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INTRODUCCION
1. DIFERENCIACION CELULAR.

El estudio de 1a formacion de un organismo multicelular a partir de una sola
célula es un problema interesante. Los procesos que ocurren en una célula para formar
otro tipo celular son muy complejos y como extrapolacion del modelo de regulacion de la
expresion genética del operon de lactosa, publicado por Jacob y Monod en el afto de
1961, la diferenciacion celular se considerd como una consecuencia de la expresion
secuencial y diferencial de genes. A partir de este momento el problema de como se
inicia la diferenciacidn celular se enfocd a entender cuales son las sefales que inician y
regulan la expresion genética durante el proceso. Para entender los complejos
mecanismos de diferenciacion celular y su regulacion genética es conveniente tomar
modelos sencillos y manipulables genéticamente. Existen varios modelos experimentales
de diferencidn celular en bacterias, hongos, protoctistas, platelmintos, insectos y células
de mamiferos. Entre los modelos cucariotes mds estudiados se encuentra la esporulacion
en la levadura Succharomyces cerevisiae (Fantes, 1989), la esporulacion asexual en el
hongo Aspergillus nidulans, la esporulacién y la formacion del cuerpo fructifero en el
pseudoplasmodio Dyctiostelium discoideum (Gross, 1994) y la embriogénesis en la
mosca de la fruta Drosophila sp (Scott y Carroll, 1987).

Los procesos de diferenciacion celular no son privatives de los organismos
eucariotes sino que también se obscrvan en procariotes. Entre los modelos procariotes
mds estudiados se encuentran, la formacion de cuerpos fructiferos y esporas en
myxobacterias (Shimkets, 1990), la esporulacion en Strepromyces sp (Chater, 1989) y en
Baciflus subtilis (Losick et al., 1986). Se puede considerar como una diferenciacion
celular la fase estacionaria de crecimiento de la bacteria Escherichia coli. Este
organismo esta adaptado para resistir diversas condiciones adversas. Si en ¢l medioen el
que se encuentra la bacteria escasean los putrientes, se provocan cambios drdsticos en la
fisiologia y la morfologia celular. Las células de la fase estacionaria tienen una forma
esférica y pequefia, son resistentes a multiples tipos de tension metabolica, sintetizan
glucdgeno y sobreviven a periodos largos de hambruna (Hengge-Aronis, 1993).

En microorganismos el estimulo principal para inducir la diferenciacion celular
es la privacion de nutrientes u otro tipo de tensién metabdlica.

En 1990 Hansberg y Aguirre publicaron una hipétesis de la diferenciacion celular
que propane que los distintos tipos de tension del medio ambiente desembocan en una
tension oxidativa y que la diferenciacion se produce como una respuesta para contender



con dicha tension. Esta proposicion esta basada en estudios realizados en el hongo
filamentoso Newrospora crassa. Si un cultivo liquido de este ascomiceto se filtra y la
masa de hifas se expone al aire, se observa que las hifas en contacto directo con ¢l aire se
adhieren entre si formando un tejido en cuestion de minutos. Posteriormente, cuando han
pasado tres horas en una fase aérea se observa que de las hifas adheridas, salen hifas
adreas que crecen y s ramifican durante unas nueve horas. Luego, de las hifas aéreas
salen conidioforos y estas estructuras finalmente dan origen a las esporas asexuales. L.a
conidiacion también se puede inducir en liquido al privar al hongo de nutrientes con
aircacion intensa (Hansberg y Aguirre, 1990),

Usando el sistema de exposicion directa del micelio al aire se observo que la
actividad de las enzimas glutamina sintetasa y de fa glutamato deshidrogenasa
biosintética desaparecian en el micelio adherido mientras en las hifas no adheridas, que
quedaban por debajo de la capa de hifas adheridas, la actividad de esta enzimas se
preservaba. (Cdrdenas y Hansberg, 1984). En un analisis posterior se observa que la
glutamina sintetasa de este hongo se inhibia por una oxidacion especifica que la hacia
més susceptible a la degradacion por proteasas (Aguirre y Hansberg, 1986). La glutamato
deshidrogenasa biosintética también se oxida pero requiere unir un quelato de fierro
(Aguirte et al., 1989). La oxidacion de la glutamino sintetasa, la glutamato
deshidrogenasa biosintética junto con otros datos de la oxidacion total de proteinas y la
pérdida del poder reductor, asi como los cambios en la actividad de fas catalasas y las
superoxido dismutasas (datos no reportados) llevo a los autores a proponer la hipétesis de
que un estado hiperoxidante inestable determina las transiciones entre los estados
estables del crecimiento y la diferenciacion (Aguirre y Hansberg, 1990),

Il. LA ESPORULACION ASEXUAL EN Aspergillus nidulans COMO MODELO
DE DIFERENCIACION CELULAR,

Aspergillus nidulans (A. nidulans) fue introducido por el Dr. Guido Pontecorvo
de la Universidad de Glasgow, Escocia en 1946. Pontecorvo sugiri6 este hongo como un
modelo experimental para explorar el funcionamiento de los genes, la heterocariosis y los
mecanismos de recombinacion en eucariotes inferiores. A, nidulans es un hongo
ascomiceto, es decir, que produce esporas sexuales en unas bolsas o sacos llamadas
ascas, es saprofito y puede ser aislado del suelo. Las técnicas para utilizar a A. nidulans
en estudios de genética se mencionan en una publicacion de Pontecorvo er al. en 1953 y
mas recientemente en una de Jonh A. Clutterbuck en 1974, A. nidulans es un buen
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FIGURA 1.

Ciclo de vida de Asperyillus nidulans,

El micelio vegetativo consiste de células filamentosas llamadas hifas, las cuales crecen apicalmente
y por ramificacion sub-apical (parte central de la figura). El conjunto de hifas o micelio puede contener un
solo tipo de nicleos, en cuyo caso se llama homocariote o ntcleos diferentes, que se denomina
heterocariote. En ocasiones, niicleos genéticamente diferentes se fusion n formando cepas diploides. La

pérdida espontinea de una o mas cromosomas causa la formacion de haploides recombinantes (con

cromosomas de ambos cepas haploides parentales). Este proceso se define como ciclo parasexual. El ciclo‘

sexual (parte superior) lleva a la produccion de ascas en cuerpos fiuctiferos lamados cleistotecios, Dentro
de las ascas se encuentran las ascosporas. La fase asexual del ciclo se esquematiza en la pante inferior de la
figura, en este proceso una célula pie comicnza a formar un tallo que se ensancha en la parte superior
formando el conidiotoro, ¢l cual consiste de una vesicula multinucleada, ta cual por gemacion produc-

metulas, las cuales a su vez producen fidlides y éstas dan finalmente origen a las conidias (Aguirre, 1992).



sistema experimental porque combina algunas ventajas experimentales de procariotes,
con la complejidad del desarrollo eucariote. A. nidulans es un eucariote sencillo, capaz
de crecer rapidamente en una gran variedad de medios de cultivo, liquidos o solidos, su
tiempo de duplicacién es de aproximadamente 2.5 h, es facil de manipular para inocular
medios de cultivo, ya que forma colonias compactas e individuales. Es un organismo
homotalico, en cuyo ciclo de vida coexisten una fase sexual (ascoporogénesis) y una fase
asexual (conidiogénesis) (Figura 1). Las conidias o esporas asexuales son uninucleadas,
lo cual permite la mutagénesis directa de la conidia y el aislamiento subsccuente de
clonas o individuos idénticos a partir de la cepa a la que se ha introducido DNA (cepa
transformante) o cualquier otro tipo de mutacién genética (Aguirre, 1992). Otra ventaja
que presenta este microorganismo es que el tamaflo de su genoma es relativamente
pequefio (2.4 x 10’ pares de bases) (Ward, 1991). Ademads se pueden aislar una gran
cantidad de mutantes con requerimientos nutricionales y mutaciones morfoldgicas, lo
cua} ha permitido elaborar un mapa genético con mds de 400 loci (Brody et al., 1991).

El ciclo asexual de este hongo se completa en 48 horas. Para comprenderlo mejor,
se puede dividir en cinco etapas fundamentales que se ilustran en el figura 2. En la etapa
A, la conidia germina (3-6 horas) formando hifas que comienzan a penetrar en ¢l sustrato
y forman una colonia madura de aproximadamente 30 mm en dos dias a 37 ° C. Algunas
hifas forman septos que delimitan un compartimento llamado célula pie, a partir de la
cual se forma una célula tallo. Esta crece elongdndose apicalmente hasta que alcanza una
altura de cerca de 100 um. Existe una gran proliferacién de estructuras de Golgi y de
vesiculas apicales en la punta de la hifa que probablemente contribuya a la formacion de
pared y membrana celular,

En ia etapa B, la célula del tallo deja de elongarse en forma apical para
ensancharse en la punta y formar una vesicula con un didmetro aproximado de 10 um.
Durante [a etapa 1l se forman numerosas gemaciones a lo largo de la superficie del
conidioforo formando las métulas (aproximadamente de 5-7 um). La etapa C se
caracteriza por la formacion de las fialides que surgen a partir de un abultamiento en la
punta de ias métulas. Cada nuclco de la métula sufre una division mitética y uno de los
nicleos entra a la fidlide. Finalmente, en la etapa D se forman las conidias; De cada
punta de la fidlide se forma una gemacion y por medio de una division mitotica del
nucleo de la fidlide se provee de un nicleo a cada conidia. El nicleo de la conidia se
detiene cn la fase G del ciclo celular. Una vez que {a conidia alcanza un didmetro de
aproximadamente 3 um se forma un septo entre la fialide y la conidia. Numerosas
divisiones de las fidlides forman una cadena de conidias.



Las conidias se caracterizan por la acumulacion de un pigmento verde, lo cual
permite seguir el proceso de conidiacion facilmente. Con la germinacion de las conidias,
se establece un nuevo ciclo (Etapa E).

FIGURA 2.

Microscopia electrénica de barrido mostrando los distintos estados en el desarrollo del conidiéforo de
A. nidulans

£n el panel A se muestra la formacion del tallo (S) del conidioforo a partir de una célula pie que
crece en forma apical. B, a partir de un ensanchamienlo en la parte superior de la célula tallo, se forma una
vesicula (V). C, de la vesicula salen varios brotes que constituyen las métulas (M). Un nucleo proveniente de
una division mitotica sincronica entra en cada métula. D, las meétulas crecen hasta dividirse y dar origen a
una segunda generacion de células llamadas filides (P). E, las conidias se forman a partir de las divisiones
mitdlicas del nucleo de la fidlide. Las esporas o conidias (C) alcanzan la madurez cuando ocupan

aproximadamente ef quinio lugar en la cadena de las esporas (Mims ¢1 al., 1988).

Se han caracterizado en 4. nidulans una gran cantidad de mutantes afectadas en el
proceso de esporulacion. Algunos de estos genes corresponden a genes reguladores que
activan o reprimen una serie de genes y que actan a diferentes tiempos y niveles.

Entre los genes reguladores del proceso de conidiacion destacan brid, abad y
wetd los cuales fueron definidos y caracterizados por Clutterbuck (Yager, 1992) (Figura
3) y posteriormente se clonaron y secuenciaron (Johnstone et al., 1985; Boylan er al.,
1987, Adams et ul., 1988; Mirabito er ul,, 1989; Miller er al, 1991, Marshall y
Timberlake, 1991).

El gen brid ("bristle" en inglés o cerda en espaiiol) es el gen identificado que
actia mds temprano y se requicre continuamente durante la conidiacion, desde la
formacion de la vesicula hasta la formacion de las conidias (Mirabito er al., 1989). Las



mutaciones en ¢l gen brid detienen el desarrollo del conidiofaro antes de la formacion de
la vesicula v el crecimiento vegetativo y la reproduccion sexual no se ven afectados
(Figura 3-B). La expresion forzada del gen brid causa la formacion de conidias en la
punta de las hifas en un cultivo Hquido. La secuencia de bri4 tiene homologia con los
factores transcripcionales del tipo dedos de zinc. Este gen no se transcribe en el micelio
ni en las esporas (Aguirre, 1992).

FIGURA 3.

Microscopia elecironica de barrido de conidibforgs de 1a cepa silvestre y mulantes afectadas en Ia
conidiacion,

Las mutanies en briA praducen solo tallos del conidiotaro y estan bloqueadas para continuar con el
proceso de la esporulacion. Las mutantes en el gen abad producen inicialmente conidioforos normales pero
las métulas no pueden producir fidlides y produce una cadena de células parecidas a las métulas. Las
mutantes en wetd producen conidioforas normales ¢ inicialmente esporas normales; sin embargo, las

conidias se hinchan y autolisan (Tomado de Boylan 7 al., 1987).



El gen abad se define asi por su nombre en inglés “"abacus”, (abaco;

Figura 3C) codifica para una proteina reguladora que se une al DNA. Su mutacion
provoca que el desarrollo del conidioforo llegue hasta la formacion de vesiculas y
métulas reiteradas que asemejan las cuentas de un abaco (Marshall y Timberlake, 1991).

weiA (humedo), es otro gen importante para la esporulacidn, que al mutarle
provoca la formacion de un conidioforo normal en el cual las conidias no alcanzan la
madurez (Figura 3-D) debido a que se hidratan con facilidad y se lisan. La induccion
forzada de este gen causa la expresion de algunos genes especificos de las conidias, lo
cual apoya su posible papel de gen regulador. La secuencia de este gen no se parece a
ningun otro reportado anteriormente (Marshall y Timberlake, 1991).

I11. TENSION OXIDATIVA,

El oxigeno ¢s el elemento mas abundante en la corteza terrestre, su abundancia
atémica corresponde al 53.8% y aproximadamente el 21% del aire seco es de oxigeno
(Halliwe!l y Gutteridge, 1989).

Se considera que a partir de la acumulacion del dioxigeno en la atmosfera se
formo la capa de ozono en la estratosfera que proteje a los seres vivos de las radiaciones
ultravioletas del sol. La aparicion del dioxigeno permitio la dispersion de los organismos
primitivos en el planeta. Sin embargo, el dioxigeno y los productos de la reduccion
parcial del mismo son muy daflinos para la célula. Por esta razén debieron de aparecer
mecanismos de defensa de la célula contra estas especies reactivas de oxigeno.

La familiaridad con la que usamos el oxigeno en nuestra vida diaria y la
frecuencia con la que se usa en los tratamientos de terapia en hospitales no nos hace
advertir sus efectos toxicos. Las plantas crecen mejor a menos concentracion de oxigeno
en la atmésfera. El oxigeno en concentraciones mayores a las requeridas causa efectos
daflinos en plantas, animales, y bacterias. En protozoarios, ratones, peces, congjos €
insectos s¢ ha observado que el tiempo de sobrevivencia, disminuye de manera
logaritmica con ¢l aumento de la presion de oxigeno (Halliwell y Gutteridge, 1984),

En 1954, Rebecca Gershman y Daniel L. Gilbert propusieron que el daito
provocado por ¢l dioxigeno provenia de Ia formacion de radicales libres. Esta hipotesis
tue desarrollada mds tarde por Fridovich (1975, 1978, 1983; tomado de Halliwell v
Gutteridge, 1984) en ia teoria del superdxido. La hipotesis propone que la formacion del
superoxido in vivo es el factor mas importante en la toxicidad del oxigeno (Halliwell y
Gutteridge, 1984).



A) Produccién y regulacion de las especies de oxigeno reactivas (EOR) en los
sistemas biolbgicos.

Las especies de oxigeno reactivas (EOR) son especies de oxigeno que son mas
inestables que el dioxigeno en su estado basal de energia. Algunas de estas EOR son
radicales. Los radicales se definen como una especie que tiene electrones desapareados.
Esta definicion incluye al mismo oxigeno molecular, que tiene dos lcctrones
desapareados, cada uno localizado en un orbital n* difercnte. Estos dos clectrones ticnen
¢l mismo giro por lo que se restringe la posibilidad de captar electrones puesto que deben
ser de giro contrario. A esta disminucion de la reactividad debida al giro de los clectrones
se denomina restriccion por “spin” o de giro.

Una manera de incrementar la toxicidad del oxigeno es excitar uno de sus
electrones desapareados de tal forma que cambie de giro y con ello se elimine la
restriccion del “spin”. El dioxigeno excitado se le conoce como oxigeno en cambio de
giro (o singulete). Existen dos formas de oxigeno en singulete . El primero de ellos ¢s ¢}
oxigeno en singulete que no tiene electrones desapareados y no es un radical. Este es de
suma importancia en los sistemas bioldgicos ya que s¢ encuentra en los pigmentos, como
la clorofila, iluminados en presencia de oxigeno, asi como en 1a retina de los mamiferos.
El segundo estado de oxigeno en singulete decae rapidamente a su estado basal antes de
que pueda reaccionar (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Cuando un electron entra en los orbitales de la molécula de dioxigeno, el
producto que se forma es el radical superoxido Oy-. Los radicales superoxido se forman
en todas las células acrobias, principalmente por 1a salida de electrones de las cadenas de
transporte de electrones (Halliwell y Gutteridge, 1984). La captacion de un electrén por
el radical superdxido genera un ion peroxido. Esta molécula no es un radical, ya que no
tiene electrones desapareados, y esta protonada a pH fisioldgico formando el peroxido de
hidrogeno (H037). En soluciones acuosas el radical superoxido produce una reaccion
{lamada dismutacion en la cual se forma HyOp mas O5. El grado de dismutacion es mas
rdpido a pHs dcidos. La reaccidn se describe a continuacion:

20, + 2H - H,0, + O,
Los radicales hidroxilo (-OH) son producidos por la fision homolitica entre dbs

moléculas de oxigeno con la molécula de peroxido de hidrogeno. Esta reaccion se
produce en presencia de calor o con radiacion ionizante. Una mezcla de peroxido de



hidrogeno y una sal de fierro (11) también forma radicales hidroxilo. A esta reaccion se le
conoce como la reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1984).

El peroxido de hidrogeno no es tan reactivo, por lo que ¢s capaz de difundir
libremente a todos los compartimentos celulares. El mayor efecto toxico del HyOp
proviene de la formacion del radical hidroxilo por medio de la reaccion del HyO7 con los
metales de transicion (Fe 1l, Cu I). Este radical es uno de los compuestos mds reactivos
que se conocen, reacciona en microsegundos con cualquier molécula vecina. Cuando
reacciona con proteinas y dcido nucléicos, produce: proteinas modificadas, ruptura de las
cadenas polipeptidicas, polimeros de proteinas, bases modificadas, rupturas en una o en
las dos hebras de DNA, uniones DNA-proteina, etc (Halliwell y Gutteridge, 1984).

La cadena de toxicidad se inicia con el radical superéxido que al dismutar
espontaneamente o por la enzima superoxido dismutasa produce perdxido de hidrogeno y
este a su vez produce el radical hidroxilo y secundarios. El dafto celular que provocan las
EOR se puede evitar eliminando los radicales superdxido, el peréxido de hidrogeno con
enzimas especificas y uniendo los metales de transicion de manera que no puedan
reaccionar.

Las superdxido dismutasas (SOD) son enzimas que se encuentran en casi todos
los organismos aerobios y anaerobios y estan encargadas de la proteccion celular contra
el radical superdxido (Op°) catalizando su descomposicion a oxigeno molecular y
peroxido de hidrégeno. Esta reaccion ocurre por la reduccion y oxidacion altemada de
los metales que tiene esta enzima como cofactores (Cu, Zn, Mn o Fe). La reaccion que se
lieva a cabo ¢s la siguiente:

0, +0, + 2H" - H,0, + 0,

Existen varias familias de SOD las cuales se definen dependiendo del cofactor
que tienen en su sitio activo (Roberts et al., 1991).

Existen dos clases de enzimas encargadas de la detoxificacion del peroxido de
hidrogeno: las catalasas v las peroxidasas. Las catalasas llevan a cabo la siguiente
reaccion: ,

2H207 — 2H0 + Oy

mientras que las peroxidasas realizan la reaccion:

SHy + HpO2 = § + 2H0



en la cual SH2 es un substrato aceptor de clectrones. El oxigeno que se¢ produce en la
primera reaccion esti en estado basal; no se detecta actividad de oxigeno en singulete.

Casi todas las células acrobicas presentan actividad de catalasa. Sin embargo,
algunas no la poseen, tales como las bacterias Bacillus popilliae, Mycoplasma
pneumoniae, ¢l alga verde Euglena, varios helmintos pardsitos y la cianobacteria
Gloeocapsa. Un  pequefio niimero de organismos anaerobios presentan actividad de
catalasa, como Fropionibacierium shermanii. En los animales, las catalasas se presentan
en la mayoria de los érganos del cuerpo, aunque estdn acumuladas preferencialmente en
¢l higado y los eritrocitos (Halliwell y Gutteridge, 1989).

La mayoria de Jas catalasas purificadas tienen cuatro subunidades polipetidicas,
cada una contiene un grupo hemo (Fe I1I) en el sitio activo. Las catalasas de mamiferos y
algunas de microorganismos presentan en las subunidades unida una molécula de
NADPH, la cual ayuda a estabilizar a la enzima (Halliwell y Gutteridge, 1989).

La estructura tridimensional de la catalasa de! higado de bovino (Bos taurus) ha
sido determinada por cristalografia de rayos X a una resolucidn de 2.4 A° (Murthy et dl.,
1981). La estructura terciaria consiste de cuatro dominios: un brazo amino terminal
extendido con estructura no globular, el cual estabiliza la estructura cuaternaria; un barril
beta de ocho laminas antiparalelas, condicionando los residuos en un lado distal del
grupo hemno; un dominio laminar alrededor de la subunidad exterior incluyendo el
ligando del grupo hemo y una estructura a-hélice, ensamblando la E, F, G, y H de las
globulinas. El residuo de tirosina 357 es el sitio de unién del grupo hemo y otros
aminoacidos distales importantes para esta unién, son la histidina 74 y la asparagina 147
(Esta numeracion corresponde a la secuencia del higado de bovino reportada por
Schroeder, ¢f al., 1981),

La actividad de la catalasa en plantas y animales estd localizada en un
compartimento subcelular formado por una sola membrana conocido como peroxisoma.
También se conocen catalasas citoplismicas como la CTT! de la levadura
Saccharomyces cerevisia (Zitomer y Lowry, 1992). Los peroxisomas derivan su nombre
de! hecho de que algunas de las enzimas que conticnen (especialmente oxidasas) generan
peroxido de hidrogeno. La catalasa que se encarga de eliminarlo, se encuentran en este
compartimento (Subramani, 1993). La f-oxidacion de los acidos grasos de cadenas largas
se realiza en los peroxisomas, los cuales también participan en la sintesis del colesterol y
de las purinas, ¢l catabolismo de los amino acidos, la utilizacion del glioxalato, el
metabolismo de las prostaglandinas, a biosintesis de la penicilina, etc, Los peroxisomas
de las plantas también juegan un papel importante en la fotorrespiracién (Subramani,
1993).
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B) Regulacion de catalasas.

Se han reportado en la literatura casos de organismos que cuentan con mds de una
catalasa. En Escherichia coli se ha comprobado gendticamente la existencia de dos
catalasas reguladas diferencialmente durante el crecimiento de este organismo. Una de
las catalasas denominada HPI tiene actividad de peroxidasa y de catalasa (Triggs-Raine
et al., 1988). Esta enzima se induce durante la fase de crecimiento logaritmico de este
organismo. La otra catalasa de k. coli es la HPIl y se induce durante la fase estacionaria
(von Ossowski ¢t al., 1991). Hengge-Aronis (1992) sugirio que la fase estacionaria de
crecimiento de £. coli equivale a un estado diferenciado, ya que, las células adoptan una
morfologia similar a la de las esporas y expresan genes especificos de este estado, Estas
dos catalasas responden adiferentes estimulos.

La catalasa HPI se induce con peréxido de hidrogeno. El gen regulador oxyR
regula la transcripcion de genes inducibles por peroxido de hidrogeno y esta involucrado
en la sintesis de aproximadamente 8 proteinas, entre las que se encuentra el gen kalGG que
codifica para la catalasa HPI (Demple y Amabile-Cuevas, 1991). Este gen es inducible
por acetato y dcidos grasos (Mukhopadhyay y Schellhom, 1994).

La catalasa HPII se induce durante la fase estacionaria de crecimiento y depende
de un factor sigma especifico de esta fase, el factor rpoS (Hengge-Aronis, 1993). El gen
katE que codifica para la catalasa HPII no se induce por HyO). Originalmente se habia
propuesto que la induccion de estas dos catalasas era independiente y que la catalasa HP!
no era inducible por rpoS. Pero recientemente se encontrd que rpoS es regulador de la
catalasa HPI a través de una via independiente del HyO3, ya que la mutacion del gen
rpoS§ causa un decremento significativo en la produccion de la catalasa HPI (Ivanova ef
al., 1994).

Para la bacteria Bacillus subtilis se han reportado dos catalasas mediante
evidencia bioquimica y genética. La catalasa I, codificada por el gen katA, el cual ha sido
clonado y secuencigdo (Bol y Yasbin, 1991), se induce durante la fase preestacionaria de
crecimiento, por perdxido de hidrogeno y por ascorbato (Bol y Yasbin, 1990). Otra
catalasa que se induce durante la fase de esporulacion de este organismo se ha detectado
con anilisis bioquimicos (Loewen y Switala, 1987).

En organismos eucariotes, como la levadura Saccharomyces cerevisiae, existe
evidencia genética de la presencia de dos catalasas (Zitomer y Lowry, 1992). La catalasa
tipica, llamada CTTI, es una enzima citosdlica que se encuentra regulada por oxigeno a
través del grupo hemo, por limitacion de nutrientes mediante AMP ciclico, por choque
de calor, hiperosmolaridad y por cobre (Belazzi er al., 1991, Jungmann et al., 1993,



Schiller e al., 1994). La catalasa atipica CTAI es una enzima peroxisomal regulada por
oxigeno a través del grupo hemo y por acidos grasos (Zitomer y Lowry, 1992).

En el hongo filamentoso Newrospora crassa existe evidencia genética y evidencia
bioquimica de la existencia de tres catalasas. La catalasa Cat-1 estd presente durante la
fase de crecimiento rdpido del micelio, se induce con paraquat (compuesto que provoca
la produccion de superoxido y consecuentemente peroxido de hidrogeno) y por choque
de calor. La catalasa Cat-2 estd ausente en el micelio en crecimiento y se expresa en la
fase estacionaria y en niveles bajos en las conidias. También se induce
considerablemente durante un choque de calor. La catalasa Cat-3 es predominante en las
esporas asexuales (Chary y Natvig, 1989). Recientemente Lledias y Hansberg han
encontrado que existe una modificacion bioquimica de la catalasa Cat-3 en la catalasa
Cat-3" y Cat-l y que una Cat-X y la Cat-2 se encuentra en el micelio aéreo, en las
conidias y en condiciones de tensién metabélica (Lledias y Hansberg, en preparacion).

En Aspergillus niger se han definido genéticamente dos catalasas. La catalasa
catR ha sido clonada y secuenciada. Mientras que por hibridizacion cruzada con el gen
de la catalasa CTA! de levadura, se aislo otro gen al cual sc designé cat4. La expresion
de este gen se induce por acidos grasos por lo que se piensa que la enzima puede ser
peroxisomal (Fowler et al., 1993).

En ¢l maiz se ha demostrado genéticamente la presencia de tres catalasas
reguladas diferencialmente durante el desarrollo. EI RNA mensajero de Catl se encontrd
en el escutelo, endospermo, grano inmaduro, hojas y epicotiledones. El mensaje de Cat2
se encontro principalmente en el escutelo después de la germinacion y en bajas
concentraciones se encontro en hojas y epicotiledones. Finalmente, el mensaje de Cat3 se
detecto principalmente en epicotiledones, en hojas y escutela. También se ha visto que la
expresion de Cat3 esta regulada por un ritmo circadiano (Redinbaugh et al., 1990).
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OBJETIVOS

La hipdtesis sugerida por Hansberg y Aguirre en 1990 propone que la
diferenciacion celular en microorganismos esta precedida por un estado de tension
oxidativa. Por ello, resulto significativo que la secuencia parcial de un transcrito aislado
como especifico de la esporulacion asexual en 4. nidulans, (CANS), mostrara semejanza
con los genes de catalasa. El presente trabajo es parte de un proyecto mas amplio dirigido
a estudiar el papel de las catalasas en la diferenciacion de A. nidulans, N, crassa y B.
cereus, ‘

En el trabajo de esta tesis nos propusimos los siguicntes objetivos:

1. La caracterizacion de un gen del hongo 4. nidulans que tiene similitud parcial
con los genes de catalasa y que fue aislado como un transcrito inducido durante

la esporulacion asexual de este hongo (CANS),

1. Determinar el nimero de catalasas presentes en A. nidulans y su regulacién
durante la esporulacion asexual,
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MATERIALES Y METODOS
CULTIVOS CONIDIANTES SINCRONICOS EN MEDIO SOLIDO

El medio de cultivo empleado para crecer 4. nidulans es el descrito por Kafer
(1977) adicionado con los requerimientos necesarios para cada cepa. En este trabajo se
utilizo la cepa silvestre FGSC-26 (Fungal Genetics Stock Center No. 26) que tiene un
genotipo biAl, veAl; esto quiere decir respectivamente que la cepa contiene una
mutacion que hace que requiera biotina para crecer y otra mutacion para esporular sin la
necesidad de luz, Los medios de cultivo y el material se esterilizaron a una presion de 1.4
Kg/cmz, 121° C por 20 minutos.

Los cultivos de 4. nidulans de la cepa silvestre FGSC-26 se crecieron segin la
técnica de Law y Timberlake (1980) con las modificaciones de Aguirre, er al. (1990).
Los medios se inocularon a una concentracion de 5 X 109 conidias/mi en un matraz
Erlenmeyer y se incubaron a 37° C, por 18 h, con una agitacion constante de 300 rpm.

Para inducir la conidiacién los cultivos se expusieron al aire de la siguiente
manera; 100 mi del cultivo liquido se filtraron por vacio en pape! Whatman No. |
quitando todo el medio que fuera posible. El filtro con las hifas adheridas se deposito en
una charola que contenia el mismo medio solidificado con agar. Las charolas s¢
cubrieron con papel aluminio y se incubaron a 37° C. Se tomaron muestras a las 18 h de
crecimiento en liquido y a las 6, 12 y 25 h después de exponerse al aire. Las muestras se
secaron con toallas absorbentes y se congelaron en nitrogeno liquido (-70° C).
Posteriormente se liofilizaron las muestras por 4 horas.

MEDIO DE CULTIVO PARA Escherichia coli
El medio de cultivo que se empled para £. coli (Medio de Luria-Bertani) se

realizo segiin el protocolo de Sambrook ef al. (1989). El procedimiento fue ef siguiente:
Por litro:

A 950 m! de agua desionizada:
bacto-triptona 10g 1%
bacto-extractodelevadura S5 g 0.5%
NaCl 10g %
Agar 2%

Se agitd hasta que se disolvio y se aford a un litro (el agar se agrega al final). Se
esteriliz por 20 minutosa 1.4 Kg/cm2.



Antibidticos
LB + ampicilina 75 pg/mi
LB + tetraciclina 50 pg/ml

Sc prepard una solucion madre de ampicilina 25 mg/ml en etanol y se afiadié al
medio estéril (dejdndolo enfriar un poco) a una concentracion finat de 75 pg/ml.

HIBRIDACION TIPO SOUTHERN BLOT
1. Extraccion del DNA de Aspergillus nidulans y Neurospora crassa.

- Para extraer el DNA de A. nidulans se inocularon con la cepa FGSC-26 10 cajas
Petri conteniendo 30 mi de medio minimo liquido con biotina y se incubaron por 18
horas. El micelio se colectd, se quitd el exceso de agua con toallas absorbentes y se
congel6 en nitrogeno liquido. Se secaron en una liofilizadora al vacio por 4 horas ("Speed
vac” SAVANT). El micelio se molio hasta que se formé un polvo muy fino.

El DNA de N. crassa fue extraido de polvos de acetona a partir de una muestra
obsequiada por el Dr. Wilhelm Hansberg del Instituto de Fisiologia Celular,

Buffer de extraccion;

50 mM EDTA

0.2% SDS

Antes de usar agregar 1 ul/ml de DEPC (Dietilpirocarbonata).

El micelio en polvo (aproximadamente 400 ul en un tubo eppendorf) se
resuspendio perfectamente en 600 pl del buffer de extraccion y se calenté a 68° C por 30
minutos. Después del tiempo de incubacion se centrifugdé 5 minutos a temperatura
ambiente. Se transfirié ¢l sobrenadante a un tubo nuevo y se agregaron 50 ul de acetato
de potasio pH 4.2, se agité suavemente y se incubo 8 minutos en hielo. Posteriormente
se centrifugd 5 minutos a temperatura_ambiente para eliminar el dodecilsulfato de
potasio (K-DS) precipitado. El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se le

agregaron 600 ul de isopropanol, s¢ mezclo muy bien y se centrifugd 5 minutos a

temperatura ambiente. La pastilla fue resuspendida en 300 pl de TE 1X pH 8 y se calentd
a 68° C para ayudar a que se disolviera. El DNA se precipito agregando 800 ul de etanol
absoluto y 15 pl de cloruro de litio 10 M. Se mezcldé y se incubd a 4° C por 5 min.
Finalmente se centrifugd 5 minutos a temperatura ambiente, se lavd con 500 pl de etanol
al 70%, se secd la pastilla y se resuspendio en 200 u! de TE.

I1. Digestion de DNA de A. nidulans y N. crassa.
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Antibidticos
LB + ampicilina 75 pg/mi
LB + tetraciclina 50 pg/ml

Se prepard una solucion madre de ampicilina 25 mg/ml en etanol y se aftadié al
medio esténl (dejindolo enfriar un poco) a una concentracién final de 75 ug/ml.

HIBRIDACION TIPO SOUTHERN BLOT
1. Extraccion del DNA de Aspergillus nidulans y Neurospora crassa.

Para extraer el DNA de A. nidulans se inocularon con la cepa FGSC-26 10 cajas
Petri conteniendo 30 ml de medio minimo liquido con biotina y se incubaron por 18
horas. El micelio se colectd, se quitd el exceso de agua con toallas absorbentes y se
congeld en nitrogeno liquido. Se secaron en una liofilizadora al vacio por 4 horas ("Speed
vac" SAVANT). El micelio se molid hasta que se formé un polvo muy fino.

El DNA de V. crassa fue extraido de polvos de acetona a partir de una muestra
obsequiada por el Dr. Wilhelm Hansberg del Instituto de Fisiologia Celular,

Buffer de extraccion;

50 mM EDTA

02% SDS

Antes de usar agregar | pi/ml de DEPC (Dietilpirocarbonato).

El micelio en polvo (aproximadamente 400 ul en un tubo eppendorf) se
resuspendio perfectamente en 600 ul del buffer de extraccion y se calentd a 68° C por 30
minutos. Después del tiempo de incubacidn se centrifugdé S minutos a temperatura
ambiente. Se transfiri6 e! sobrenadante a un tubo nuevo y se agregaron 50 pl de acetato
de potasio pH 4.2, se agito suavemente y se incubo 8 minutos en hielo, Posteriormente
se centrifugd 5 minutos a temperatura_ambiente para eliminar el dodecilsulfato de
potasio (K-DS) precipitado. El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se le

agregaron 600 ul de isopropanol, s¢ mezclé muy bien y se centrifugd 5 minutos a

temperatura ambiente. La pastilla fue resuspendida en 300 ul de TE 1X pH 8 y se calentd
a 68° C para ayudar a que se disolviera, El DNA se precipité agregando 800 ul de etanol
absoluto v 15 gl de cloruro de litio 10 M. Se mezclo y se incubd a 4° C por 5 min.
Finalmente se centrifugd 5 minutos a temperatura ambiente, se lavo con 500 pl de etanol
al 70%, se secé la pastilla y se resuspendio en 200 pl de TE.

IL. Digestion de DNA de 4. nidulans y N, crassa.
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Se digirieron 12 pl de DNA (aproximadimente 10ug) de cada organismo con las
enzimas de restriccion Pstl y BamHI. La mezcla de digestion fue la siguiente:

HyO 4yl
Buffer 2
DNA 12 ul

Enzima 2l

La digestion se realizé por 3 Y2 horas y las muestras se corrieron en un gel de
agarosa TAE al 1% a 80 Volts por 4 horas, Cuando la corrida del gel concluyd, se cortd
un extremo del gel para reconocer su orientacion y se marco con una pipeta Pasteur cada
una de las bandas de los marcadores de peso molecular (fago A digerido con Hind I11).

HI. Transferencia del gel.

Para desnaturalizar el DNA, el gel se incubo en 0.25 N de HC1 por 15 minutos a
temperatura ambiente y con agitacion constante. Esta incubacion causa rupturas en el
DNA a nivel del enlace fosfodiéster, fragmentdndolo en pedazos mds pequedos, lo cual
facilita su transferencia a la membrana de Nylon. Se enjuagé 3 veces con agua y se
incubd 30 minutos en una solucién desnaturalizante de 1.5 M NaCl y 0.5 M NaOH. El
hidroxido de sodio desnaturaliza al DNA vy el cloruro de sodio estabiliza las cargas
permitiendo que permanezca desnaturalizado. Se enjuagd 3 veces con agua destilada y
finalmente se incubd en una solucion neutralizante: 1.5 M NaCl y 0.5 M Tris-HCl pH 7,
en este paso se neutraliza el hidroxido de sodio y se impide la degradacién total del
DNA.

El gel se transfiri0 a una membrana de nitrocelulosa con soporte de nylon
Hybond-N (Amersham, Inglaterra). Para realizar la transferencia se colocd en un
recipiente buffer 20X SSC (3 M NaCl y 0.3 M Acido Citrico pH 7), encima del
recipiente se colocod un vidrio largo, encima de éste se colocaron 2 filtros largos que se
mojaron en ¢l buffer y permanecieron sumergidos de cada lado en el buffer formando un
puente. Se colocd el gel invertido con cuidado de no formar burbujas. Se puso la
membrana de nylon con cuidado (una vez que la membrana ha tocado el gel ya no se
puede despegar). A las orillas del gel se puso plastico Parafilm para eliminar el contacto
entre el filtro y el papel absorbente evitando que ¢l buffer suba por las orillas. Se
colocaron 2 pedazos de papel filtro (humedecidos en buffer) por arriba de la membrana y
después s¢ pusieron 6 pedazos de papel filtro seco encima de ellos. Se pusieron
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aproximadamente 10 cm de papel absorbente encima de los filtros, después un vidrio y
para hacer presion, un matraz de 500 ml con 250 ml de agua (Timberlake, 1980;
Sambrook, e? al., 1989),

Esta preparacion se dejo a temperatura ambiente toda la noche. Al otro dia se
removieron los papeles filtro de la transferencia. Se marcaron con un lapiz los pesos
moleculares y los pozos en la membrana de Nylon. Se dejo secar la membrana
completamente al aire y finalmente, se introdujo en una bolsa para hibridar y se expuso a
radiacion con luz ultavioleta, en un transiluminador por 5 minutos para unir
covalentemente ¢l DNA a la membrana,

IV. Preparacion de la sonda.

La sonda se extrajo de la clona de cDNA CANS digiriéndola con la enzima Pstl
(Clonada en el plasmido pBR329 como un fragmento Pstl). La digestion de CANS con
Pstl se corrio en un gel de agarosa al 1% TAE y el fragmento de 1.8 kb se aislé con un
método rapido de purificacion de DNA (The Geneclean kit Bio 101 Inc, La Jolla, CA). Al
fragmento de agarosa se le agregaron 500 il de Nal 6 My se incubo a 55° C hasta que se
disolvi6 la agarosa. Se agregaron S pl de perlas de silica (Glass Milk) y se incubd en
hiclo por 5 minutos. Se centrifugd § min. y la pastilla se resuspendio en 300 pl de
solucion "New Wash" y se centrifugo. Este lavado se repitio dos veces. Finalmente se
centrifugd, se dejo secar la pastilla y se resuspendio en 20 ui de TE pH 8.

Para marcar la sonda de CANS Pstl se utilizo un juego de cebadores al azar
(Random Primers DNA Labeling System de GIBCO BRL Life Technologies Inc., N.Y.,
U.S.A.). Durante todo el proceso se tomaron las medidas necesarias de seguridad para
radioactividad. Aproximadamente 100 ng de DNA se disolvieron en agua y se hirvicron
por 5 minutos para desnaturalizarlo. Inmediatamente después se incubd en hielo para
mantener desnaturalizado el DNA y s¢ procedio segin el fabricante. Para eliminar los
nucledtidos no incorporados, se filtro la mezcla de reaccion (a la mezcla se le agregaron
45 i de TE) por un minicolumna de Scphadex G-50 (Penefsky, 1977). A la sonda se le
agregaron 500 ul de DNA de esperma de salmon. Antes de poner a hibridar se hirvié por
S minutos.
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V. Hibridacion.

La membrana se puso a prehibridar por 1 hora a 65° C ¢n solucion de hibridacion
y 600 pl de solucion de esperma de salmon (antes de agregar se hirvio por 5 minutos) en
una bolsa de plastico.

Solucion de Hibridacion

X Solucion Denhardt's 10X

5X 20X SSC

50 mM 2 M Na-Fosfato pH 6.5

0.2% SDS 10X

Solucion Denhardt’s 100X 20X SSC

2%  Ficoll 3M  NaCl

2% PVP 0.3 M Ac. Citrico
2% BSA

_Cuando el ticmpo de prehibridacion ha concluido, se abri6 la bolsa y se descarté
la solucion. Se puso nueva solucion de hibridacion y se agrego 1a sonda desnaturalizada.
Se incubo toda la noche a 65° C con agitacion constante.

~Pasado este tiempo, s¢ descarta el liquido como desecho radioactivo. La
membrana s¢ lavd con 100 mi de 2X SSC y 0.1% de SDS por 30 minutos a 65° C. Al
terminar la incubacion ¢l liquido se descartd y la membrana se partid a la mitad ya que
tenia repetidos los carriles para poder lavar una membrana en alta severidad y otra en
baja severidad. Una membrana se lavod en alta scveridad, esto es baja sal y alta
temperatura. Se incubd en 0.15X SSCy 0.1% SDS por 30 minutos a una temperatura de
65° C. Otra membrana se lavé en baja severidad, esto es alta sal y baja temperatura. Se
incubd a temperatura ambiente por 30 minutos en una solucién de 0.5X SSC y 0.1% de
SDS. Al concluir la incubacion se descarta el liquido y sin que se secaran totalmente las
membranas se envolvid en plastico y se puso a exponer en un estuche con una pantalla
amplificadora y una placa autorradiogrifica (X-OMAT de Kodak) durante la noche. Al
otro dia se reveld y se observaron los resultados. Una vez que la placa autorradiografica
se secd, se marcaron las posiciones de los marcadores de peso molecular y los pozos
donde se cargaron las muestras.



HIBRIDACION TIPO NORTHERN BLOT

La extraccion de RNA se realizo con el estuche "RNaid Plus Kit" (BIO 101, La
Jolla, CAUS.A).

I. Obtencion de Muestras.

Las muestras que se usaron para extracr RNA fueron tratadas con cuidado para
evitar que el RNA se degradara y se manipularon lo menos posible. Todas los materiales
fueron tratados con agua con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1%. Se agrego el DEPC al
agua, se agitd vigorosamente, se dejo reposando toda la noche y se autoclaved.

Las muestras se obtuvieron como se describié en Materiales y Métodos de este
trabajo en la seccion de Cultivos Sincronicos. Las muestras de esporas se extrajeron de la
siguiente manera;

La cepa silvestre FGSC-26 se inoculd a confluencia en cajas Petri con medio
minimo y biotina, se incubd a 37° C por S dias. Las esporas de 3 cajas se colectaron
raspando las cajas Petri con una asa de metal y una solucion de Tween (0 al 0.01%. La
suspeasion de esporas se filtro por Miracloth (Calbiochem), el filtrado se centrifugd y se
resuspendio en agua. Este lavado se repitio 2 veces mds para eliminar el Tween. Las
esporas se resuspendieron en 500 ul de solucion de lisis (contiene guanidina un agente
desnaturalizante para proteinas muy potente), se pusieron en un tubo de ensaye de vidrio
y se les agregd un volumen semejante de perlas de vidrio. Se agitaron en un Vortex por
un minuto y se incubaron un minuto en hiclo. Este procedimiemo se repitid 7 veces mas.
Al terminar las muestras se centrifugaron (centrifuga clinica 2 000 rpm) y se colectaron
con una pipeta Pasteur y se transfirieron a en un tubo para microcentrifuga.

El resto de las muestras se resuspendieron en 600 pl de solucion de lisis y a partir
de este punto la muestra de esporas y de micelio fueron tratadas de la misma manera. Se
agregaron 600 pl de fenol dcido, se mezclo con vortex, se agregaron 300 pl de
cloroformo alcohol isoamilico y se incubé en hielo por 15 minutos.

I1. Purificacion de RNA.

Las muestras se centrifugaron (4° C) a 10 000 x g por 20 minutos. El RNA se
queda en la fase acuosa ¥ ¢l DNA y proteinas quedan atrapados en la interfase y boton,
La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo, se extrajo 2 veces con medio volumen de

cloroformo alcohol isoamilico y se centrifugé 2 minutos a 12 000 g. Se transfiri la fase

19



superior a un tubo nuevo y se agregd RNA MATRIX (! ul por pg de RNA), s¢ agité por
30 segundos y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Se centrifugd | minuto a
12 000 g. El botdn se resuspendié en 300 pul de RNA WASH. Se centrifugé un minuto a
12 000 g y se removio el sobrenadante. El paso anterior s¢ repitié una vez mds. Se
removid todo el liquido posible y se resupendio en agua tratada con DEPC. El RNA se
cuantifico en un espectrofotometro y finalmente las muestras se almacenaron a -70° C.

I11. Electroforesis del RNA.

La electroforesis de RNA se realiz6 en geles desnaturalizantes de agarosa con
formaldehido (Sambrook, ef al., 1989). Para 100 mi de gel se agregaron | g de agarosa,
17.8 ml de formaldehido a! 37%, 10 ml de MOPS 10X y se aforé a 100 ml con agua
desionizada. Las muestras se prepararon en condiciones desnaturalizantes. Para 25 pg de
RNA en un volumen final de 25 pl se agregaron 2.5 pl de MOPS, 12.5 pl de formamida,
4.5 g de formaldehido, 2 pl de bromuro de etidio (} pg/mt), 4 pl de colorante 10X y se
agreg6 agua (DEPC) hasta alcanzar un volumen de 25 pl. Antes de aplicar al gel las
muestras se calentaron a 68° C por 15 minutos y se centrifugaron brevemente. Se
cargaron las muestras en el gel y s¢ dejaron correr hasta que entraron ¢n el gel. Una vez
que entraron las muestras al gel se Ilenan los pozos con el buffer de corrida (MOPS 1X),
se cubre el gel con un parafilm y se corrio a 60 Volts por 5 horas.

IV. Transferencia del gel e hibridacion.

Cuando termind la electroforesis se agitd el gel en 20 X SSC por 30 minutos. Se
transfirio el gel siguiendo el protocolo del apartado de Hibridacion tipo Southern Blot de
esta misma tesis. El marcado de la sonda e hibridacion se hicieron siguiendo el protocolo
descrito en la seccion anterior.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD PARA CATALASA
I. Preparacion de las muestras.
Las muestras de 0, 6, 12 y 25 horas se obtuvicron de los cultivos conidiantes y las

esporas de cajas de Petri (como se hizo para la extraccion de RNA). En esta ocasion se
resupendicron las esporas en agua antes de molerlas con perlas de vidrio.
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Se pesaron 30 mg en peso seco de las muestras de cultivos sincronicos y las
esporas se extrajeron de 2 cajas de Petri inoculadas a confluencia. Se resuspendieron en
300 ul de agua desionizada y se agito la solucion hasta que estuviera homogénea. Las
muestras se centrifugaron 15 minutos a 4° C a 12 000 X g y el sobrenadante se translado
a un tubo nuevo. De este extracto crudo se cuantifico proteina con el estuche de ensayo
para proteina, Bio-Rad Protein Assay (CA, U.S.A.) que se¢ basa en el método de Bradford
(1976). Este ensayo se hizo diluyendo el extracto crudo 5O veces; es decir, 10 ul de
extracto en 490 ul de agua desionizada. De esta dilucion se tomaron 100 yl y se les
agregaron 700 pl de agua desionizada y 200 ul del reactivo del estuche concentrado. Se
mezclé vigorosamente y se leyo la absorbancia a 595 nm. En todos los casos se realizé
una curva de proteina de albimina de bovino como referencia.

Para semipurificar la catalasa, las muestras se calentaron a 65° C por 5 minutos y
se congelaron y descongelaron para posteriormente correrse en un gel de acrilamida
agregandoles un décimo de volumen de colorante y glicerol.

11. Preparacion del gel nativo y electroforesis,

El gel nativo para proteinas se prepard al 6.5% segin el método de Laemmli
(1970) sin B-Mercaptoetanol, sin SDS y sin hervir las muestras. Para la elaboracion del
gel se utilizaron 1as siguientes soluciones:

Solucion A Solucion B

30% Acrilamida TrizmaBase {.5M

0.8% Bis-Acrilamida Ajustar el pH a 8.9 con HCI
Se almaceno a 4° C en frascos

color ambar.

Buffer de Corrida
Tris 0025M
Glicina0.192 M
pH 85

Para ¢! gel inferior se utilizaron 6.5 ml de solucion A, 6.5 ml de solucion B y 17
ml de agua. Esta mezcla se agité y se desgasifico por S minutos. Se agregaron 150 ul de
Persulfato de Amonio al 10% y 50 ul de TEMED. Se virtio la solucion del gel entre los
vidrios y se estratificé la parte superior con 500 ul de isopropanol. Se dejé polimerizar
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por dos horas. El gel superior se prepard agregando 1.7 mi de la solucion A, 1.7ml de la
solucién B v 6.6. ml de agua. Se desgasifico y se agregaron 100 pl de persulfato de
amonio y 10 ul de TEMED. Se virtio la solucion sobre el gel anterior y se puso el peine.
Se dejo polimerizar por una hora,

El gel se corrid usando el buffer de corrida, a 60 Volts por 14 horas tiempo en el
que el colorante azul salio del gel (13 cm de largo).

HI. Tincién del gel.

Para la tincion del gel se utilizo el método descrito por Harris y Hopkinson (1976)
modificado por Chary y Natving en 1989.

Cuando la corrida del gel terminé se separaron los vidrios y se cortd la esquina
inferior del gel para conservar la orientacién. El vidrio con el gel se sumergieron en
metanol al 5% en donde muy cuidadosamente se separd el gel del vidrio y se agito
suavemente por 5 minutos. Se elimind la solucion de metanol y se enjuago ¢! gel con
agua destilada 2 veces.

El gel se incubd en una solucion de peroxido de hidrégeno (100 m! de agua
desionizada y 100 pl de perdxido de hidrogeno al 30%) por 15 minutos. Al terminar la
incubacion se descartd la solucion y se enjuagé con agua destilada. Para teilir ¢l gel se
prepard una solucion de | g de ferricianuro de potasio en 50 mi de agua y una solucion
de 1 g de cloruro férrico en 50 ml de agua. Justo antes de tedtir el gel se juntaron las
soluciones anteriores y se decantaron en el recipiente que contenia el gel. El gel se dejo-
en contacto con la solucion hasta que se observaron las bandas de actividad, en ese
momento se retird la solucion y se agregd una solucion de dcido acético/metanol
(10%/30%). El get puede conservarse en esta solucion por varios dias.

En presencia del cloruro fémico y el peroxido de hidrogeno , ¢l ferricianuro de
potasio se oxida formando un precipitado azul dentro del gel. En las regiones del gel en
donde hay actividad de catalasa el peréxido se elimina , por lo que ahi no se precipita el
ferricianuro.

BUSQUEDA DE catD EN UNA BIBLIOTECA GENOMICA DE A, nidulans
La biblioteca genomica de 4. nididans ordenada por cromosomas fue construida
por Brody et al. en 1991, Esta biblioteca se obtuve del Fungal Genetics Stock Center. Las

bacterias que contienen los cosmidos de la biblioteca fueron crecidas sobre membranas
de nitrocelulosa con soporte de nylon Hybond-N (Amersham, Inglaterra) y lisadas in situ
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segun la técnica descrita por SambrooK et al. (1989). Las membranas de la biblioteca
que contienen clonas que incluyen el genoma completo de A, nidulans fueron hibridadas
usando el fragmento Pstl de CANS como sonda, como se describié anteriormente en el
apartado de hibridacion tipo Southern Blot.

PURIFICACION DE COSMIDOS QUE CONTENIAN A carD

Para purificar los cosmidos W7E08, W2C0O9 y W22CO1 se uso el estuche para
purificacion de pldsmidos de la compafifa QIAGEN (Alemania). El método consiste en la
purificacion de plasmidos usando lisis alcalina y pasando el extracto celular por una
columna de intercambio ionico, Las bacterias que contenian los césmidos fucron crecidas
en cajas Petri para colonia aislada. Una colonia fuc inoculada en 3 mi de medio liquido
de LB con ampicilina 75 pg/ml ¢ incubadas a 37° C a 300 rpm todo el dia. En la noche
este cultivo se transfirio a 300 ml de medio fresco y se incubaron en las mismas
condiciones durante toda la noche. Se procedio segun el fabricante.

CONSTRUCCION DE PLASMIDOS

Los plasmidos fucron construidos usando técmicas estandares, descritas en
Sambrook et al. (1989). El vector que fue utilizado para la construccion de los plasmidos
fue el fagémido Bluescript I KS - (STRATAGENE La Jolla, CAU.S.A.).

I. Construccion de pOSI1A

El cosmido W22COI se digirié con las enzimas Xbal, Apal, Spel, Bgll y Sacl.
Posteriormente, esta digestion se hibrido con catD (Figura 4). Se eligio6 la digestion con
la enzima Apal por dar una sola banda dc un peso molecular de aproximadamente 5 kb.
El vector Bluescript KS - y ¢l cosmido W22CO1 se digiricron con Apal en la misma
mezcla y ligados nuevamente. Con la ligacion resultante se transformo a Escherichia coli
y se plaqueo en cajas de Petri con LB con ampicilina 75 pg/ml (Sambrook ef al., 1989).
Se abtuvieron 45 transformantes de las cuales se tomaron I8 colonias y se hicieron
minipreparaciones del plasmido. Las minipreparaciones se digirieron con Apal para
verificar la estructura de! plasmido transformante. Se obtuvieron tres plasmidos que
contenian el evento que esperabamos (la integracion en Bluescript KS - de un fragmento
de 5 Kb del cosmido W22CO1) vy se aislo plasmido de las 3 clonas con el método
descrito anteriormente.
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FIGURA 4
Patron de hibridacion de catD con el cosmido W22C04 del cromosoma 111 de A. nidulans.

i cosmido W22C01 del cromosoma 1l de A. nufulans fue digerido con las enzimas que se indican.
Las digestiones se corricron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% v este gel se transtirid a una

membrana d'e Nvlon. La membrana se hibrido con el fragmento Pstl de CANS marcado radioactivamente.

Los marcadores de peso molecular (P.M.) corresponden al fago A digerido con Hind 111,

1. Construccion de pRENI.

El cosmido W22COI v Bluescript KS - fueron digeridos con 1a enzima Sacl. Y se
procedio de ta forma descrita para la construccion de pOSTA



SECUENCIA

La secuencia de la catalasa se realizo con ¢l método de terminacion de cadena de
Sanger, ¢t al. (1977). Las reacciones de secuencia se realizaron de acuerdo al protocolo
del estuche de Sequenase Version 2.0 de la compafia United States Biochemical (USB).

1. Preparacion de! templado

Se prepard el plasmido para cadena sencilla usando el método de
desnaturalizacion alcalina modificado de Sambrook, 1989. Se prepard la siguiente
solucion desnaturalizante:

5.0 M NaOH
0.5MEDTA
enTE IXpH 8

Se agregaron 4 pl de la solucion desnaturalizante a una mezclade TE IX pH 8 y
5 ng de DNA. Se mezcld y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se neutralizoé la
solucion con 2 pl de acetato de sodio 2M pH 5.2 y se precipité el DNA con 60 pl de
etanol absoluto (-20° C). Se incub6 en hielo por 5 min y se centrifugé a 12000 rpm por
15 minutos a 4°, Se desecha el sobrenadante. Sc lavo la pastillas con 500 pul de etanol al
70% a temperatura ambiente, se centrifugé S minutos y se seco la pastilla 5 min en un
liofilizador al vacio (Speed vac SAVANT). Finalmente se¢ almacend a -20° C hasta su uso
(el DNA desnaturalizado debe usarse en un tiempo maximo de una semana).

I1. Alineamiento de! cebador.

El DNA desnaturalizado y precipitado se resuspendioé en un volumen final de 10
pul, usando amortiguador para la DNA polimerasa (Sequenase Version 2.0) a una
concentracion final de 1X, 1.5 pmol de cebador y agua desionizada. Se incubd a 65°C
por 2 min, se dejo enfriar lentamente hasta 30° C (aproximadamente 45 min) y se incubo
en hielo. Esta mezcla es estable por aproximadamente 4 horas.



111, Reaccion de marcado.

A la mezela de templado-cebador que sumaban 10 pl, se le agregaron | pl de
DTT 0.1M, 2 ! de la mezcla de marcado (Labeling Mix) diluidos 1:5 en agua, 0.5 pl [a-
35§1-dATP (10 pcilgh) y 2 pl de DNA polimerasa (Sequenase Version 2.0) diluida 1:8 en
el buffer de ditucion para la enzima (Diluir hasta el momento de su uso). Se mezcld v se
incubd a temperatura ambiente por 10 min.

IV. Reaccion de terminacion,

Se marcaron 4 tubos como A (adenina), C (citosina) G (guanina) y T (timidina).
Al tubo de adenina se le agregaron 2.5 pl de mezcla de terminacion de ddATP. A los
tubos restantes se le agregd la misma cantidad de la mezcla de nucledtidos
correspondiente. Estos tubos se precalentaron a 37° C. Cuando la reaccion de marcado
termind se agregaron 3.5 ! de esta mezcla a cada uno de los 4 tubos que contenian la
mezcla de terminacion. Se incubo a 37° C por § min. Para terminar la reaccion se
agregaron 4 pl de solucion de terminacién (Stop Solution) a cada tubo y se agito. En
algunos casos las reacciones se almacenan a -20° C, Las rcacciones son estables hasta
una semana.

Cuando ¢l gel estaba listo para que se cargaran las muestras, éstas se calentaron a
80° C por 2 min. Se dejaron enfriar en hielo y se cargaron 2.5 pl en cada carril.

En ciertas ocasiones algunas reacciones eran dificil de leerlas debido a
compresiones que se producen en la reaccion. Cuando este problema se presentd, se usé
e} kit de TAQuence Version 2.0 de la misma compailia (USB). El procedimiento es
basicamente el mismo, varian las concentraciones de los reactivos, los tiempos de
incubacion y lo mds importante; la temperatura. Debido a que la DNA polimerasa que se
utiliza es de un organismo termofilo (Thermus aguaticus) 1a tempertaura de
polimerizacion del DNA puede llevarse a cabo desde S5 hasta 80° C lo que evita la
formacion de estructuras secundarias y las reacciones son mucho mas claras.

V. Preparacion del gel para secuencia.

La preparacion de los vidrios se hizo de acuerdo a la técnica de Sambrook, ef uf.
(1989) con algunas modificaciones para obtener mejores resultados,

Los vidrios se lavaron con suficiente agua y jabon. Se enjuagaron con abundante

agua comriente y finalmente con agua destilada. Se dejaron secar y se limpiaron con
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etanol comercial del lado que esta en contacto con ¢l gel. Es importante que los vidrios
estén muy limpios para evitar que el gel se pegue y se rompa.

Para un mejor manejo del gel, éste se pego a la superficie del vidrio pequeito. E
tratamiento para ¢l vidrio pequeiio fue el siguiente:

1. Se preparé una mezcla de 3 mi de etanol, 50 ul de dcido acético al 10% y 5 pl de y-
metacriloxipropiltrimetoxisilano (Sigma).

2. Esta mezcla se vacio en el centro del vidrio pequeto y se extendio por todo el vidrio
con una toalla absorbente.

3. Se dejo secar por 5 min. Se aplican 5 ml de etanol por toda la placa para lograr que el
pegamento su extienda por todo ¢! vidrio.

Con este tratamiento se crea una superficie hidrofilica a la que se adhiere el gel.

El vidrio grande se trato con silicon para facilitar que ¢ste se despegue del gel
cuando termina la corrida. Este tratamiento se hizo de l1a siguiente manera;

I. En el centro de! vidrio grande se colocaron 3 mi de silicon Sigmacote (Sigma), y se
extendieron por toda la placa.

2. Se dejo secar por 5 min. Se extendieron 5 mi de etanol comercial por la placa y se dejo
secar,

El silicon genera una superficic hidrofobica facilitando que el gel se despegue del
vidrio grande. '

Una vez tratados los vidrios se colocan dos espaciadores a cada lado del vidrio
grande y se coloco el vidrio pequefio encima de vidrio grande con la cara tratada hacia el
interior. Se pone cinta adhesiva en los extremos largos del vidrio y el extremo inferior.
Solo el extremo superior queda descubierto y es por donde se puso el gel y los peines,

Los geles tenian una concentracion de 6% de acrilamida/bis-acrilamida. El gel
llevaba los siguientes componentes;

5.7 g Acrilamida

0.3 g Bis-acrilamida

42 g Urca

40 ml Agua desionizada

Se disolvig, se aforo a 100 ml, se filtro por Millipore v se desgasifico al vacio por
5 min. Se agrego 400 pl de Persulfato de amonio y 20 ul de TEMED para catalizar la
reaccion. Se agitd y se vacio el gel entre los vidrios. Finalmente se ponen los peines y se
dejo polimerizar toda 1a noche.
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VI. Electroforesis

Cuando el gel polimerizo se quitaron las pinzas y cintas a los vidrios y se lavaron
con agua corriente y jabon para quitar restos de acrilamida con cuidado de que no
entraran cn el gel y finalmente se enjuagd con agua destilada y se secd. Se coloco el gel
en la cimara de electroforesis. Se uso buffer TBE [X para la electroforesis. El gel se
precalentd por aproximadanente una hora, tiempo en el que llega a una temperatura de
50° C y las muestras se cargaron desnaturalizadas. El gel corrié manteniendo una
temperatura constante de 50° C (aproximadamente 70 Watts) por | hora y media en ¢l
caso de la corrida corta y 3 horas y media en el caso de la corrida larga.

VII. Tratamiento del gel después de la electroforesis.

Cuando termind la electroforesis se separaron los vidrios y el gel de se quedo
adherido al vidrio pequeflo. Se fijo en 4cido acético al 10% por 30 min con agitacion
constante, se enjuaga con abundante agua destilada para eliminar ¢l exceso de acido
acético y urea. Se secd en una estufa a 80° C por una hora aproximadamente. Se puso a
exponer con una placa para autorradiografia toda la noche. Al otro dia se revelo y se leyo
la secuencia.

VIl Analisis de la secuencia.

Cada secuencia generada con un cebador (diseflado a partir de la secuencia
conocida) se archivo en la computadora creando un archivo de secuencia por cada
cebador en ¢l programa de computadora Macintosh, DNA INSPECTOR . La clona de
cDNA CANS fue secuenciada en ambas direcciones y la clona genémica fue secuenciada
en una direccion. Con la funcion M13 CONTIG ALIGMENT se empalmaron todos los
archivos que iban en una sola direccion generando un solo archivo que contenia toda la
secuencia. Como se secuenciaron ambas cadenas del cDNA y una cadena del DNA
gendmico se cred un alineamiento para cada direccion y se salvaron en archivos
independientes. Estos archivos que se encontraban en el programa DNA Inspector fueron
salvados como archivos de texto. Con el programa MacLink los archivos del DNA
Inspector fueron traducidos a un archivo de texto con formato PC. Estos archivos fueron
introducidos al directorio de una computadora SUN remota en donde se encuentra el
programa GCG (Genetics Computer Group Inc. Version 7, Abril de 1991, Wisconsin,
USA) mediante un FTP (File Transfer Protocol). Posteriormente se entr6 al programa
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GCG por medio det comando TELNET. Estos archives fueron se reformatearon
mediante ¢l comando REFORMAT, poniéndole el nombre al archivo, un punto y seq
(ejemplo: catalasa.seq). De esta manera el programa puede trabajar con este archivo. Con
el comando LINE-UP se generd un archivo que contenia todas alineaciones que se tenian
en cada direccion. Con este directorio de secuencias se uso €l comando PILE-UP para
generar un alineamicnto entre las secuencias generadas. En este alineamiento de
secuencias se localizaron las zonas conflictivas; es decir, en donde no coincidian las
bases o sobraban o faltaban bases. Estas zonas fueron localizadas en las placas de
autorradiografia y corregidas (cn el caso en que se trataran de errores en la lectura ¢
manipulacion de la secuencia). En los casos en que no se podia corregir se repitieron las
reacciones, Finalmente se genero un archivo con la catalasa confirmada y esta secuencia
se tradujo a proteina con ¢l comando TRANSLATE. Estc péptido fue comparado con las
bases de datos de bancos de genes con ¢l comando FASTA.

Finalmente de las secuencias de catalasas que salieron en 1a biisqueda se eligieron
algunas para hacer alineaciones mas finas entre ellas. Estas secuencias se extrajeron de
las bases de datos con el comando FETCH en donde se da ¢! mimero o nombre de acceso
para cada secucncia y el programa las trac al directorio. Usando el comando
REFORMAT las secuencias se "reformatean” para ser usadas.

Para hacer alineaciones se cred un archivo como se describié anteriormente con
LINE-UP y el comando PILE-UP. Con este procedimiento aparece la alineacion de las
secuencias. Para generar un consenso y resaltar los cambios conservados se uso el
comando PRETTY. Para realizar la figura final de la comparacion de secuencias este
archivo se exporta a un procesador de palabras ("Microsoft Word for Windows. Version
2.0") y ahi se hacen las correcciones y ajustes necesarios.

Para elaborar la figura de la secuencia se utilizo ¢l comando PUBLISH del
programa GCG. Las correciones finales se realizaron en un procesador de palabras.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Estrategia de secuencia de carD,

La clona de cDNA CANS fue aisiada debido a que se expresa preferencialmente
durante la esporulacidn. La biblioteca de cDNA de A. nidulans de la que se aisié CANS
fue construida por Mcknight ef al. en 1986 usando RNA poly A* de cuitivos esporulantes
crecidos por 25 horas. La biblioteca de cDNA se creci6 en filtros de nitrocelulosa, los
cuales s hibridaron contra cDNA marcado radioactivamente con 2P obtenido de RNA
poly A®, aislado de hifas indiferenciadas y de cultivos esporulantes de A. nidulans. Se
eligieron las clonas que hibridaron con el cDNA de cultivos esporulantes y que no
hibridaron con el ¢DNA de cultivos de hifas indiferenciadas. De esta manera, se
seleccionaron a los mensajes que se expresan preferencialmente durante la esporulacion
(Boylan et ul., 1987, Stringer ¢t al., 1991, Mcknight et al., 1986)..

Una de las clonas aisladas con est¢ método (la clona CANS5, "Conidiation
Aspergillus nidulans™), se secuencid parciaimente (250 pares de bases) y se hizo una
comparacion de secuencias con las bases de datos y se encontré que tenia una gran
homologia con secuencias de catalasas, en especial con la de 1a catalasa HPl de £. coli
(Stringer v Timberlake, sin publicar). Se procedié a secuenciar totalmente esta clona de
CANS. Como esta clona se aisld como un transcrito de la conidiaciacion y presenta una
alta homologia con los genes de catalasa se decidio nombrarlo catD (catalasa del
desarrollo) y se decidi6 aislar el gen correspondiente a CANS en una biblioteca
genomica, ordenada por cromosomas (Brody er al., 1991).

La biblioteca gendmica se analizo usando como sonda el fragmento de la
digcstion del cDNA CANS con 1a enzima Pstl, en condiciones de alta severidad. Se
encontraron tres cosmidos en el cromosoma 1l que dieron sefal; el cosmido W7EOS,
W2C09 y W22C0l. Se confirmod por el patrdn de restriccion que los tres cosmidos
contenian fragmentos de DNA que hibridaban con e! fragmento Pstl de CANS. El
cosmido W22C01 se digiri6 con la enzima Apal y se seleccioné una banda de
aproximadamente 5.1 kb que hibridaba con ¢! fragmento Pstl de CANS5 (Figura 4) para
clonarlo en Bluescript KS-. El plasmido obtenido se denomind pOSIA vy se utilizo para
secuenciar el gen catD. Por comparacion de esta secuencia con la de otras catalasas se
vié que el gen cstaba incompleto en ¢l extremo §', por lo que fue necesario construir otro
plasmido.

Se selecciono una banda de aproximadamente 4 kb, resultante de la digestion del
cosmido W22C01 con la enzima Sac!, para clonarla en el plasmido Bluescript KS-. A
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FIGURA 8.

Estructura de la unidad transcripcional de card y estrategia de secuencia.

Para sccuenciar carD se utilizd el plasmido de cDNA CANS y ¢l gen corvespondiente, el cual se
obtuvo a partir de una biblioteca genomica de A. mudnluny separada por cromosomas. Tres cosmidos del
cromosoma {1} hibridaron con CANS (W7E08, W2C09y WW22C01) Se selecciono al cosmido W22C0) para

su analisis posterior. El pldsmido pOS1A seé cc y0 8 pantir de Ia digestion de este cosmido con 1a enzima

Apal, tomando una banda de aproximadamente 5.1 kb que se ligd en Bluescript KS- Fi plasmido pRENT se
construy® con una banda de 4 kb tomada de fa digestion de W22C01 con Ja enzima Sacl y ligada en
Bluescript KS-. Las flechas inferiores indican los cebadores que s utilizaron para secuenciar el gen. La pane
superior de la figura indica la escala. La flecha grande indica la direccion de la transcripcion de catl) y la
longitud de DNA secuenciado (ver materiales y métodos)
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este plasmido se le dio el nombre de pREN}. La estrategia que se usd para secuenciar el
gen cut]) se resume en la figura 5.

Para iniciar la secuencia del plasmido CANS se utilizaron los cebadores canis’ y
cani3’ que hibridan con la secuencia del plasmido pBR329. Con la secuencia que se
obtuvo de estos dos ccbadores se mandaron a sintetizar dos cebadores nucvos que se
utitizaron para secuenciar otra parte, La secuencia del gen car/), tanto de la clona de
c¢DNA como de la clona gendmica, s¢ obtuvo sintetizando nuevos cebadores gencrados a
partir de la secuencia anterior. Todo el gen se secuencio por lo menos dos veces.

Enla figura 6 se observa la secuencia completa derivada del cDNA y las 2 clonas
genomicas la secuencia contienc un solo marco de lectura capaz de codificar para un
péptido mayor de 100 amino acidos que inicia con ATG (metionina). El marco de lectura
predice un péptido de 744 amino 4cidos (Figura 6) con una masa molecular de 83 969
Da. En la figura 6 se incluyen 237 nucledtidos de 1a region no codificadora en el extremo
5" y 153 nucledtidos después del codon de terminacion en el extremo 3°. La secuencia
genomica contiene un intron de 49 pb que comienza a partir del nucledtido 784 y termina
en el nucledtido 833 (indicado con letras minisculas). La secuencia del intron contiene
regiones que muestran homologia con las secuencias consenso para ¢l procesamiento de
los intrones en hongos filamentosos (secuencias subrayadas) (Ballance, 1986). Dentro de
la secuencia que pertenece a la region reguladora se encontrd una posible caja TATA (se
indica con un recuadro), la cual es importante para la interaccién con la RNA polimerasa
y el inicio de la transcripcion (Lewin, 1990).

Es muy posible que el gen carD se encuentre en el cromosoma lil, ya que los tres
cosmidos, WTE08, W2C09 y W22C01, que se aislaron por hibridacion con CANS,
pertenccen a este cromosoma. Por otra parte, en un gel en los que se separaron los
cromosomas de A. nidulans por electroforesis de pulsos y después se hibridaron contra el
fragmento Pstl de CANS, se observd una sola banda de hibridacion con el cromosoma 111
(este dato no se muestra en ¢stc trabajo).

El gen catD presenta una alta similitud con las secuencias de catalasas.

Una busqueda de la similitud entre la secuencia de catD y las sccuencias en las
bases de datos del GeneBank y SwissProt, tanto a nivel de nucledtidos como de proteina,
usando los programas FASTA, LINE-UP, PILE-UP v PRETTY de Genetics Computer
Group (GCG; version 7, 1991), reveld que catD) era similar a varias catalasas. A nivel del
DNA todas las secuencias que salieron en la busqueda de similitud fueron catatasas
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FIGURA 6
Secuencia de catl),

o 1.8 secuencia genomica de carld predice un polipeptido de 744 aa. Las letras mindsculas indican el
Unico intron que interrumpe la secuencia det gen (49 pb), las bases subrayadas dentco del intron indican
seffales consenso de procesaniiento de intrones en hongos filamentosos. Una posible caja TATA en fa region
no codificadora del exiremo §° se indica eninarcada



mientras que de 40 secuencias de proteinas que salieron en la busqueda 29
correspondieron a las secuencias de catalasas de diversos animales, plantas, hongos y
bacterias.

Se eligieron algunas secuencias de acuerdo a los siguientes criterios: a) un
representante de cada grupo de organisnios a nivel de reino y b) las secuencias que fueran
mds parecidas a la catalasa de A. niduluns. Las secuencias clegidas se utilizaron para
hacer una comparacion entre las secuencias de las catalasas utilizando las opciones
LINE-UP, PILE-UP y PRETTY del programa GCG.

En la figura 7 se observa la comparacion entre las secuencias de las catalasas de
la levadura Succharomyces cerevisae (Cohen et ul.,, 1988), de bovino Bos taurus
(Schroeder ¢r al., 1981), de las bacterias Bacillus firmus (Nimero de acceso p30266) y
Escherichia coli (von Ossowski et al., 1991), del maiz (Zea mays; Redinbaugh et al.,
1988) y los hongos filamentosos 4. nmiger (Fowler et al.,, 1993) y A. nidulans (este
trabajo). Con ¢l programa PRETTY se busco la secuencia consenso pidiendo que los
amino dcidos de al menos 3 proteinas fueran idénticos o conservados. En la figura 7 se
ilustran en mayuscula los amino dcidos idénticos o conservados y en minusculas los
amino 4cidos no conservados.

De acuerdo con los datos de cristalografia de la catalasa de bovino (Murthy et al.,
1981), se determino q'ue los amino dcidos histidina 132, serina 179 y asparagina 206,
marcados con un asterisco en la figura 7, conforman el grupo activo y los amino dcidos
valina 131. treonina 172, fenilalanina 211 y 218, prolina 398, arginina 417 y tirosina 421,
marcados con una flecha, participan en la union del grupo hemo (La numeracion
comresponde a la figura 7). Estos residuos se encuentran conservados en todas las
secuencias, excepto en los casos de la valina 131 del sitio de union al hemo de la catalasa
CTAlde . cerevisiae, la cual presenta un cambio no conservado de este residuo por una
prolina y en la catalasa de 4. niduluns la prolina 398 del sitio de unidn al hemo presenta
un cambio de este amino dcido a treonina. El sitio de la secuencia que corresponde a este
residuo ¢cn A. nidulans 1o hemos confirado cuidadosamente y no se ha encontrado
ningun crror experimental por lo que este cambio es real.

Los porcentajes de similitud de la proteina cat!) y las catalasas seleccionadas se
presentan en la siguiente tabla:
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ORGANISMO % DE SIMILITUD No. de aa COMPARADOS
E, coli (katl)) 45.2 695
B. firmus (kard) 60.8 406
Zea mays (cat!) 46.3 406
S. cerevisiae (CTAL) 44.7 351
S. cerevisiae (CTTI) 38.8 423
B. taurus (katAd) 38.6 469

~

Las secuencias de catalasas mds grandes son la catalasa HPII de E. coli con 753
aa, la catalasa de A. nitlulans con 745 aa y la catalasa de 4. niger con 728 aa. Las otras
secuencias miden en promedio 500 aa. Las secuencias mds parecidas a la catalasa de 4.
nidulans son la catalasa de HPII de £ coli, con un porcentaje de similitud de 45.2% en
695 aa comparados y la de B. firmus, con un porcentaje de 60.8% en 406 aa comparados
que equivalen a casi toda la proteina de esta bacteria.

Aunque no hemos estudiado la localizacion subcelular de la catalasa CatD, es de
llamar la atencion el hecho de que en la misma biblioteca gendmica en ¢l que se encontrd
catl), se han detectado genes que codifican para enzimas relacionadas con peroxisomas o
glioxisomas, tales como a isocitrato liasa asociada a la degradacion de lipidos. Por esta
razon, pensamos que cafl) podria ser una enzima peroxisomal. Sin embargo, la secuencia
de amino acidos de CatD no presenta la seftal de importacion de proteinas a peroxisomas.
Esta sefial corresponde a un tripéptido en el carboxilo terminal que presenta la secuencia
SKL, es decir serina, lisina y leucina (Gould ¢r /., 1990). Seria interesante crecer a la
cepa silvestre de A. nidulans en lipidos y observar si se induce la catalasa ya que este
dato sugeriria que esta enzima es peroxisomal,

Existen por lo menos dos catalasas en el hongo A. nidulans.

Para determinar el nimera de catalasas que existian en el hongo A. miduluns se
realizé el experimento que se describe a continuacion, El hongo se hizo crecer en un
medio liquido por 18 horas con agitacion constante. Después de este tiempo, se filtro el
micelio y se expuso al aire para inducir la esporulacion. Se tomaron muestras a las 0, 6,
12 y 25 horas de esporulacion, las cudles se congelaron y liofilizaron. La muestra de 0
horas corresponde a hifas no diferenciadas (18 horas de crecimiento), 1a de 6 horas a
hifas aéreas, la de 12 horas a hifas aéreas con conidiotoros y algunas esporas v la de 25
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FIGURA 7.
Comparacion de CatD con las secuencias de seis catalasas .

Se seleccionaron 7 secuencias polipeptidicas de catalasas que se compararon con ayuda del
programa GCG (Genetics Computer Group, version 7, 1991). Las catalasas comparadas fueron
Saccharomyces cerevisae (Cohen et al., 1988), Bos taurns (Schroeder et al., 1981), Bacillus firmus
(Nimero de acceso p30266), Escherichia coli (von Ossowski et al., 1991), Zea mays (Redinbaugh ¢/ al,
1988) A, niger (Fawler ¢t al., 1993) y 4. widulans (este trabajo). Las letras grandes indican amino acidos
conservados, las letras pequefias no conservados. £l consenso se elabord estableciendo que al menos que 3
amino acidos fueran conservados o idénticos. Los amino &cidos marcados con un asterisco se han implicado
en la formacion del sitio activo de la catalasa de bovino mientras que los indicados con una flecha se han
implicado en la union del grupo hemo en la misma enzima.

horas a hifas aéreas, la de 12 horas a hifas aéreas con conidioforos y algunas esporas y la
de 25 horas a hifas adreas con conidioforos y esporas maduras. Por otra parte, s¢ aislaron
esporas de cajas de Petri inoculadas a confluencia e incubadas a 37° C por 5 dias. Se
procesaron las muestras para obtener extractos crudos de proteinas, las cuales se
ajustaron por proteina y se corrieron en un gel nativo de poliacrilamida, el cual fue telido
para detectar actividad de catalasa segin la técnica de Hamis y Hopkinson (1976)
modificada por Chary y Natving (1989),

En la figura 8 s¢ observan dos bandas de actividad predominantes, una banda de
peso molecular mas bajo, la cual csta presente a partir de las 0 horas. Esta catalasa
muestra un incremento en su actividad durante todo el proceso de esporulacion, Hegando
a su maxima acumulacion a las 25 horas, tiempo al cual se observa una nueva banda de
actividad con alto peso molecular. En esporas aisladas se observo una alta actividad de la
catalasa de mayor peso molecular. A la catalasa de menor peso molecular e hemos
denominado CatC (catalasa del crecimiento) y a la catalasa de mayor peso molecular le
hemos denominado CatD (catalasa d¢ la diferenciacion). Por otra parte, se observa que
existen otras bandas de menor actividad en los carriles de 0, 6 y 12 horas que podrian
corresponder a la catalasa CatD. Las catalasas no se alectaron por ¢l proceso de
semipurificacion por calentamiento, ya que en las muestras control se observa el mismo
patrén de bandas.

Estos resultados sugieren que en A. miduluns existen por lo menos dos catalasas.
La catalasa CatC de menor peso molecular, estd presente en condiciones de crecimicnto
del hongo y se induce durante la esporulacion y la catalasa CatD, de mayor peso
molecular la cual aparece a las 25 h de esporulacion y se encuentra acumulada
principalmente en esporas. Con cstos datos no se podria excluir la posibilidad de que
estas dos catalasas estén codificadas por el mismo gen y las distintas bandas de actividad
correspondan a modificaciones postraducionales.



A B

FIGURA 8.

Aspergillus  nidulans muestra al menos dos bandas de actividad de catalasas que son reguladas
inversamente durante el crecimiento y e) desarrollo asexual,

Se prepararon extractos de proteina total a pantir de cultivos inducidos a esporular. Panel A),
extractos crudos sin calentar y sin congelar (Control). B) Extractos crudos semipurificados por calor. Los
extractos control y semipurificados fueron separados por electroforesis en un gel nativo de poliacrilamida, el
cual fue procesado para detectar actividad de catalasa segun el método de Harris v Hopkinson (1976),
moditicado por Chary v Natving (1989). Las flechas indican bandas de actividad de catalasa. Los distintos
carriles corresponden a muestras de proteina extraidas de los siguientes estados de desarrollo del hongo: 0 h
de desarrollo (18 H de crecimtiento), hitas indiferenciadas, 6 h. hifas aereas, 12 h. conidioforos, 25 h.

conidioforos maduros con esporas asexuales: S. esporas asesuales puriticadas
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Dentro de un mismo organismo se han descrito la existencia de varias catalasas.
En algunos casos se ha encontrado que una de ellas se expresan diferencialmente durante
el desarrollo de estos organismos. En el caso de E. coli se han clonado y secuenciado dos
genes de catalasa. La catalasa HPI codificada por el gen karG (Triggs-Raine et al., 1988),
es una enzima bifuncional que tienc actividad de catalasa y peroxidasa. Esta catalasa se
induce durante la fase de crecimiento logaritmico. La catalasa HP1I, codificada por el gen
katk; (von Ossowski et al., 1991), es una enzima monofuncional que se induce durante la
fase de crecimiento estacionario (Loewen ¢t al., 1985). En Bacillus subtilis se han
encontrado dos catalasas, codificadas por diferentes genes. La catalasa | se expresa
durante el crecimiento logaritmico, mientras las catalasa 2 se induce cuando se inicia el
proceso de esporulacion y se encuentra en las esporas aisladas (Loewen ¢f /., 1987). El
gen katd, que coditica para la catalasa vegetativa de B. subtilis, ha sido clonado y
secuenciado (Bol e al., 1991) y se piensa que codifica para la catalasa 1.

En la levadura S. cerevisiae, existe evidencia genética de dos catalasas, la catalasa
peroxisomal A (CTAI) y la catalasa citosolica T (CTTI) (Zitomer y Lowry, 1992). No se
ha estudiado si alguna de éstas se induce durante el desarrollo sexual de este hongo. En el
hongo filamentoso N. crassa se han reportado tres catalasas, Cat-1 es la catalasa
predominante durante el crecimiento vegetativo, Cat-2 se encuentra en bajos niveles en
las esporas y en micelio en fasc estacionaria y la catalasa Cat-3 es la catalasa
predominanate en las esporas (Chary y Natvig, 1989). La evidencia genética de la
existencia de estas catalasas no es definitiva y recientemente se ha observado que solo
existen 2 catalasas y una de ellas ¢sta asociada a las conidias (Lledias y Hansberg, en
preparacion).

Se ha sugerido que en A. niger existen dos catalasas. El gen caiR ha sido clonado
y secuenciado. De acuerdo a las condiciones en las que fue aislado, podria codificar para
la catalasa de las esporas. [l otro gen de catalasa de este hongo, cuid se aislo por
homologia con ¢! gen CTAI de S. cerevisae. Se ha sugerido que esta catalasa se induce
durante el crecimiento del hongo en dcidos grasos y podria ser peroxisomal (Fowler et
al.,, 1993).

Para ¢l maiz, Zea mays, se han descrito 3 genes de catalasa Catl, Cat2 y Cat3, los
cuales se encuentran expresados diferencialmente en zonas especiticas de la semilla y el
embrion (Redinbaugh ef al., 1988).

En la hipotesis para la diferenciacion celular en microorganismos propuesta por
Hansberg y Aguirre (1990), se sugiere que los microorganismos se diferencian aislandose
del oxigeno. De acuerdo con los datos obtenidos en este trabajo y los datos reportados en
la literatura se observa que las catalasas se inducen durante la esporulacion. Dado que la
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induccidn de actividad de catalasas corresponde con ¢l incremento en la concentracion de
peroxido de hidrogeno (Demple y Amabile-Cuevas, 1991), estos datos son consistentes
con dicha hipdtesis ya que el incremento en la actividad de una catalasa ya existentes, asi
como la aparicion de una nueva catalasa durante la diferenciacion asexual, seria
consistente con la aparicion y desarrollo de distintos tipos de tensidn oxidativa,

Regulacion de catD durante el desarrollo.

Con ¢l objetivo de conocer como se expresaba el gen de car) a nivel de] RNA
mensajero durante ¢l desarrollo en A. nidulans, se realizé una hibridacion tipo Northern
Blot, como se describe a continuacion. Se purifico RNA total de cultivos conidiantes a
distintos ticmpos de desarrollo. El RNA fue separado en un gel desnaturalizante de
agarosa-formaldehido y sc transfirio a una membrana de Nylon, la cual fue hibridada
usando ¢l fragmento Pstl de CANS como sonda.

En esta hibridacion tipo Northern Blot (figura 9) se observa la aparacion del
mensajero de carl) a partir de las 12 horas (carril 3), tiempo en el cual ya se han formado
los conididforos y una pequefia cantidad de esporas. A las 25 horas (carril 4) vemos un
incremento en la acumulacidn de este mensajero cuando el hongo ya ha esporulado. En
las esporas aisladas (carril 5) se observa que existe una gran acumulacion del mensaje de
catD. En los carriles | (0 horas de diferenciacion) y 2 (6 horas de diferenciacion) no se
observa esta seilal.

De estos datos podemos concluir que la expresion de car) se regula
diferencialmente durante el desarrolio del hongo y que esta preferenciaimente acumulado
en las esporas. Este resultado sugiere que las dos bandas de actividad de catalasa
detectadas en geles nativos correspondes a dos genes distintos siendo catD el que podria
codificar la catalasa de mayor peso molecular que aparece a las 25 h de esporulacion y
cuya actividad se encuentra acumulada en esporas. Es interesante hacer notar que aunque
el mensajero para catD es detectable a las 12 h y claramente acumulado a las 25 h, la
actividad de CatD es apenas detectable a las 25 h, lo cual sugiere un desfasamiento
temporal entre la transcripeion de carD) y la traduccion del mensajero y por lo tanto, una
posible regulacion a nivel traduccional. Es interesante destacar que se ha propuesto que
la catalasa de pulmon se regula a nivel traduccional (Clerch y Massaro, 1992),

Recientemente se interrumpi6 et gen de caed) y se confirmé que efectivamente
codifica para la catalasa de las esporas (Navarro ef al., en preparacion). De acuerdo a
estos datos, observamos que la catalasa CatD se encuentra acumulada en las esporas
tanto a nivel de RNA mensajero (figura 9) como a nivel de proteina (figura 8). No
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conocemos cuales son los genes que regulan la transcripeion de cut/), sin embargo, seria
interesante averiguar si alguno de los genes reguladores de la esporulacion descritos en
A aidudans regula a cat!).

wn
oof: Nm

.288

«188

FIGURAS.

Patron de regulacion de carD a nivel de RNA mensajero durante fa esporulacion.

Se aislo RNA total de cultivos conidiantes de la cepa silvestre FGSC-206 a las horas indicadas (Ver
figura 8). El RNA se separod en un gel de agarosa-formaldehido. se transfirio a una membrana de Nylon v se
hibridé usando el fragmento Pstl de CANS. Las flechas indican bandas de hibridacion. Los puntos indican la

posicion de los RNA ribosomales 28S v [8S
Existe un homélogo de catD en Neurospora crassa.

Con el propésito de averiguar si existia algun gen homaologo de catD) en N, crussu
se realiz0 una hibridacién lipo Southern Blot con ¢l DNA gendmico de A. wduluns y V.
crussa usando como sonda el fragmenlo Pstl de CANS.

Se aislo DNA total de A nidulons y N. crassa. LI DNA tue digerido con las
enzimas Pstl y BamHI, separado en un gel de agarosa, transferido a una membrana de



A, nidulans N. crassa

1 2 3 4

FIGURA 10
En Neurospora crassa existe un posible homalogo de carh).

Se aisto DN A total de A nedudans v N, crassa v se digirio con las enzimas Pstl y BamHE Ef DNA
s¢ separe en un wel de agarosa v se hibridd usando la sonda CANS Pstl en condiciones de baja severidad

(03X SSC. temperatura ambiente)  Las flechas indican sefales de hibridacion Los carriles t v 3

correspondea a fas digestiones con Bambil v los carrifes 2 v 4 las digestiones con Pstl
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Nylon ¢ hibridado contra cut/) en condiciones de baja severidad. Los camiles 1 y 3 de la
figura 10 son digestiones con ta enzima BamH] y los carriles 2 y 4 son digestiones con la
En el camil | de la figura 10 se observan dos bandas de hibridacion que
corresponden a la digestion del gen cat) con la enzima BamHI. En esta digestion se
producen una banda de 3500 pares de bases (pb) y una banda menor de aproximadamente
1000 pb. En el carril 2 se observa la digestion del DNA de A. nidulans con la enzima Pstl
en donde solo se observa una banda de hibridacion de aproximadamente 3500 pb. En el
carmil 3 se observa una banda de hibridacion de aproximadamente 9000 pb del gen car)
con ¢l DNA de N. crassa. Finalmente en el camil 4 se observa una sola banda de
hibidridacion del DNA de N. crassa con el gen de catalasa de A. nidwluns que mide
aproximadamente 6000 pb.
Estos datos concuerdan con ¢l mapa de restriccion de la secuencia del gen carD.

Para la enzima BamHI se observan dos sitios de corte dentro de la secuencuencia de esta
catalasa. Estos sitios de corte generan un fragmento de 80 pb, uno de 300 pb y un
fragmento de mayor peso molecular de aproximadamente {800 pb. En la figura 10 solo
se observan dos bandas de hidridacion que corresponden a las bandas del fragmento de
300 pb (hasta el siguiente sitio de corte de la enzima dentro del genoma que parece estar
aproximadamente a 700 pb del extremo 5°) vy la otra banda corresponde a la banda de
1800 que abarca hasta ¢l siguiente sitio de corte el cual esta aproximadamente a 1700
pares de bases en el extremo 3'. La banda de menor peso molecular (80 pb) no se observa
en esta hibridacion debido a que tiene un tamafio muy pequeito. En el caso de la enzima
Pstl, no existen sitios de corte dentro de la region codificadora y por esta razén sdlo se
observa una sola banda que corresponde al peso molecular de cat)). Como los datos del
mapa de restriccion de la catalasa y los datos de hibridacion concuerdan concluimos que
existe una sola copia de este gen. En la figura 10 se observan dos bandas de hibridacion
muy débiles las cuales podrian corresponder al segundo gen de catalasa propuesto en este
.trabajo.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:
1. El gen cat) define un nuevo locus en el cromosoma 111 de Aspergillus niduluns capaz
de codificar una catalasa de 744 amino acidos, con un masa molecular de 83 969

Daltones.

2. Existen por lo menos dos genes de catalasa en . nidulans cuya expresion se regula
diferencialmente durante el desarrollo.

3. El gen cat) se induce durante la conidiacion y tanto ¢l RNA mensajero y la proteina
se encuentran acumulados en las esporas.

Las perspectivas del trabajo son las siguientes:
1. La demostracion formal de que catl) codifica para la catalasa de las esporas requiere
de la interrupeion del gen carD) v 1a observacion del patron de actividad de catalasa de la
mutante. En la mutante debe desaparecer la actividad de catalasa de las esporas y sila

actividad de la catalasa del crecimiento debe permanccer intacta.

2. Estudiar el fenotipo de la mutante con el gen interrumpido con relacion a los factores
medio ambientales durante la genninacion y latencia de las esporas.

3. Buscar si alguno de los tres genes reguladores principales de la esporulacion en A,
niclans (brl4, abad, werd) regula la expresion de carl). Establecer de esta manera si
carl) es un gen especitico de 1a esporutacion.

4, Secuenciar la regién promotora de la catalasa y establecer por medio de remociones
especificas cuales son Jas secuencias minimas, necesarias para la regulacion del gen
durante la esporulacion.

3. Establecer en qué compartimentos celulares se localiza esta catalasa,

6. Clonar y secuenciar el otro gen de catalasa.
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