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RESUMEN

Nuestro objetivo es entender las causas de la diferenciacion celular. Para ello utilizamos como
modelo de estudio el hongo filamentoso Neurospora crassa. La exposicion del micelio vegetativo al
aire induce la conidiacidon de manera sincronica. Las hifas que estan en contacto directo con el aire se
adhieren unas con otras y forman el micelio adherido a partir del cual emergen las hifas aéreas. Las
puntas de las hifas aéreas se segmentan y forman los conidios. Los datos del laboratorio muestran
que se produce un estado hipewoxidante al inicio de la formacién de cada una de las estructuras
diferenciadas. Hemos detectado que la actividad total de catalasa aumenta considerablemente
durante el proceso de conidiacion, l0s conidios presentan 60 veces mas actividad que la detectada en
el micelio vegetativo.

N. crassa posee cuatro catalasas. En este trabajo describimos los genes cat-7 y cat-3 que codifican
para las catalasas monofuncionales grandes, CAT-1 y la CAT-3, respectivamente. A diferencia de las
catalasas monofuncionales pequefas, las grandes tiene un dominio COOH-terminal de
aproximadamente 150 aminoacidos y son mas resistentes al pH, la temperatura y los agentes
desnaturalizantes. La CAT-1 y la CAT-3 resultaron mas parecidas a sus correspondientes homologas
de otros hongos que entre ellas. Las dos catalasas se expresaron de manera diferente durante el
ciclo asexual y en condiciones de tension.

La CAT-1 fue la actividad de catalasa mayoritaria en los conidios, durante la germinacion y en la fase
de crecimiento exponencial temprano. Se indujo durante el crecimiento preestacionario y con etanol o
con un choque de calor. La CAT-3 predomind en el micelio en crecimiento exponencial tardio y al
inicio de la conidiacion y se indujo con H.O,, paraquat, nitrato, acido udrico, cadmio y luz. La
regulacion de cat-3 con la luz depende de los factores de transcripcion WC-1 y WC-2,

Obtuvimos mutantes en el gen de cat-3 por el método de RIP (Repeat Induced Point mutations) y
analizamos su fenotipo. Demostramos que la CAT-3 es procesada para su secrecion. Se detecto la
Cat-3 en el medio sdlido y en el medio liquido en el que crecid ta cepa Wt pero no en el medio en el
que crecio la cepa mutante cat-3. La ausencia de CAT-3 no fue compensada por otras catalasas, aun
en condiciones de tension. Las colonias mutantes fueron mas sensibles al H20O; exégeno que las
colonias de la cepa silvestre.

En comparacion con la cepa silvestre, las cepas mutantes de cat-3 mostraron 10s siguientes efectos:
1) las colonias crecidas en la oscuridad presentaron un alto contenido de carotenos; 2) el incremento
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en la aireacion de los cultivos liquidos promovio |a adhesion de las hifas y la oxidacion de proteinas
totales: 3) la produccion de micelio aéreo y conidios fue seis veces mayor en las masas miceliales
expuestas al aire y como resuitado de una mayor formacion de hifas aéreas; 4) el aumento en la
cantidad de micelio aéreo y conidios también se observo en las colonias y éstas tuvieron una
oxidacion total de proteinas tres veces mayor y 5) fa luz, que induce una tensiéon oxidativa en las
células, incrementod la sintesis de carotenos tanto en el micelio de la mutante como en el de la Wt.

Estos datos en conjunto muestran que la tension oxidativa estda estrechamente relacionada con el
proceso de diferenciacion asexual de Neurospora crassa y qQue las catalasas monofuncionales
grandes desempeian un papel! importante en el mantenimiento del equilibrio REDOX durante el
desarrolio del hongo.
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SUMMARY

Our goat is to understand the causes of cell ditfferentiation. For this we use the asexual cell cycle of
Neurospora crassa as a model system. Air exposure of vegetative mycelia induces a synchronous
process of conidiation. Only hyphae in direct contact with air adhere to each other to form the adhered
mycelia from which aerial hyphae emerge. Tips of aerial hyphae form conidia. Data from our
laboratory have shown that a hyperoxidant state develops at the start of each morphogenetic
transition. Total catalase activity increased during conidiation, and conidia have 60 fold inore activity
than vegetative hyphae.

N. crassa has four catalases. Here we report cat-17 and car-3 genes that codify for large

monofunctional catalases CAT-1 and CAT-3, respectively. In contrast to small monofunctional
catalases, CAT-1 and CAT-3 have a 150-amino acid COOH-terminus domain. Large catalases are
more resistant to pH, temperature and denaturants agents. There is a higher similarity between these
catalases and their homologous enzymes in other fungi than between each other. CAT-1 and CAT-3
are differentially regulated during the asexual cycle and under stress conditions.

CAT-1 was the major catalase activity in conidia, during germination and in early exponential growth. it
was induced during pre-stationary growth phase and under ethanol and heat shock treatment. CAT-3
was predominant in late exponential growth and at the beginning of conidiation. It was induced by
H>0->, paraquat, nitrate, uric acid, cadmium or light. Regulation of cat-3 gene by light was dependent
on WC-1 and WC-2 transcription factors.

Mutant strains of cat-3 were obtained by RIP (Repeat Induced Point mutations) and their phenotype
was analyzed. CAT-3 was processed for its secretion and was detected in solid and liquid media
where Wt strain was grown, but no in media from the cat-3 null mutants. CAT-3 absence was not
cdmpensated by other catalases, even under different stress conditions. Mutant colonies were more
sensitive to exogenous HxO,.

Compared to Wt strain, cat-3 mutant showed the following features in response to oxidative stress: 1)
colonies grown in dark had higher carotenes content; 2) increase aeration in liquid culture promoted
hyphae adhesion and total protein oxidation; 3) aerial mycelia and conidia production was six fold
higher in mycelial mats exposed to air due to increased number of aerial hyphae; 4) increase in aerial
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mycelia and conidia was also evident in colonies, and colonies had three fold higher total protein
oxidation, and 5) light, which causes oxidative stress, increased carotenes synthesis in mutant and Wt
mycelia.

Taken together these data demonstrate that oxidative stress is tightly related to asexual differentiation
in N. crassa and that large monofunctional catalases have an important role in REDOX maintenance
during the fungal development.
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INTRODUCCION GENERAL

Las especies de oxigeno reactivas (EOR)

El dioxigeno (O:), gas que constituye el 21% del aire, se requiere para el metabolismo aerobio. Sin
embargo, como resultado de éste, se forman moléculas mas reactivas conocidas como especies de
oxigeno reactivas (EOR). Las EOR regulan varios procesos celulares pero también resultan toxicas
para los organismos (Halliwell y Gutteridge, 1999).

La molécula de O, es un birradical en su estado basal, o de triplete, debido a que presenta dos
electrones desapareados en sus orbitales externos. El giro paralelo de estos electrones dificulta la
reduccion total det! O: de tal forma que éste soélo puede recibir electrones libres anti-paralelos de uno
en uno. La reduccion univalente del O: produce EOR.

El primer producto que se forma A B

cuando el O, acepta un electron, es o) dioxigeno . A A
un radical libre (tiene un electron e- 2 (tripiete) 1 I
desapareado) con carga eléctrica w

negativa llamado anién superdxido o.- ion A
(O:7). Con la adicion de otro electrén e + 2H" 2 superoxido | d/— "

se forma el ion peroxido que se w

protona rapidamente en el ambiente

H.O peréxido
celular produciendo el peréxido de 22  ge hidrégeno
hidrégeno (H.0.). Este no es un e+ H
radical libre puesto que los dos HO
electrones de sus ultimos orbitales se -OH radical * ——
hidroxilo
encuentran apareados. e + W
E! H,O. se descompone faciimente y H.O agua 1\\1/
al aceptar un electron genera el 2
radical hidroxilo (OH), que es muy FIG. 1. Especies de oxigeno reactivas (EOR) que se
forman durante la reduccién del oxigeno molecular en
reactivo, y el idn hidroxilo (HO’). El agua (A) y distribucién de los electrones en los ultimos
orbitales de cada EOR (B). Modificacion de Simontacchi et
HO™ se protona rapidamente y forma at.. 2001.
8 -
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una molécula de agua. EI 'OH acepta un

Orbital
electron y un atomo de hidrogeno (H™) para -
G
formar H>O (Fig. 1). .
n'2p T T f d TL
Cuando uno de los electrones desapareados del 7t 2p ‘\TJJ (t,J:i LT 'll,]‘. l.‘fJ.»’ STl
O, absorbe energia e invierte su rotacion, se o 2p ) an ad
. 4 -

forma el oxngen:) en singulete ('0O;). Existen o*2s @ @ @
dos formas de 'Oy la sigma (T ue es un

_ + 12 sioma ™ 9 0 @ @ . @
radical libre debido a que conserva ios dos @ @ @
electrones de los uftimos orbitales o™
desapareados, pero con giros antiparalelos; y la cls @ ) @
delta (A), con los mismos electrones apareados (;}lgoz)‘ ('£gO2) ('Aq;oz)

2 i
(Fig. 2). El singulete ¥ tiene una vida media n o
FIG. 2. Configuracién electronica de los

extremadamente corta y decae a la forma A o at oxigenos en singulete £ y A. (Modificacion de
esta do basal 2Os,. Halliwell y Gutteridge, 1999)

Las EOR pueden ser radicales libres o no

radicales (Tabla. 1). Esto y las diferencias en carga y estructura confieren a cada EOR distinto grado
de reactividad. Por ejemplo, el Oz" no es muy reactivo, sin embargo, es dafiino debido a ta capacidad
que tiene de originar especies como el "OH y el 'O.. El Oy al dismutar produce H,O, y éste ultimo
puede generar "OH. Ademas la dismutacién espontanea del O, produce 'O

Tabla 1. Clasificacion de las EORs en radicales libres y no radicales

{ H

} Radicales Libres { ' No Radicales

i ©O2" Anidn superéxido H:0. Peroxido de hidrogeno
! -OH Radical hidroxilo 'O, Oxigeno en singulete

El HO, es un oxidante débil. Ditunde y cruza las membranas facilmente y al reaccionar con algunos
metales de transicion como el Fe?” y el Cu” forma el radical hidroxilo. Fenton en 1894 describid la
siguiente reaccion para la formacion del "OH:

H20: + Fe2YCut—®. Fe®'/Cu®* + OH + OH"

9
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En presencia del O3 los iones oxidados de los metales de transicion son reducidos por el O,” y
reciclados para reaccionar nuevamente.

Oz + Fe®>/CuZe Fe**/Cu* + O2
Ambas reacciones acopladas se conocen como el ciclo de Haber-Weiss.

H202 4.0 cut®» Oz+ 'OH + OH
El "OH es la EOR mas reactiva, es un radical libre que reacciona rapidamente con casi todas las
moléculas de los organismos. Esta EOR también se forma en la fision homaolitica del H,0,, cuando se
expone a radiaciones ionizantes. _ -
Produccion de las EOR en los seres vivos
Muchas EOR son producidas en l0s seres vivos como resultado del metabolismo aerobio. La fuente
mas importante de produccion del Oy es la cadena de transporte de electrones. A través de ella son
acarreados los electrones al complejo citocromo c oxidasa para reducir el O, en HO. De los
complejos NADH" coenzima Q reductasa y de las dos formas reducidas de la coenzima Q se tranfiere
un electrén al O, formandose el Oy . Se estima que del 1 al 2% del oxigeno consumido durante el
transporte de electrones en la mitocondria, produce Oy~ (Halliwell y Gutteridge, 1999).

El O;” también se forma por la accidn de diversas oxidasas, principalmente de la oxidasa del
NADPH+ y de oxidasa de xantina. Ademas, cada dia el 3% de la hemoglobina total se convierte a la
forma oxidada (metahemoglobina) y genera O;" (Stocker y Frei, 1991).

La fuente principal del H2O. es la dismutacion del Oz por la superoxido dismutasa. Sin embargo, este
también se puede producir como resuitado de diversos procesos como: 1) por la accién de las
enzimas como la oxidasa de glicolato, {a oxidasa del D y L-aminodcido y la oxidasa de laurato, 2)
durante la B-oxidacion de los acidos grasos de cadena larga, 3) en la sintesis del colesterol y de las

purinas, 4) en el catabolismo de los aminoacidos, 5) en el metabolismo del glicolato, 6) en la
fotorrespiracion de las plantas, 7) en 1a fotosintesis y 8) en la radidlisis det agua.

Las células fagociticas del sistema inmune de los mamiferos generan una importante cantidad de

H20, a partir de la dismutacion del O;” producido por la oxidasa dei NADPH que se encuentra

asociada a la membrana. En las células no fagociticas también se forma H 0., aunque este solo

representa el 1% del generado por las células fagociticas, y la oxidasa del NADPH que participa en ia

produccion del Oy” es diferente (Gamaley y Kluybin, 1999). En el plasma sanguineo y en los tejidos
10
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oculares humanos se genera H,O, continuamente a partir de la oxidacion del GSH y del ascorbato
(Spector, 1991; Halliwell et al., 2000: Long y Halliwell, 2000).

E! 'O, se genera en los seres vivos mediante reacciones de fotosensibilizacion en las que intervienen
moléculas como los pigmentos de la retina, las clorofilas a o b, la riboflavina y sus derivados FMN
FAD, la bilirrubina o las porfirinas. Los electrones peritéricos de estas moléculas fotosensibles se
excitan al absorber la luz de cierta tongitud de onda. Cuando esta energia almacenada se transmite a
las moléculas de O, se produce el cambio en el giro de uno de los electrones externos y se forma el
'O.. Esta EOR también se puedé formar durante la dismutacion espontanea del Oz, en la reacciéon
de Haber-Weiss y por la descomposicion del H;0. (Lledias y Hansberg, 2000).

Danos celulares generados por las EOR

Las EOR causan dafos importantes en los componentes celulares. La especie mas reactiva es el
‘OH. Sin embargo, se ha demostrado que el A'O, también causa afecta en los organismos, produce
danos en las membranas celulares, en los aminoacidos, en el ADN y en las proteinas (Halliwell y
Gutteridge, 1999; Lledias et al., 1998).

Las principales modificaciones que producen las EOR en el ADN son la oxidacion de las purinas, el
entrecruzamiento con proteinas y la fragmentacion. La presencia en el ADN de B8-hidroxi 2'-
deoxiguanosina (8-OHdG) es un indice del dano oxidativo en el mismo. Se ha demostrado que el
ADN mitocondrial se oxida mas que el ADN nuclear (Richter et al., 1988). Si el sistema de reparacion
celular no es capaz de corregir inmediatamente el dano en el ADN, se generan mutaciones debido al
apareamiento de bases erroneo durante su duplicacion. Ademas, las EOR también pueden producir
un rearreglo y la escision de grandes fragmentos (4 Kpb aproximadamente) del ADN mitocondrial en
los animales (Adachi et al., 1993).

LLa modificacion de las proteinas por las EOR se debe principalmente al "OH. Sin embargo, el curso
del proceso de oxidacion esta determinado por la disponibilidad del O, el O>" o de su forma
protonada. el HOy . Colectivamente las EQOR pueden oxidar los residuos de las cadenas laterales de
algunos aminoacidos, formar entrecruzamientos proteina-proteina y oxidar la cadena polipeptidica
principal produciendo su fragmentacién. La mayoria de las EOR pueden oxidar los residuos de
cisteina y metionina. Entre dos cisteinas se forma un disulfuro y 1a metionina forma sulfoxidos de
metionina (MeSOX). Estas son las unicas oxidaciones proteicas que pueden ser reparadas ya que la

mayoria de las células tienen reductasas de disulfuro y reductasas de MeSOX (Berlett y Stadtman,
11
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1997). Los aminoacidos aromaticos como el triptofano, la fenilalanina. la tirosina y la histidina se
oxidan con las EOR. Los primeros tres se hidroxilan y ia histidina se convierte en 2-oxohistidina.
asparagina o aspatico. La oxidacion directa en los residuos de lisina. arginina. prolina y treonina
produce derivados u-cetoacilos o carbonilos. Estos derivados tambien se pueden formar en las
proteinas por medio de algunas reacciones con los aldehidos producidos durante la peroxidacion de
los lipidos o con los derivados de carbonilo reactivos generados en la glicacion o la glicoxidacion.
También un corte oxidativo de las proteinas por la via de la a-aminacion o la oxidacién de la cadena
lateral del giutamilo pueden bloquear el extremo amino-terminal de la proteina con un a-cetoacilo. La
presencia de (os grupos carbonilos se utiliza como un marcador de la oxidacién de las proteinas
celulares a través de las EOR y existen varios métodos que permiten su deteccién y cuantificacion. La
oxidaciéon de fas proteinas esta relacionada con el envejecimiento, la tensién oxidativa y varias

enfermedades como la diabetes, el Alzheimer y la esclerosis lateral amiotrdfica (Berlett y Stadman,
1997).

Los lipidos también son oxidados por las EOR. Los acidos grasos poliinsaturados que forman las
membranas celutares, asi como los que constituyen los complejos lipoproteicos, son el principal
6|anco de las EOR. La oxidacion de los lipidos de las membranas altera las interacciones no
covalentes dentro de la bicapa lo que provoca la desestabilizacion de las mismas y la pérdida de su
funcion. Esto puede afectar de manera importante la integridad de los organelos y por consecuencia
de la célula completa.

Los darfios moleculares generados por las EOR se reflejan, por ejemplo, en la pérdida de la funcion
de los organelos, en la reduccion de la eficiencia metabdlica, en la ruptura de las cromatidas, en el
dano a las membranas y en la fuga de electrolitos.

Mecanismos antioxidantes celulares
En condiciones fisioldgicas normales, las EOR son eliminadas constantemente de las células por
medio de diferentes mecanismos antioxidantes que son capaces de catabolizar, neutralizar o atrapar

dichas especies reactivas. Esto mantiene una concentracion basa! baja de las EOR y protege los
componentes celulares del dano oxidativo.

Las superoxido dismutasas
Existen mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los primeros se
encuentran las enzimas antioxidantes que aceleran el proceso de eliminacion de alguna EOR, por

12

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ejemplo, las superdxido dismutasas (SOD) dismutan el Oz con una eficiencia cuatro érdenes de
magnitud mayor que la reaccion espontanea a pH fisiologico. El H:O; y el O; son los productos que se
generan en la dismutacion del O;". Las SOD esta presente en casi todos los organismos aerobios.
Existen varias isoformas que difieren en los genes que las codifican, la secuencia de aminoacidos, el
peso molecular, la estructura y en la localizacion. En el sitio activo pueden tener Cu(il) y Zn(il),
Mn(Ill), Fe(lit) o Ni(ll) .

La SODCu/Zn es una enzima homodlménca de 32-kDa. Las unidades estan asociadas por medio de
interacciones no covalemes y cada subunidad tiene un Cu(il) y un Zn(ll) . Son sensibles aI cianuro, al
H.O: y a la azida. Estan presentes en el citoplasma de todos los eucariotos superiores y en las
plantas también se localiza en el estroma del cloroplasto. También se localiza en el espacio
periplasmico de algunas bacterias como por ejemplo, Caulobacter crescentus (Bowler et al.,, 1992;
Steinam y Ely, 1990).

La SOD extracelular (SODEC) es una glicoproteina compuesta de cuatro subunidades idénticas de
30-kDa. Cada subunidad contienen un Cu(lt) y un Zn(ll). El polipétido no glicosilado es de 24-kDa.
Posee una sefial hidrofobica que permite el transporte de la enzima al espacio extracelular y un
dominio carboxilo terminal cargado positivamente, que es el responsable de la union del heparina-
glicosamininoglicano. Este carbohidrato parece ser el responsable de ligar la enzima con los
proteoglicanos sulfatados de las paredes celulares. La enzima se inhibe con el cianuro, la azida y el
dietiltiocarbamato. La secuencia de aminoacidos comparte 50% de identidad con la SODCu/Zn. La
SODEC se encuentra en elevadas concentraciones fuera de las células, en el fluido cerebroespinal, la
linfa y et plasma (Henkle-Duhrsen y Kampkotter, 2001; Zelco et al., 2002).

La SODMnN esta codificada en el ADN nuclear, se sintetiza en el citoplasma y se importa a la
mitocondria de los eucariotos, donde se encuentra en su forma activa. En tos procariotos, la enzima
es citoplasmica. La SODMN es tetramérica en plantas y en animales y es dimérica en las bacterias.
Presenta un Mn(lll) por subunidad y, a diferencia de la SOD Cu/Zn, ésta es resistente al cianuro y al
H,O, (Bowler et al., 1992).

La SODFe es dimérica y esta presente en las bacterias, las algas y las plantas. En comparacion con

las otras SOD, ésta solo es sensible al H,0O,. La SODFe y la SODMn son enzimas estructuralmente
similares, de hecho, la apoenzima puede funcionar con cualquiera de los dos metales que se
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incorpore en su sitio activo (Meier et al.,, 1982; Stallings et al.,, 1984). La mayoria de los organismos
procariotos, las algas y los protozoarios tienen ta SODMN y/o la SODFe.

Recientemente se describido una SODNi en Streptomyces. Esta es una enzima citoplasmica
tetrameérica compuesta de subunidades identicas de 13-kDa. Se inhibe con el cianuro y el H,O.. En el
mismo género de bacteria también se encontré una SOD Fe/Zn (Yuon et al., 1996).

Las enzimas que eliminan el H:O» de las células son las catalasas, las peroxidasas y las
peroxirredoxinas (Tabla 2).

Las catalasas

Las catalasas utilizan una molécula de H;0O, como donadora de electrones para reducir otra molécula
de H.O:z en Oz y H,O. De acuerdo con las caracteristicas fisicas y las propiedades bioquimicas, las
catalasas se pueden clasificar en dos subgrupos: el de las catalasas monofuncionales o tipicas y el
de las pseudocatal o catal atipicas.

Las catalasas monofuncionales o tipicas es el subgrupo mas grande de catalasas. Se han reportado
mas de 75 secuencias de genes que estan distribuidos en casi todos los organismos excepto en las
arqueobacterias, los anaerobios estrictos y algunos parasitos. Las mayoria son homotetrameros de
200 a 340-kDa y contienen como grupo prostético un hemo en cada subunidad. Los hemos de estas
catalasas pueden ser: el hemo b o Fe protoporfirina IX como en la catalasa bovina y en la de Proteus
mirabilis, el hemo d como en la de Penicillium vitae y la HPll de Escherichia coli, y una clorina en
Neurospora crassa (Jacob y Orme-Johnson, 1979). Ademas, algunas catalasas como la bovina, la de
Proteus rmirabilis y la de Micrococus lisodeiktikus, también contienen un NADPH por subunidad.

Las catalasas monofuncionales se inhiben con et 3-amino-triazol, el cianuro, la azida y la
hidroxilamina. Muestran actividad maxima en un intervalo amplio de pH (entre 5-10.5). En las células
animales y vegetales se localizan predominantemente en los peroxisomas. Se ha determinado la
estructura cristalogréfica de tres catalasas de procariotos, la de Micrococus luteus, la de Proteus
mirabilis y \a HPH de Escherichia coli y tres de eucariotos, ia Cat-A de Sacharomyces cerevisiae, una
de Penicilium vitale y la de higado de bovino. Aunque la estructura primaria de las seis proteinas
presenta grandes diferencias, la estructura tridimensional esta bien conservada. Todos los
homotetrameros tienen simetria molecular 222. Cada subunidad forma un glébulo que deja un brazo
amino terminal extendido y en cada una de ellas se pueden identificar cuatro regiones estructurales

diferentes: el brazo amino terminal, el dominio de barril B, el dominio de coneccidon y el dominio o-
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hélices. El dominio barril [} esta conservado desde los procariotos inferiores hasta los eucariotos
superiores, en los dominios de coneccidn y en las a-hélices existe una ligera variabilidad y la mayor
divergencia se localiza en los extremos amino y carboxilo terminales. El grupo hemo no esta unido
covalentemente a la cadena polipeptidica, el Fe esta en coordinacion con una tirosina (Zamocky y
Koller, 1999).

Algunas catalasas tipicas, conocidas como las catalasas monofuncionales grandes, poseen un
dominio adicional de 150 aminoacidos en la regién C-terminal, similar a la flavodoxina.
Aproximadamente el 9% de las catalasas secuenciadas actuaimente corresponden a este grupo (la
HPIl de E. coli y las de los hongos P. vitale, A. nidulans, A. fumigatus, P.anserina y C. purpurea).
Ademas, estas catalasas de hongos estén glicosiladas, presentan un contenido de carbohidratos de
8.2% a 10.2% (Ruis y Koller, 1997).

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

encuentran en los peroxisomas. En los hongos las hay citoplasmicas, periplasmicas o extracelulares
(Ruis y Koller, 1997).

TABLA 2. Mecanismos antioxidantes enzimaticos.

Enzima EOR que
antioxidante eliminan Reaccién de la enzima
Superéxido
dismutasa Oy 207 74+2H"—» HO02 + O
(SOD)
Catalasas
monofuncionales H0, H20, ¥ 2H.0 + O,
Peroxidasas H20, SHz + H O —» S + 2H0
Catalasas- Pueden reaccionar como
peroxidasas H20, catalasa y como peroxidasa
Peroxirredoxinas H-0, SH; + HOz — S + 2HO0 .
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Las pseudocatalasas o catalasas atipicas utilizan iones Mn en lugar de Fe en su sitio activo. Se han
encontrado en bacterias lacticas y termoafilas. El peso molecular es de 170 a 210 kDa y pueden formar
estructuras oligoméeéricas inusuales como homopentameros u homohexameros. No se inhiben con el
cianuro o la azida (Zamocky y Koller, 1999).

Las hemoperoxidasas

t.as hemoperoxidasas catatizan la reduccion del H>O: utilizando una amplia variedad de compuestos
organicos o inorganicos (ver reaccién en Tabla 2.). Estas enzimas han sido aisladas de varios
organismos y la mayoria presentan un hemo como grupo prostético. A diferencia de las catatasas
tipicas, en las hemoperoxidasas el Fe del hemo esta en coordinacion con una histidina. Existen dos
superfamilias de hemoperoxidasas, las de animales y las de plantas y microorganismos. Las
peroxidasas de ambos grupos difieren entre si en su estructura primaria, secundaria y terciaria.

Las catalasas-peroxidasas son un tipo de hemoperoxidasas de plantas y microorganismos. Se
caracterizan por tener actividad catalitica bifuncional, es decir, reaccionan como catalasa o como
peroxidasa. Para la actividad de peroxidasa se pueden utilizar una amplia variedad de sustratos como
donadores de electrones para reducir el H;O,. Estas enzimas tienen un hemo como grupo prostético.
Su peso molecular varia de 120 a 340 kDa y en general son homodimeéricas aunque también las hay
tetrameéricas y monomeéricas. E! recambio catalitico maximo es de dos a tres ordenes ordenes de
magnitud por abajo de las catalasas tipicas. En contraste con estas ultimas, las catalasa-peroxidasas
tiene un optimo de pH, son mas sensibles a la inactivacion con temperatura y con un pH extremo, son
mas resistentes al 3-amino-1 2,4-triazol y el hemo se puede reducir con ditionita. Se inactivan con
concentraciones milimolares de H;O:z y con etanol-cloroformo (Goldberg y Hochman, 1989)

A pesar de que las catalasas-peroxidasas comparten caracteristicas con las catalasas tipicas como la
presencia de un grupo hemo y la actividad de catalasa, no existe homologia entre los genes de
ambos grupos. Sin embargo, todos los genes secuenciados de catalasas-peroxidasas si muestran
homologia entre si. El andlisis molecular sugiere que estas enzimas se originaron como resuitado de
ia duplicacion de un gen de hemoperoxidasa. lLa catalasas-peroxidasas se encuentran en las
arqueobacterias, las eubacterias y los eucariotos, aunque en éste ultimo solo se han reportado en
hongos (Zamocky y Koller, 1999; Peraza y Hansberg, 2002).

Otras hemoperoxidasas de plantas son ia peroxidasa de la raiz fuerte que utiliza una gran variedad
de sustratos como guaiacol, NADH, fenoles o tioles y la citocromo c peroxidasa y la ascorbato
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peroxidasa que son especificas en cuanto al sustrato. La ascorbato peroxidasa utiliza como cofactor
al ascorbato para eliminar el HxO.. Estas peroxidasas las presentan solamente algunas
cianobacterias, los cloroplastos de las plantas superiores y el alga Euglena sp.

La citocromo c¢ peroxidasa se encuentra en algunas bacterias y en la membrana mitocondrial de los
hongos. El H;O; reacciona con ja enzima y forma un complejo que finalmente reduce el citocromo c.
La NADH peroxidasa utiliza NADH obtenido de la glucolisis para reducir el HO.. Esta presenta en
bacterias como Lactobacillus caseiy Streptococcus faecalis.

La lactoperoxidasa presente en la saliva y la leche, la mieloperoxidasa en las células fagociticas y la
peroxidasa de la tiroides son ejemplos de hemoperoxid de anirny

La glutation peroxidasa

La glutatidn peroxidasa utiliza glutation como donador de electrones para reducir una gran variedad
. de hidroperdxidos entre ellos el H.O,. Esta enzima esta presente en los animales, las plantas, los
hongos, las algas y algunas bacterias. En los mamiferos existen al menos cuatro isoenzimas que
difieren en su estructura y localizacion. Excepto fa glutation peroxidasa IV que es monomérica, las
demas estan formadas por cuatro subunidades de 19-22 kDa y cada una contienen una
selenocisteina unida covalentemente (Nordberg y Arnér, 2001).

La reaccion que catalizan es la siguiente:

ROOH #2G8H ) ——® - ‘ROH+'GSSG + H:O

Las peroxirredoxinas

tas peroxirredoxinas (Prx) forman una familia de peroxidasas diméricas con peso molecular de 20-30
kDa y estan presentes en organismos de todos los reinos, desde bacterias hasta mamiferos. En las
células eucariotas existen multiples isoformas, por ejemplo, S. cereviseae y D. melanogaster
contienen cada una cinco isoformas (Park et al., 2000; Radyuk et al., 2001) y en el humano al menos
existen seis isoformas (Seo et al., 2000). Cada una de las isoformas exhibe un patron diferente de
expresion durante el desarrolio, muestra una localizacion distinta en los organelos celulares y genera
distintos intermediarios de reaccion durante la catalisis.

Todas las Prx tienen un residuo de cisteina conservado en la region amino terminal de la molécula
que corresponde a la Cys 47 en la peroxirredoxina cTPxl de la levadura. Segun las cisteinas
conservadas, |a familia de las Prx se divide en tres grupos: el 1-Cys, el 2-Cys y el 2-Cys atipico. El|
grupo 1-Cys incluye las Prx de varias especies de arqueobacterias, levaduras, nematodos, plantas y
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animales que solo tienen la Cys amino terminal conservada. El H>20O;, oxida la Cys y forma una Cys-
SOH que es incapaz de generar un puente disulfuro debido a la ausencia de una segunda Cys
cercana. Posiblemente el glutation (GSH) funcione como donador de electrones en esta reaccioén. Las
Prx 1-Cys se localizan en el citosol, en la mitocondria o en el nacleo celular (Rhee et al., 2001)

En el grupo 2-Cys se encuentran la mayoria de la Prx reportadas. Estas se caracterizan por presentar
una segunda Cys conservada en la region carboxilo terminal, correspondiente a la Cys 170 de la
cTPx | de la levadura. Las Cys amino y carboxilo terminales estan separadas entre si por 121
residuos de aminoacidos. Durante la reaccion, las Prx 2-Cys forman un puente disulfuro
intermolecular entre las dos cisteinas. Unicamente la tiorredoxina puede reducir el puente disulfuro y
recuperar el estado inicial de las Prx. La segunda Cys se correlaciona con una secuencia especifica
conservada alrededor de la primera Cys, FTFVCPTE! en las Prx 2-Cys y FTPVCTTEL en las 1-Cys.
Las Prx 2-Cys se han detectado en la mitocondria, el citoso! y en e! medio de cuiltivo (Rhee et al.,
2001).

El tercer grupo de Prx es el 2-Cys atipico y esta formado por enzimas de menor tamanio que las 2-
Cys tipicas. Se localizan en el citosol, la mitocondria y ios peroxisomas y no presentan la segunda
Cys conservada en el extremo carboxilo terminal. Sin embargo, igual que las Prx 2-Cys tipicas, su
actividad depende de la presencia de dos cisteinas. Ademas de la Cys amino terminal, éstas poseen
dos cisteinas en las posiciones 73 y 152, la secuencia ailrededor de éstas no es homodloga a la
secuencia que acompana la Cys carboxilo terminal de las Prx 2-Cys tipicas. Ademas, la distancia
entre la Cys amino terminal y las Cys de las Prx atipicas es substancialmente mas pequena que los
120-123 aminoacidos que separan las dos Cys conservadas en las peroxirredoxinas 2-Cys tipicas.
Durante la reaccion, los peroxidos oxidan la Cys amino teminal y ésta forma un enlace disulfuro con la
Cys 152 que, a diferencia de tas Prx tipicas, éste es intramolecular. La tiorredoxina es la enzima qQue
reduce especificamente los disulfuros de estas enzimas. La Cys 73 no participa en la actividad de Prx
(Rhee et al., 2001).

Dentro de los mecanimos antioxidantes no enzimaticos se encuentran una gran variedad de
moléculas que evitan la formacion de las EOR. que las neutralizan o que las atrapan:

El glutation
El glutation es un tripéptido que contiene cisteina (Fig. 3D). Es el tiol no proteico de bajo peso
molecular que se encuentra en mayores concentraciones (milimolar) en las células aerobias. Esta
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presente en la forma reducida (GSH), en la oxidada ya sea como disulfuro de glutation (GSSG) o
asociado con los tioles de las proteinas (GS-R). Ambas formas oxidadas pueden ser cataliticamente
reducidas por la glutation reductasa dependiente dei NADPH o por la tiorredoxina (TRX) o la
glutarredoxina (GRX). El GSH regula el estado redox de los disulfuros de las proteinas y mantiene los
niveles de oxido-reduccion intracelulares. Es el cofactor de la glutation peroxidasa (GSHPx) para la
eliminacion del H2O,. Ademas, el GSH forma conjugados con una gran variedad de compuestos
electrotilicos por medio de las reacciones catalizadas por la glutation-S transferasa (GST) o
directamente cuando 10s compuestos electréfilos son muy reactivos. La conjugacion con el GSH es
un mecanismo importante para la detoxificacién celular (Dickinson y Forman, 2002). En” condiciones
fisioldgicas normailes, la concentracién de la forma reducida del glutation es de 10-100 veces mayor
que la oxidada. Los cambios en la proporcion de ambas formas regulan una gran variedad de
reacciones celulares relacionadas con la transduccion de sefales y el ciclo celular (Filomeni et al.,
2002).

El dacido ascoérbico

El acido ascorbico (vitamina C), (Fig. 3B) es una vitamina soluble en agua que reduce el O;". Es el
¢ofactor de la ascorbato peroxidasa para la eliminacion del HO».. También reacciona con el 'O,, el
peroxinitrilo y los radicales peroxilo y regenera otras moléculas antioxidantes como el a-tocoferol, los
B-carotenos y el glutation. Junto con el a-tocoferol limita la propagacion de la lipoperoxidacion y con el
GSH protege a las células del dano oxidativo. El acido ascorbico y el acido urico reaccionan con el
Aacido hipoclorito producido por la mieloéroxidasa.

A 8
H OH
HOCH,C __O. __o
HO “OoH
c D
CH, Gly
O
CcHy CHy Cys-SH
CH; (e} CH, G!u

CH;

FIG. 3. Moléculas antioxidantes. B-caroteno (A), acido ascorbico (B), a-tocoferol (C) y glutation (D).
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Los tocoferoles y carotenos

Los tocoferoles y los carotenos son compuestos antioxidantes liposolubles. El «-tocoferol (Vitamina
E). (Fig. 3C) esta presente en las membranas celulares. Contienen un grupo hidroxilo (Fig. 3C) que
reacciona con los electrones desapareados de los radicales lipoperoxilo con lo cual limita la
propagacion de la lipoperoxidacion. Ademas reacciona con el 'O: y lo desactiva. Los carotenos como
el B-caroteno (Fig. 3A), la cantaxantina, la luteina y el licopeno desactivan el 'O.. Los mas eficientes
son aquellos que contienen mas de 11 enlaces dobles conjugados (Thomas et al., 1981).

Los quelantes ) B

Las moléculas quelantes secuestran los metales de transicidn citoplasmicos evitando asi las
reacciones de oxido-reduccion que producen EOR. La ceruloplasmina, ademas de secuestrar el Cu,
tiene actividad de ferroxidasa, es decir, oxida el Fe®* a Fe>* y con esto se evita la reaccién de Fenton
en la que se forma el "OH. La albumina inmoviliza el Cu* y el Fe®". Por su parte la transferrina en el
plasma sanguineo, lactoferrina en la leche y ferritina en el citosol, secuestran el Fe®'. Los
aminoacidos y otros compuestos como la bilirrubina y el acido urico también pueden atrapar iones
metélicos. Las metalotioneinas son proteinas pequenas presentes en las células eucariotas que,
ademas de regular el metabolismo del Cu y del Zn, tienen la capacidad de secuestrar varios metales
de transcion como Zn, Cu, Cd, Hg o Cu.

Antioxidantes liposolubles

Otros compuestos liposolubles como la melatonina y el acido lipoico también tiene propiedades
antioxidantes. La melatonina atrapa los radicales hidroxilo, peroxilo y posiblemente el oxigeno en
singulete (Cagnoli et al., 1995). Ademas, induce la glutation peroxidasa potenciando asi la defensa
églular contra la tension oxidativa (Reiter et al., 1997) y estabiliza la membrana celular confiriéndole
una mayor resistencia al dafio oxidativo (Garcia et al., 1998).

El acido lipoico libre reducido a acido dihidrolipoico tiene una poderosa capacidad reductora. Las
propiedades antioxidantes incluyen la quelacion de metales (Scott et al.,, 1994), el atrapamiento de
radicales libres (Scott et al., 1994; Kagan et al., 1992) y la regeneracion de otros antioxidantes como
el acido ascorbico, el glutation y el a-tocoferol (Packer. et al., 1995).

Ademas, si las EOR escapan de la defensa antioxidante, las células cuentan con mecanismos que
reparan el ADN (Breimer, 1988), degradan las proteinas (Marcillat et al., 1988) y metabolizan los
lipidos dainados (Halliwell and Gutteridge, 1999).
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Las EOR en los procesos biologicos

Las EOR desempefnan un papel importante en la fisiologia celular. Las variaciones en la
concentracion regulan la expresion de los genes, la transduccion de senales y el transporte de idones.
Con elio se desencadena una amplia variedad de respuestas celulares, desde la proliferacion hasta la
detencion del crecimiento, la senescencia, la diferenciacion y la muente celular. La respuesta varia
significativamente dependiendo del tipo de célula, de las especies reactivas que se forman, de la
concentracion de éstas y de! tiempo de exposicion. La diversidad en los efectos refleja la amplia
variedad de las vias de sehnalizacion intracelular que son activadas en respuesta al oambio en la
concentracion de las EOR (Fig. 4), (Martindale y Holbrook, 2002).

Las EOR regulan la transcripcion

genética. NFxB y AP-1 son factores . Especies de Oxigeno Reactivas
de transcripcién que estan presentes
en las células eucariotas y que se
activan con el H>O.. NFxB transcribe Dosis b"'“ intermedia @mmp Dosis afta
una gran variedad de genes
relacionados con la inmunidad, la Mltoeénlco Detencion Muerte celular
inflamacién y el cancer (Sen y Pack Proliferacion ¢! crecimiento
inflamaci y el can (Sen y Packer, i Senescencia ;
i i )
1996) y AP-1 induce diversos genes L Apoptosis Necrosisl
que participan en la respuesta a la
. . . FIG. 4. Las EOR promueven un amplio espectro de res-
tension, la proliferacion, la puestas celulares. Generalmente en bajas dosis
transformacion y la muerte celular (particularmente de H;O:) las EOR son mitogénicas y
promueven la proliferacion celular. En dosis intermedias
(Shaulian y Karin, 2002). detienen el crecimiento de manera temporal o permanente
y promueven la senescencia. En dosis altas causan la
mue!‘te celular por apoptosis o necrosis. Modificado de
OxyR y SoxRS son factores de Martindale y Holbrook, 2002.

transcripcion  bacterianos que se

activan con el HO. y el Oy, respectivamente. OxyR transcribe ocho proteinas en respuesta al H,O»,
entre ellas una catalasa (katrC) y una peroxirredoxina (Storz et al., 1990; Demple y Amabile-Cuevas
1991). SoxRS activa la transcripcion de un reguldn constituido por nueve genes que incluye el de la
superdxido dismutasa-Mn, la endonucleasa 1V, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y seis de funcion
desconocida (Dempie y Amabile-Cuevas, 1991; Hidalgo y Demple, 1994).
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Ademas de regular la transcripcion genética, también se ha documentado la participacion de las EOR
a distintos niveles en la cascada de transduccion de sefales, desde la regulacion del transporte de
calcio y la fosforilacion de proteinas hasta desempenar per se una funcion de segundos mensajeros.

El Ca®* funciona como segundo mensajero en una gran variedad de procesos bioldgicos como la
contracciéon muscular, la neurotransmision, la transcripcidon génica y ef crecimiento celular. Se ha
demostrado que las EOR regulan los canales y las bombas de Ca®*. Por ejemplo, el Oy y el H.O;
inhiben la bomba de Ca®* dependiente de ATP del reticulo sarcoplasmico (RS). Una concentraciéon de
3-5 mM de H.O> aumenta la probabilidad de apertura de los canales liberadores del Ca®™ del RS del
corazon de oveja y un efecto similar se produce en el musculo esquelético de conejo. Los canales de
Ca?* del RS también se activan en presencia del colorante rosa de bengala que es un generador de
O, (Suzuki et al., 1997).

La fosforilacion de proteinas juega un papel importante en la transduccion de sefnales. Las proteinas
blanco, que incluyen enzimas, receptores, factores de transcripcion y elementos contractiles, pueden
ser activadas o inhibidas por el estado de fosforilacion de un solo aminoacido. La fosforilacion se
regula con dos clases de enzimas, las cinasas de proteina (adicionan fosfatos) y las fosfasas de
proteina (remueven fosfatos). Las cinasas/fosfatasas de serina y treonina y las cinasas/fosfatasas de
tirosina son las mas estudiadas y se ha demostrado que ambas actividades pueden ser inducidas o
inhibidas por las EOR (Remacie et al., 1995; Lander, 1997).

La generacidn de las EOR en la interaccidn de un ligante con un receptor y la subsecuente
estimulacion de la transduccion de sefales, sugieren que las EOR per se desempenan la funcion de
segundos mensajeros (Tabla 3). Por ejemplo, la interaccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFo)
con su receptor genera EOR y éstas activan los factores NFxB y AP-1. También se induce la muerte

celular programada © apoptosis que culmina con !a muerte de las células tumorales (Ramacle, 1995;
Suzuki et al., 1997).

L.a estimulacion de los osteoblastos de ratén (MC3T3-E1) con el factor de crecimiento transformante

TGF-B! también genera H,O, y con ello la respuesta temprana de crecimiento (erg-7). (Suzuki et al..
1997).

Las células del musculo liso vascular estimuladas con angiotensina |, un péptido vaso-activador que

produce la contraccion muscular y el crecimiento celular, generan O;” via la oxidasa del NADPH. EI
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H2O-> generado por la dismutacion del Oz parece actuar como segundo mensajero en la transduccion
de la senal de hipertrofia celular (Suzuki et al., 1997). Las mismas células., estimuladas con el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), producen H;O. y este participa en la sefalizacion que
incluye la induccion de la fosforilacién de tirosinas, la estimulacion de una MAP cinasa, la sintesis del
ADN vy la quimiotaxisis (Sunderasan et al., 1995).

Tabla 3. Las EOR; segundos mensajeros?

Ligantes EOR

Factor de necrosis tumoral- o« (TNF o) H,0,/-OH
interteucina 1 B O, -/H, O,
Factor de crecimiento transformante-B1 (TGF-81) H, O,
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) HO,
Insulina H, O,

: Angiotensina Il O,-/HO,
Vitamina D, o,
Hormona paratiroidea o,

Tomada de Suzuki et al., 1997,

El proto-oncogen p2172% (c-Ras) participa en varios procesos celulares incluyendo la proliferacion, la
diferenciacion y la organizacién del citoesqueleto. En varios tumores humanos se ha descrito la
sobreexpresion de Ras y mutaciones constitutivamente activas. En fibroblastos NIH 3T3,
transformados con una isoforma de p21™*° que esta permanentemente activa, HRas"'?, la produccion
de EOR se correlaciona con la habilidad de esas células para progresar a través del ciclo celular en
ausencia de factores de crecimiento (lrani et al., 1997).

Aun cuando existe informacion vasta sobre los diversos procesos celulares en los que las EOR
intervienen, todavia falta mucho por conocer.
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Neurospora crassa como modelo de estudio

Este trabajo esta enfocado en analizar la
2 nuCcko de tpos

1 Akes aitergales
tncogino \krl - sexuAles 3
v/

relacion que existe entre las EOR y la

diferenciacion celular. Para ello
_ - .
ili - — N
utilizamos como modelo de estudio 1 F . protopernitecio
el hongo filamentoso Neurospora ¥ . p
crassa, ya que presenta varias X,
ventajas como: una facil CICLO SEXUAL
manipulacion, un crecimiento b
. . hifa
rapido y masivo, el que cada wagetativa \ o
-——

una de ilas estructuras
asexuales se puede aislar y ascoaporas
estudiar independientemente, s
el que se conocen en detalle FIG. 5. Ciclo sexuai de N. crassa. Las hifas en crecimiento

. R . vegetativo (1) se diferencian en un protoperitecio a partir det
sus ciclos de vida y su genética. cual emerge el tricogino (2). Este, recibe los gametos

p - masculinos (3) e inicia la formacién de los peritecios que
n -

Ademds, el genoma ya estd se portan las ascas (4). Dentro de las ascas se desarrollan

cuenciado (www.genome.wi.mit.edu). ocho ascosporas que son disparadas al exterior a través del

orificio superior del peritecio (5).

Neurospora crassa es un hongo

filamentoso Euascomycete, constituido por

células alargadas, multinucleadas, cubiertas por paredes

celulares quitinosas, llamadas hifas. Estas, poseen septos incompletos, interrumpidos por poros de

aproximadamente 50 micras. Crecen en las puntas y por ramificacion. Un conjunto de hifas forma una

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

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

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

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

En la mayor parte de su ciclo de vida, N. crassa es haploide. Se reproduce sexualmente formando
ascosporas y asexualmente por medio de conidios. Es un hongo heterotalico. es decir, existen dos
tipos sexuales determinados genéticamente (matA y mata) y cada cepa presenta soélo uno de ellos.
En una cruza, cualquiera de los dos tipos sexuales puede funcionar como gameto femenino (receptor)
o como masculino (donador). Sin embargo, la fertilizacion sdlo se lleva a cabo entre cepas con tipos
sexuales diferentes. La disminucion de nitrogeno en el medio promueve la formacion de
protoperitecios (Springer, 1993), que son estructuras femeninas diferenciadas a partir de las cuales
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emerge una hifa especializada llamada tricogino. Esta se fusiona con los gametos de otra cepa

sexualmente compatible. Los nucleos fertilizantes se transportan del tricogino al protoperitecio Io que

promueve el desarrollo del peritecio maduro, que

o A
Ry
4
Py
FIG. 6. Ciclo asexual de N. crassa. Las hitas

vegetativas (A) fitradas y expuestas al aire, se
adhieren unas con otras después de 30 min y
forman el micelio adherido (B). A las 2 h emerge
el micelio aéreo (C) y a las 9h inicia la formacién
de los conidios (D). Cada transicion morfogénica
{, H, I y g) esta precedida por un estado
hiperoxidante (Hansberg, 1996).

es una estructura en forma de pera de 300 micras
de diametro y que porta cerca de 200 ascas. Al
inicio, cada uno de estos sacos o ascas contiene
cuatro nucleos de evento
meidtico. Posteriormente, por mitosis se producen
cuatro pares de células o tétradas que se
organizan linealmente dentro de las ascas. Estas

provenientes un

células, después de crecer y acumular melanina
en sus paredes, forman las ascosporas maduras
que son disparadas al medio una por una, a través
de un orificio apical que contiene el peritecio. Las
ascosporas sOn estructuras muy resistentes,
cuando se activan por un choque de calor a 60 °C
germinan y forman las hifas que compietan el ciclo
sexual (Fig. 5).

Se ha reportado que el ciclo de vida asexual se
induce por desecacion o disminucion de la fuente

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

inducir la conidiacion. Es el contacto directo con
el aire el que promueve la diferenciacion (Toledo
et al., 1986).
Durante el ciclo asexual se generan tres
micelio adherido, el
aéreo y los conidios (Fig. 6). Durante los primeros
40 minutos de exposicion al aire, las hifas del
(Fig. 7A), que estan en
contacto directo con el aire, se adhieren unas con

otras y forman el micelio adherido. Las hifas de

estructuras diferentes: el

micelio vegetativo

A

FIG. 7. Micrografia electronica de las hifas (A) y
los conidioforos (B) de N. crassa. Fotos de Matt
Springer. Standford University, tomadas del
FGSC.

este micelio presentan con el tiempo una mayor

septacion y vacuolizacion, ademas de una
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disminucidén en el nimero de nucleos (Toledo et al., 1986). A las 2h de exposicion al aire, emergen
las hifas aéreas del micelio adherido. Estas crecen y se ramifican en la fase aérea. Después de 8 a
9h de haber expuesto el micelio aéreo al aire, se forman los conidios en las puntas del micelio aéreo
por constriccion y septacion de los conidioforos (Fig. 7B). Los conidios son multinucleados. En un
ambiente seco pueden permanecer en vida latente por muchos afos. Cuando encuentran las
condiciones adecuadas, los conidios germinan y producen hifas nuevamente, con lo que se cierra el
ciclo asexual (Fig. 6).

Las EOR y la diferenciacién asexual de Neurospora crassas. -

Durante el ciclo de vida asexual de N. crassa se presentan cuatro transiciones morfogénicas. La
primera cuando se forma el micelio adherido, la segunda con la formacién del micelio aéreo, la
tercera cuando inicia la formacion de los conidios y la cuarta en la germinacién. Al inicio de cada
transicién morfogénica se ha detectado un estado de tension oxidativa o hiperoxidante (Tabla. 4,
Hansberg et al., 1993; Toledo et al., 1995, Hansberg, 1996 y Lledias et al., 1999).

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

1. OXIDACION DE PROTEINAS TOTALES (Toledo y Hansberg, 1990,
Toledo et al., 1994)

2. OXIDACION DE ENZIMAS ESPECIFICAS COMO:
a) NADPH-GLUTAMATO DESHIDROGENASA (Aguirre et al., 1989).
b) GLUTAMINO SINTETASA (Aguirre y Hansberg, 1986).
c) CATALASA (Lledias et al., 1998).

3:OXIDACION, DEGRADACION Y POSTERIOR INDUCCION DE LOS
CAROTENOS (Hansberg et al., datos no publicados)

4. PERDIDA DEL PODER REDUCTOR CELULAR Y EXCRECION DEL
DISULFURO DE GLUTATION (Toledo et al., 1991, Toledo et al.,1995).

5. GENERACION DE QUIMIOLUMIN!SCENCIA DEPENDIENTE DEL O:
E INHIBIDA POR ANTIOXIDANTES HIDROSOLUBLES QUE
ENTRAN A LA CELULA (Hansberg et al., 1993, Hansberg, 1996).

También, se observa una induccion escalonada de la actividad de catalasa con cada estado
diferenciado, de manera que los conidios tienen una actividad de catalasa 60 veces mayor que la del
micelio en crecimiento exponencial (Hansberg, 1996, este trabajo).
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Con base en los datos anteriores, Hansberg y Aguirre (1990) propusieron gque la diferenciacion celular
de los microorganismos se da como respuesta a la generacion de un estado hiperoxidante
intracelular. La entrada masiva de oxigeno, la perdida del poder reductor y la insuficiencia en los
sisternas antioxidantes, rompen el equilibrio REDOX e incrementan la concentracion intracelular de

las EOR. Esto transforma el sistema de un estado estable en crecimiento a uno inestable y transitorio.
Las células pueden contender con el estado hiperoxidante y recuperar la estabilidad fisiologica
mediante dos mecanismos: por el aumento en la generacion de poder reductor (NADPH) y por la
activacion de la respuesta antioxidante con lo cual regresan al estado estable original, o bien, por la
limitacién de la entrada del O,. En este caso las células alcanzan un estado estable diferente. Durante
la diferenciacién se pueden formar varias estructuras diferenciadas y el estado diferenciado terminal
s aquel que esta mas aislado del O.. La entrada del O; a las células diferenciadas, en un medio en
el que se puede generar suficiente poder reductor, promueve la germinacién y el regreso al estado
estable de crecimiento. Si la célula no logra compensar el estado hiperoxidante por alguno de los dos
mecanismos anteriores, muere debido al dafio que producen las EOR en el ADN, las proteinas y los
lipidos.

El aumento dramatico en la actividad de catalasa durante la conidiacion de N. crassa forma parte de
la respuesta antioxidante que se presenta en cada transicion morfogénica. En este hongo se han
detectado tres actividades de catalasa (Chary y Natvig, 1989), dos de ellas, la CAT-1 y la CAT-3 son
cataiasas monofuncionales (Diaz et al.,, 2001; este trabajo) y la CAT-2 es una catalasa-peroxidasa
(Peraza y Hansberg, 2002). La presencia de un gen, que presumiblemente codifica para una cataiasa
peroxisomal indica la existencia de una cuarta actividad que aun no ha sido caracterizada.

En este trabajo se presenta el estudio detallado de las dos catatasas monofuncionales, CAT-1 y
CAT-3, como parte de la respuesta antioxidante durante el ciclo de vida asexual de Neurospora
crassa y en condiciones de tension. Asi mismo, se describe el efecto de la ausencia de la CAT-3 en la
diferenciacion asexual del hongo y su papel durante el crecimiento.
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OBJETIVOS

- -

1) Estudiar la regulacion de las catalasas monufuncionales CAT-1 y CAT-3 como parte de la
respuesta antioxidante durante el ciclo de vida asexual de Neurospora crassa y en diferentes
condiciones de tensiéon.

a) Clonar y secuenciar los genes de ambas catalasas

b) Analizar la induccion de los genes de las dos catalasas en cada una de las estructuras
diferenciadas del ciclo asexual, durante cada transicion morfogénica y en condiciones
de tension.

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

2) Definir si la inducciéon de la CAT-3, considerada parte de la respuesta antioxidante durante el
ciclo de vida asexual, esta relacionada con la diferenciacion celular del hongo y determinar el
papel que desempefna en diferentes condiciones de tension.

a) Obtener la mutante de cat-3

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

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

d) Detfinir si la funcidon de la CAT-3 como enzima antioxidante es redundante o especifica.
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RESULTADOS PUBLICADOS

Regulacion y oxidacion de dos catalasas monofuncionales grandes

Resumen de la publicaciéon: Shaday Michan, Fernando Lledias, James D.

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

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

En este trabajo demostramos que la actividad de catalasa aumenta graduaimente durante la
conidiaciéon, los conidios tienen 60 veces mas actividad de catalasa que las hifas en crecimiento
exponencial (Fig. 1 del articulo). Las secuencias de los dos genes cat-1 y cat-3 de Neurospora
~ crassa, codifican para las catalasas monofuncionales grandes CAT-1 y CAT-3, respectivamente. La
secuencia del extremo amino-terminal de la CAT-3 indica que esta catalasa es procesada y
presumiblemente secretada (Fig. 3 y 4 del articulo). Los genes cat-7 y cat-3 se regulan de manera
diferente durante el ciclo de vida asexual y en diferentes condiciones de tension (Fig. 5 y 6 del
articulo).

La actividad de la CAT-1 fue predominante en los conidios, durante la germinacion y en el crecimiento
exponencial temprano. También se indujo durante el crecimiento preestacionario y con etanol o
choque de calor. La actividad de la CAT-3 predomind durante el crecimiento exponencial tardio y al
inicio del proceso de la conidiacion. Condiciones de tension como en presencia de paraquat, H,O,,
cadmio, acido urico, con un choque de calor o el tratamiento con nitrato, también indujeron ta CAT-3
(Fig. 2 y 6 del articulo). En general, la presencia de la CAT-1 estuvo asociada con estados celulares
de poco crecimiento y la CAT-3 con estados de crecimiento intenso.

El paraquat promovio la modificacion y la degradacién de la CAT-1. El choque de calor provocod la
modificacion y la degradacion de ambas catalasas, la CAT-1 y la CAT-3. En esta ultima condicién hubo
re-sintesis de la CAT-1. Los efectos del paraquat y el choque de calor se observaron solamente en
presencia del aire y probablemente esto se relaciona con la generacion in vivo de oxigeno en singulete.
La CAT-3 se modificoé con una reaccion de fotosensibilizacion por medio de la cual se produce oxigeno en
singulete (Fig. 7 del articulo).
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REGULATION AND OXIDATION OF TWO LARGE
MONOFUNCTIONAL CATALASES
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Abnrncl—"l'he two Neurospora crassa catalase genes cat—1 and car—3 were shown to encode Cat—1 and Cat-3 large

fi 1 1 cal—l and car—3 genes are rcgulated differentially during the ascxual life cycle and under
stress conditions. A in activity occurs during conidiation. Conidia have 60 times more catalase
activity than c(poncntmlly growing hyphae. Cat-1 acnvnty was predominant in conidia, during germination and carly
exponential growth. 1t was ind d during p v growth and by cthanol or heat shock. Cat-3 activity was
predominant during late exponential growth and at the smn of the conidiation process. It was induced under stress
conditions, such as H,O,, paraquat, cadmium, heat shock, uric acid, and nitrate treatiment. In gencral, Cat—1 activity was
associated with nongrowing cells and Cat—3 activity with growing cells. The Cat—3 N-terminus sequence indicates that
this catalase is processed and presumably sccreted. Paraquat caused modification and degradation of Cat—1. Under heat
shock both Cat-1 and Cat—3 were modified and degraded and Cat—1 was resynthesized. Paraquat and heat shock effects
were observed only in the presence of air and are probably related to in vivo generation of singlet oxygen. Purified Cat-3

was modified with a photosensitizing reaction in which singlet oxygen is produced.

2 2002 Elscvier Science Inc.

Keywords—Catalase, Reactive oxygen species, Singlet oxygen, Stress, Cell differentiation, Conidia, Aeurospora

crassa, Free radicals

INTRODUCTION

The asexual life cycle of the ascomycete Neurospora
crassa has been used as a model 10 study cell differen-
tiation [1,2]. When growing hyphae in a liquid medium
are filtered and the resulting mycelial mat is exposed to
air, a synchronous process of conidiation is started. Hy-
phae in direct contact with air adhere 10 each other during
the first 40 min. Aerial hyphae begin to grow from the
adhered hyphace after 2 h of air exposure. The tips of
aerial hyphae start forming conidia after 8—9 h air expo-
sure. A hyperoxidant state is detected at the start of cach
of these morphogenetic transitions. A hyperoxidant state
is defined as an unstable, transient state in which reactive
oxygen species surpass the antioxidant capacity of the
cell [3,4]. In cach transition, massive total protein oxi-

Address correspondence to: Wilhelm Hansberg, M.D., Ph.D.. De-
partamento de Bioguimica, Instituto de Fisiologia Cclular, Universidad
Nacional Auténoma de México, Apartada Postal 70-242, 034510 Méx-
ico City, D. F. Mexico: Tel: +52(55) 5622 5655; Fax: +52(55) 5622
5630: E-M. whansberz iol.unam.mx.
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dation and degradation is detected [5] and specific en-
zyme oxidation takes place [6]. Loss of NAD(P)H re-
ducing power, glutathione disulfide excretion, and
glutathione oxidation characterizes the conidiation pro-
cess [7,8]). Oxygen dependent chemiluminescence is de-
tected and antioxidants inhibit chemiluminescence and
cell differentiation [9). Induction of catalase and other
antioxidant mechanisms is an expected consequence of a
hyperoxidant state [4].

Jacob and Orme-Johnson [10] characterized a catalase
activity from N, crassa. This catalase is induced by
nitrate and was reported to contain a high-spin ferric
dihydroporphyrin [10,11]. Chary and Natvig {12] de-
scribed the presence of three catalases in N\ crassa that
are differentially expressed during the asexual life cycle
and in response to different stress conditions. Lledias et
al. [13.14] reported that catalases are oxidized in vitro
and in vivo by singlet oxygen ('0,). giving rise to
different catalase activity bands in zymograms. To de-
termine the role of catalases in cell differentiation. it is
important to establish the correspondence of genes and
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catalase activities and the conditions under which the
differcnt catalase activities are induced andfor oxidized.
lHere we determined the correspondence of car—/ and
car--3 genes with the two large monofunctional catalases
of N. crassa, Catalase--1 (Cat—1) and Cawalase-3 (Cat-3).
A third catalase activity and genc correspond to a cata-
lase-peroxidase called Catalase—2 [15]. A fourth gene
predicting a catalase found in the N. crassa genome
(Whitehcad Institute/MIT Center for Genome Research)
(www.genome.wi.mit.cdu) has not been characterized.
Accumulation of mRNA and regulation of Cat—1 and
Cat-3 activities dunng the ascxual l-[p cycle and under
stress condmons was deter g dded to a
1 < d modifi 1 and disapp of Cat—1).
Under heat shock conditions, both Cat—1 and Cat—3 were
modified and probably degraded. However, these effects
were only observed in the presence of air. The in vitro
and in vivo clectrophoretic mobility shift of 1

Gl vlectrophoresis

One-dimensional polyacrylamide gl clectrophoresis
(PAGI) was done according to the Lacmmli methed but
without sodium dodecyl sulfine (SDS) <amples had no
B-mercaptocthano! and were not boiled. For the two
dimensional PAGE, the isoclectrofocusing was done in
5.5% acrylamide gel in capillaries, containing the fol-
lowing ampholites: 0.75% pH 3.5-10, 5%, pH 4.0-6.6,
1.7% pH 5.0-7.0, and 0.8%, pH 2.5-5.0. Samples con-
tained 1% pH 3.5-10 and 5% pH 4-6.5 ampholites and
15% glycerol. H,PO, 12 uM was used as anolyte and 20 M
NaOH as catolyte and electrophoresis was ran in a Mini-
Protcan I (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) chamber 10 min
at 500 V followed by 3.5 h a 750 V. One millimeter thick
platc gels were cast with the gels of the first dimension
layered on top and were run at 150 V for 2.5 h. Afier the
two-dimensional electrophoresis, gels were fixed and

was only observed under conditions in which 'O, is
generated ([13,14] and this report), suggesting that 'O, is
probably formed under heat shock and paraquat treat-
ment.

MATERIALS AND METHODS

Strains and culture conditions

The 74-ORS23-1A wild type strain obtained from the
Fungal Genetics Stock Center (FGSC) was grown in
Vogel’s minimal medium supplemented with sucrose.

Catralase activity

Catalase (hydrogen peroxide:hydrogen peroxide
oxido-reductase) (EC 1.11.1.6) activity was measured by
determining the initial rate of dioxygen production with
a Clark microelectrode [16]. Reaction was started by
injecting catalase, usually 5 ul or less, into a scaled
chamber filled with 2 ml of 10 mM of H,O, in 10 mM
phosphate buffer (PB), pH 7.8 adjusted by mixing
Na,HPO, and KH,PO, solutions. Units (1J) are dcfined
as umoles O, produced per min per mg protein under
these conditions. Activity was measured in samples just
before loading them on a gel for clectrophoresis.

Catalase activity in polyacrylamide gels was deter-
mined by incubating the gel after electrophoresis, 5 min
in 5% methanol and then, after rinsing three times with
tap water, 10 min in 10 mM H.O,. The gel, rinsed with
tap water, was incubated in a 1/! mixture of freshly
prepared 2% potassium ferric cyanide and 2% ferric
chloride. Blue color developed in the gel except at zones
where H,0, was decomposed by catalase {12.17]. Stain-
ing was stopped by soaking the gel in a 10% acetic acid
and 5% methanol solution.

2\ | TESIS CON

d for lase activity. Position in the stained gels was
determined with purified Cat—1 and Cat-3.

Catalase induction during the cell cycle and under
different stress conditions

Catalase induction during the cell cycle was measured
in 10 ml liquid cultures grown from 3 X 10° conidia/ml.
incubated at 30°C and |50 rpm. At different times.
cultures were recovered by filtration. half of cach culture
was ground in liquid nitrogen for total RNA isolation.
and the other half was treated with acetone and used for
determination of catalase activity. Ten milliliter cultures
grown from 3 X 10° conidia/ml in 400 m] Vogel's
medium, at 30°C, 200 rpm. were filtered and immedi-
ately transferred into 10 ml of fresh medium plus one of
the following compounds: 10 mM H,O,, 5 mM paraquat,
0.35 M CaCO;, 0.66 mM FeSO,-7H,0, 2.52 mM CuSO,,
0.15 mM CdSO,, 1 M NaCl, or 1 M sorbitol. Other
cultures were heat shocked at 43°C, incubated without a
carbon source, or with 4% ethanol as a sole carbon
source, without a nitrogen source, or with 4.76 mM uric
acid as a sole nitrogen source. Induction of catalase by
NaNO; was performed according to Jacob and Orme-
Johnson {10]. After cach treatment samples were pro-
cessed as described above.

Conidiation was induced using mycelium grown from
1 X 10° conidia’/ml in 400 ml, incubated for 15 and 20 h
at 30°C. 200 rpm. Ten or 50 ml of culture were filtered
and exposed to the air [1]. Adhered and aerial mycelia
were isolated and divided into two parts for RNA isola-
tion and catalase activity determination.

Cloning of cat-1 genomic and ¢DNAA

Based on two fragments of the Cat—1 protein se-
quence, the degencrated oligonucleotides S°AAGCA
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(AGIACICGNACCGTIGUCICTHGA(CTIGA(CITGGS
Md S (AGYTGIACGIACIAGICCIACGIAGICT)TC(ACG)
GGIACG)GTCCAZ were synthetized and used to amplity
a 600 bp scquence trom genomic DNAL The sequence was
cloned inte pCRI (Invitrogen, Gromingen, Netherlands)
yiclding pSM7, which was used to hybridize the Orbach/
Sachs cosmid library (FGSC). Cosmid D8, E3, E12, FIO Y
H7 gave a positive signal and all gave the same digestion
pattemn with EcoRIl, Hindlll and Kpnl in a Southem bjot
assay. The H7 cosmid was used for direct sequencmg of
cat—1 using the Sanger automatic fluo

with UV light. lybridization analysis was carried out
with a 2.3 kb Spel car: 3 cDNA fragment from pSNTE and
a 600 bp EcoRlI car—7 fragment (vom pSM7. Probes were
labeled with the Random Primed DNA lLabceling Kit
(Bochringer, Mannheim, Germany),

In vivo and in vitro modification of catalases

Fifty milliliters from liquid culture grown for 15 h
from 10° conidia/ml] were transferred to fresh medium

method (ABI PRISM310 from PerkinElmer); sequences
were assembled using the GCG software. ca!—l sequence
was deposited in the G Bank under

AYO02754S.

Cloning of genomic cat—3

A chromosomal DNA Kpnl fragment (10.4 kDa) from
N. crassa containing an open reading frame (ORF) that
had similarities to catalases was cloned into a pUCI19.
The car-3 gene was identified using a portion of the
cat—R genc of Aspergillus niger [18] in heterologous
hybridization experiments employing a N. crassa cosmid
library [19] (FGSC). A cosmid (G11H8) carrying the
car—3 gene was mapped to the right arm of linkage group
111 by restriction polymorphism map analysis {20]. This
position is consistent with the location of the gene pre-
viously designated car—7 [12].

The car-3 cDNA was cloned by reverse transcript-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) with 3’ RACE
System for Rapid Amplification of cDNA ends (GIBCO-
BRI., Rockville, MD, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Primer 5'-CCCCATATGCGTGT-
CAACGCTCTT-3’ containing the ATG of car—3 and a
Ndel restriction site was used to amplify a 2.3 kb product
using total RNA and the Elongase enzyme mix from
GIBCO. This sequence was amplified and cloned into the
EcoRYV site of pBKS to yield pSM1.

The genomic and cDNA of car-3 were sequenced by
the Sanger method and assembled using the GCG soft-
warc. cat—-3 sequence was deposited in the GeneBank
under accession number AY027544.

Isolation of nucleic acids and hybridization analysces

Total RNA was isolated with TRI1ZOL (GIBCO-BRL)
according to manufacturer’s instructions. Ten micro-
grams of RNA was loaded on a 0.7% agarose gel con-
taining formaldehyde and run at 60 V. Nucleic acids
were transfer to Hybond-XI. membranes (Amersham,
Buckinghamshire, UK) with a Vacuum Blotter (BIO-
RAD) according to manufacturer’s instructions and fixed

>3

cc ining S mM p q! or subj d to a heat shock of
48°C [12]). Some es were d by itation at
300 rpm, others were put in closed Falcon lubcs filled to
avoid any air chamber.

Purified Cat-3 was modified by a photosensitization
reaction [13]. Cat-3 (50 U/10ul)) in 10 mM PB contain-
ing 10 mM uric acid was illuminated with a fluorescent
light source (0.4 W/cm?) in the presence of 1.37 mM
riboflavin. Histidine (30 mM) and S-aminosalisylic acid
(5 mM) were used as quenchers of singlet oxygen.

Catalases were separated by PAGE, loading 50 U of
catalase activity in each lane, and analyzed by zymo-
gram.

RESULTS

Increased catalase activities during conidiation

Catalase activity increased during the stationary
growth phase. Activity was higher in adhecred hyphac
than in growing mycelia and even higher in acrial hy-
phae. Conidia had 60 times more catalase activity than
growing mycelium (Fig. 1A). Cell extracts of the differ-
ent cell structures analyzed by PAGE under nondenatur-
ing conditions gave different bands of catalase activity in
the gel (Fig. 1B). The band of lower mobility corre-
sponds to Cat—1 that is accumulated in conidia. Cat—1 is
oxidized by singlet oxygen giving rise to more acidic
enzyme conformers {13]. Some of these bands, Cat-lc
and Cat—le, are observed in the adhered hyphac, acrial
hyphac, and conidia (Fig. 1B). In the zymograms, the
partially oxidized Cat—-lc co-migrated with Cat-3 activ-
itv. A third catalase activity., Cat-2. exhibited a higher
electrophoretic mobility than Cat-1 and Car--3 and ap-
peared in acrial hyphae and in conidia (Fig. 1B). Cat--2 is
a wivpical caalase-peroxidase similar in sequence and
biochemistry 10 the bacterial enzymes [15].

Cuar—1 and Cat—3 are regulated differeniially during
the asexual life crycle
To dectermine which catalase activities are present

throughout the asexual life cycle, cell extracts from the
different cell structures were analyzed by zymograms
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Fig. 1. Catalase activity during the conidiation process. (A) Catalase
specific activity in exponentially growing hyphae (Exp), mycelium in
stationary growth (Sta), adhered hyphac (Adh). acrial hyphae (Acr).
and conidia (Con). (B) Catalasc zymogram of a gel afier PAGE of 50
wug protein/lane using from cclls indi in (A).

using two-dimensional PAGE. Cat—1 was the main cata-
lase activity in conidia, during germination of conidia,
and initial growth (Fig. 2). The low amount of Cat-3
activity in conidia disappeared during germination and
reappeared after several hours of filamentous growth. At
the end of the exponential growth phase, Cat—3 was the
predominant catalase activity; Cat—1 was a minor com-
ponent (Fig. 2). Cat-3 activity increased with adhesion
of the mycelium. Adhesion marks the start of the
conidiation process and aerial hyphae grow from the
adhered mycelium [1]. Both enzymes coexisted in aerial
hyphae. Concurrent 1o conidia formation. Cat—1 activity
increased and accumulated in conidia (Fig. 2) [4]).

Cloning of cat—1 and sequence comparison with other
catalases

Based on the mmino acid sequence of two Cat-1 pep-
tides, degenerate oligonucleotides were designed and used
for PCR rcactions. A 600 bp genomic DNA fragment was
then used to obtain the entire car—/ gene from a cosmid

33 7

Cat-1a—
Cat-3, Cat-1c=—
Cat-1¢ —

Cat-
Cat-3, Cat-1c—|

Cat-1a
Cat-3, Cat-1c

Cat-ta =
Cat-3, Cat-1c—

Cat-1a =
Cat-3, Cat-1c ~—

aersal mycelhg

Fig. 2. Cat-1 and Cat-3 during the ascxual cdl eycle. Catalase £ymo-
gram of gels after onc (first gel) or PAGE( gcl)
of S0 ug protcin from cell from idia, germi
mycelium after 12 h . in the ry growth
ph:nsc. adhcrcd myceluum and acnal mycclium, Cat-1 in the two-
1! PAGE is 10 sce the Cat-3 mobility
shift which is appreciated to the right of the dashed line. Modified
Cat-3 in conidia disappears afler 10 min germination. Ox
conformers are obscrved in conidia and after 6 h germinai

library. A long ORF predicts a large catalase that come-
sponds to the Cat~1 activity (see below). car—/ is in contig
2.552 (Whitehead Institute/MIT Center for Genome Re-
scarch) (www.genome.wi.mit.edu): the necarest marker is
con-6 (contig 2.549) of chromosome ll. Amino acids for
heme binding and for activity are conserved in the catalases
shown in Fig. 3. Cat—1 amino acid sequence is 76% iden-
tical to Podospora anscrina CatA (AJO11298), 64% 1o
Aspergillus fiimigarus CatA (UR7630) (21], and 60% o
Aspergilius nidulans CatA (U37803) [22], Two in frame
ATG codons could generate a Cat—1 of 765 or 736 amino
acids and 85511 or 82.263 Da.
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sniisqagak
anylpam ok
atxiagglhr
atsitaglak

=1 lalhyps

FDHERTPERV V.:ARG-GA!G kFkvyESesD
CacA(Palr FDHERIPERV VHAPGSGAEG kFklfESaeD
CatA(Af) FOHMERIPERV VHARGLGALG nFklkESieD
CatA(An} DniAKErlhR FDHERIPERV VHARGELGAYG nFtlkESieD
Consensus 5--ARE-1-R FDHERIPERV VKARG-GA~G -F~--ES--D

Car-1iNc:

1
Cac-1(Nc) ?gODALl(’PD ViHAQRPEPH NEVPQAQeAH MNFWDFQfnH CEATHMFtWA MSDRaIPRS1 VNT yebi HF
Cach{Ps) FIQDALKPPD ViHAGKPEPH NEVIOAQUAH MNFWLFQynH CTEATHMImWA

CatA(Af} FIQDAVEFPD LVHAVKPEPH AN N

. onidation of catal

PE3

4D lkn
~salilqk
asrulvpler
1 3% va;.,x. arurvhe n.‘..

SReTPVFVRF S’X’V]GSRG5A DTVRDVRGFA VEFYTeSGHN
SReTPLFiRF STVIGSRGSA DTVADVKGFA iKFYTREGNA D
SRATPYPVRF STVQGSRGSA DTVKDVRGFA VKFYTQECNW
SRATPYPVRF STVQGSRGSA DTVRDVRGFA VKEYTAEGHW
SR-TP-F-RF STV-GSRCSA DTVHDVRCGFA -~KFYT-EGNW

NSDRGIPRSY FMMOGFGVNT ftLiNakGeR HFVKFiftPe

MSDRaIPRSY RMMQGFGVNT falvNkeGkR HFVKFhwiPh LGVHSLVWDE

CacA{An) PIQDALKPPD EVHAVKPEPH NEVPOAQLAN NNFWDPvylH DEATHNFPRMA NSDRAIPASY RMNQGFGUNT fsLuNkeGkR HFVEFhwiPh LGCYHSLVWDE

Connensus FIODA-KPPD —--HA-RPEPH

301

~WA MEDR-IPRS- RMIQGPGVNT --L-N~-G~R HFVKF---P- LGVHSL-WDE

@
Cat=-1(NC) ALKLAOGQDPD FHRKDIAMEAI eMgayPRWkr O0lCalafeds NXFAFDIIOA TKiWPEAILVP vRyAGERELM MMpDEFFPQT EQLIAFCTSHV vncigFebDP
CatA(Fa) ALKLAGQDPD PHRXDLWEAI eMgvIPXwkr GIQVIpEAde hkrdFDIIDA TKiWPEAIVP VRYiIGELELN RNpDEPFPQT EQUVAFCTSHI VpGIgPsDDP
CatA(Af) ALXKLGGQODPD FHAXDLARAI ANkeyPXWAP 8IQVIPEeRG AAFreFDI1DA TRIWPENIVP 1RVIGEIELN RMvDEFFPYT EQUAFCTSHLI VpGIiAFtDDP

CatA(Anl ALKLaAGQDPD FHARDLmEAI dNkayPRWdrFr slQalpEedq dkFeFDICDA T

ARVVGEILLN RNIDEFFPeT EQUAFCTSHI VpGIdAPsDDP

Consensus ALKL-GQDPD FHRKDL-EAY -M---PKW-F -IQ-I-f--—~ --F-FDI-DA TH-WPE--VP -R--GE-ELN RN-DEFFP-T EQ-AFCTSH- V-GI-F-DOP

L4
Catr-1{Nc) LLOGRNFSYL DTQiSRLGVM
CacA(Pa} LLOGRNFSYt? DTQlSRLGIN

CPVvmNENRDG amRHEISIGT VNYYyPNRFAR cpRPi

500
slk... .egGyleyaq kvaGixaRar saKFKEnNt=Q

ARRHTEItRGT UNYwPNRFek vkPathe .egGyveyas kvaGixaRar sakFkEhtaQ

Cata(Af) LLOGRNFSYf DTQiSRLGAN QRRHTItQGT VDPtgtkgeg voeGftiypq rveGiknRal naKFrEhhng
CatAlAn) LL SYq DTQi AXRHrItkGT negPasdk... ...Gfkshpa PitGrXrRAl tpKkFkEyhnGC
< LL SY- DTQ --RH-I--GT —=Peos--=ec -cuGememc-r--C-K-R-=~ --KF-E---Q
s01 600

Cat~1{(NC)} AQLFYNSasSp i1EXgHminAft LAAIDLGLAQ PrrtnhpNHG rktinLsSQte FppatPrlksS RRvAaliiaDG
CatA(Pa) AQLFwNSmSa VERnHiinAl LAAIDLOLAG ep PkeasrpiNG rkapgLSQte FpgskPrIaS RRiAIlvaDnc
CacA(Af) AQLFyNSmSe hEX1HmkkA€ laghR LAeIDLeLAQ PakalkqNHG rraphLsQte FipknPtIaS RRiA11igbG
CatA(An}) AQLFYNS1Se VEXVHVKKAL iVY¥eRlagqR LA@IDLPLAQ PtkalrdNHG ktsvrLSQfd FtpkaPgIiS RAiIAI1igDG
Consenaus AQLF-NS-S- -EK-H--~A- ~VY-Re-=-R LA-IDL~LAQ --AEMVG--- P-exc-—n=NHG -=---- LSQ-~ F-=---P-1-5 RR-AI---DG

601

706G

Cat~1{({NC) YDnvAydaay AAIsAnqaiP luigprrSkv tAan....gs .tvgPhHhle GIRSTMvDAlL FliGGakaae tLsSXNGralh WIrEaFGHLK AiGALGEAvd

CartA(Pa) YDQvAyoaay aAIsAglaiP lvigtkrSki vAag....ga gstcPhihle GERSTMvDAL FIPGGVAsir aLskNGCralh WITEsaFGHLX
CatA(Af} YDpvAstglk tAlkAanale (ﬁiq:krSax YAt .edktas kgiiPdHhyd GQRETMIDAt FIPGG Phva tLrqlGqiky WISELFGHLY
h kgwi

CatA{An] YDkiAfngmk BAIlAaamaP 1r

Consensus YD--A----- ~AI-A----P .-_....5.._ “a
01
Cac-1(Nc) LVakaialp.

GMRSTMEIDAE FIPGS

shie tlqkNCGQiry WIaCtFGHLK
- G-RSTM-DA- FIPGG

- el HGe--- WL F-PGHLK
780

.qutvasca EvhesYGVVT lk.kvkpeSf tdavkiaKga agFlgeFFya IaQHRNWARE LDGLISmiAy

CTatA(Pa) Lvnkaiglp. ..avsvsesa EvqdsYGVVT mr.etkpgSl ssavdivKag agFmexFFhn IaQHRCwaRE LDGLhEgvAy
CatrAlAf) Lvketlsgtl hvquassqsp EpvewYGVVUT agoukgkpeSf kosvailKga tdFrgkFFyq ISOHRNYQRE LDGLAaStiAf

Catatinl LVkevignum ovqQiagadsa EpvewYGVVUT arcpesaeSl segfkviFda gdFtskFFyq ISOHRNWQRE
¥-- --F---FF-- I-ThR---RE

Consensus LWVe ==acoo

Fig. 3. Cat—1 sequence compared with other fungal catalases. Cat—1 (Nc), N. crassa Cat-1: CalA (P.x) I' an.u-ruul CatlA (AJOL1295:

CatA (A1), 4. fumigatus CalA (UR7630) and CatA (An). A. nidulans CatA (U37803). S e led

By sequence comparison of the homologous cata-
lases, introns in car—/ were deduced. Thc cat—1 has only
one intron and it has the cc 1 seq for
processing. This intron position is conserved among P.
anserina catA4 and A. fumigatus catA but is not conserved
in 4. nidulans catA. A second conserved intron in A.
JSumigatus and A. nidulans genes was absent in car—1.

Cloning of cat—-3 and amino acid sequence comparison
wirh orther caralases

A chromosomal DNA Kpnl fragment from N. crassa
containing a putative catalase gene was cloned, sequenced
and subjected to ORF analysis. A long ATG-initiating ORF
predicts a caulase of 716 amino acids (78,850 Da) that
corresponds to Car—3 activity (sce below). car—3 is in contig
2.42 (Whitehead Institute/MIT Center for Genome Re-
search) (Www. genome.wi.mit.edu) the nearest marker is
mip—1 in chromosome 111. The predicted Cat-3 sequence is

= intron position in the corrcsponding gene: ® = active site amino acid: ® = amino acnd for heme bmdmg

DX

in light gray: =

73% identical to P. anserina CatB (AJO1130), 68% to
Claviceps purpurea Catl (AJO01386) [23], 63% to 4. nidu-
lans CatB (UR0672) [24], and 62% to A. fumigarus CaiB
(U87850) {25]. Amino acids important for binding of the
heme and for activity are conserved in all these catalases
(Fig. 4). A putative signal peptide consisting of a highly
hydrophobic and basic scquence at the N-terminus is
present in all of them (Fig. 4) and is probably used for
secretion [21.23] (see below).

A car-3 cDNA was amplified by RT-PCR and the
resulting DNA fragment was cloned and seguenced.
car—3 has two introns with consensus splice signals. The
first intron is conserved in all five catalase shown in Fig,
4: the second intron is present only in C. perpurea car=1.

Primer extension experiments indicate that cas- 3 tran-
scription initiates at —250, —87. —36. and —11 (not
shown). Other minor sites are rather improbable stanting
sites. The termination and poly-adenylation sites were
determined by scquence analysis (AY027544).
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Bignal KEX2 mature
peptidar endupeprtidase protein
H F——
1 H N
Cat- 1(NC) ~-mrvnallplsgligtalA aCPtadp.salgjrRae....g¢ evdarqrike vevdDnggfm ttD{GGniZe OISLkAGyRe
CatBiPa) mkrlltwatlvgsmoabtkd agﬁ(udpnyrxa . sqqtenil.ee yevdDsnaym sSsDvGGpmEd on L-(Ar',_(‘
Cat1(Cp) -mvrislaatslavaglash gQRtadp.gyr dessrghlag fevdDsegyl taDvGGPiEd QnSLRKAGARG OKi LHFDHER
CatB(An) —~---mpalgivol; ;0N teateeflse yyldDtdsyl CrDvGGPiEd OQSLKAGAPRG R
CatB(AL) -—~--~Eltfipabi X aaateeflsg yylnbDndafm tsDVGGPiEd QONnSLSAGeHG OKiqr¥DHER
Consensus D s e L-- -=~-De--== --D-GG--E- Q-SL-AG-RG

OK- -FDKER

e - - ® ® 20¢
Cat-3(Nc) RPERVVHARG aGAHGiFTSY gDWSNITAAS FLgakdFqTP VFVRFSTVAG SRGSaDtARD VHGFAI’.R&r DEGNFDIVGN NiPVFFIQDA 1trFPOLIHsV

CacB(Pa)
Catl(Cp) YPERAVHARG tGAHMGLFTSY gDySNITAAS
CacB(An) fPERAVHARG aGAHGVFTSY gDISNITAAS
CacB(AL) l-FERnVNARG AGAHGVFTSY gDISNITAAS
Consensus --PER-VHARG GAHG-FTSY -D-SNITAAS

: -
Cat-3(NG) KPSPDNEVPQ AATAHDSAWD FFSsQpSalH

K PERAVHARG aGAHGLFTSY aDwSNITAAS FLOgagKkTP VFVRFSTVAG SRGSaDtARD VHGPACRELYT DEGNFDIVGN NiPVFFIQDA IrFPDLIHsV

SRGSaDLARD VHGFAVREJIT DEGNFDIVGN NVPVFFIQDA IQFPDLIMav
SRGSEDIARD VHGFACRLYT DEGNFDIVGN NiPUFFIQDA IQFPDLIHav
SRGSADIARD VHGFAtREYT DEGNFDIVGN NiPVFFIQDA I1FPDLIHaV
SRGS-D-ARD VHGFA-R-YT DEGNFDIVGN N-PUFFIQDA I-FPDLIN-V
- 300

FGiHTERIVT eDGksKLvEw HWKCLKOGKkAa lVWeEAQVla GKNaDfnRQD
PGVHTERIVT ADGNSKLiKw HIKEKQGKAS l1VWeEAQvia GKNaDfhRQOD
1VT ADGEsKLvKw HWKSKQGKAS LVWAEAQraa GKNaDyhRQD

IPRSIRHVDG FGVHTIRIVT eDGatKLVK? HWKCL1QC1lAS MVWeEAQGis GKNPDYmMRQD

CacB({Pa) KPSpDREVPQ AATAHDsAWD 'FSQQPSL-H

Carl{(Cp) XPrqDnELiPQ AATA 1M

Catp(An) KPkgDXrELPQ A AWD ¥ 1H TL1

CatB(Af) KPrgDnNELPQ A r TL1 x
Consensus PFr5-Q-S--H TL I

PGVHTIRIVT ADGasKLVK? HwXslOGkAs MVeeEAQQ

CKNPDIMROD

Cat-3(Nc)

RH R-VT

g
AEdkagayGr DL1DPTRIIP EEfaPlqQvlG eMULnrNPmN YPAETEQist Q&HXVRGVD FTEDPLLOGR

X--QG-A- -VW-EAQ-

CatB(Pa) AEekalafGr D1lIDPTKILP EE1aPlvplG iMkLArNPtN YFAETEQumy QPGHiVRGVD FTEDPLLQGR

Catl(Cp) LfdaIgeGny PeWELnlQii nEdqalafGr DVIDPTKiIiP ERyaPlmpvG vMrLAaNPsN YFAETEQumE QPGHiVRGVD FTEDPLLOGR

CacB (An} LfesleaGry PeNELNvQim AEsdqlrfGr D1l EDPTKiVP EEyvPltplGC kMtLnrNPIN YFAETEQvmt QPGHVVRGVD FTEDPLLOGR
CatB(Af) LhdaleaGry im Dl1DPTRivVP EEfvPitklG kMQLArNPrN YFAETEQvmt QPGHiVRGVD FTEDPLLOGR 1fSYLDTQIN
Consensus L---I--G-- D-~DPTK--P EE--P----G -M-L-<NP-N YFAETEQ--- OQPGH-VRGVD FTEDPLLQGR --SYLDTQ-N
401 sS00
Cat-3(Nc) Rhr.GPNFEQ 1PINrPvsgv HNNNRDGQGQ awIhkNihnY asPsylnkgyp aQANQtvGrG FFTtPgRtas GvLnRelsSat FADhytQPRL FINS1tpvEq
CatB(Pa) RnQUGPNFEQ iPINrPvspv HNNNRDGaGQ mlIhkNvypY tPntlnggyp 1OANQLhGKG FFTaPnRivd GkLvRalSpt FdDhwsQPRL FyNSltrvEg
Catl(Cp} 1PINrPvvpi HNNNRDGAGQ nfIhkNnapY tPntlnkgfp kQANQkeGkG FFTaPgRkvs GSLGRrlsnt F1DhwcOPRL FINSitpiEq
CatB (AN} 1PINGPrvai HNNNROGAGQ mfIPINpEAY sPntlkgstl \GrG FFT Al GnLVR FdDawsQPRL FwNSllpatEk
CacB (AL} 1PINGPrvpy HNNARDGAGQ mfIDINpha¥ aPktswngsp kQANQLvGAG FFTaPgRtts GkLvRavSss FeDvwsQPRL FyNSlvpack
Consensus ~PIN-P---- HNN-RDG-GQ -=-Y--N---¥ ~P- -QANQ--G-G FFT-P-R- G-L-R--S-- F-D---QPRL F-NS----E-
€00

Cat-3(Nc)} QFVinAIRFE ashveneqVk kNV1eQlNki SnDvAkRVav AlGleaPQpD ptyYHnNvTr gvsiFneslp riatLrvgVvlL .StikggSld kakalkegle

CatB(Pa)

Catlicp)

CatB(An)

CatB (At} QFVidAIRFE nanvkspvVk nNViiQlNri dnDIlAr
Consensus QF---AIRFE ~- Ve -NV--Q-N-- -=D-A-RYV--

601
Cat -3 (Nc) kdglkVivia EylasGVdQT YssaDAtafD avVvaeGabr

CatB(Pa) kegvvVtvvg EvikeGVAQT yYsaaDAtgyD avVvvidGaiEg
Catl(Cp) trevaVivva EslatGVAQT YdaaDAvsfD giVvadGvEa
CatB(An) ndnldvivva ErfsnGVnQT YsasDAiqQfD avVvapGaEk lfgaks....
CatB(Af) AdgvdVviva ErladGVAQT YstsDAiQfD avVvaaGaEs lfaassftgg
Consensus =V=-=-=-- E--~-GV-QT Y¥---DA---D --VV--G-E- -- - ———

741
Cat-3(NC) keagvyag. aqdevikgve eGLkvPkfle RFavDgddee

CatB(Pa) gqgdegvvvge gvequvkgve eGLIrvFrylg
Catl(Cp) g..agvymrn statlvgdfq kGLakFkftd
CatB{An) avegvyvada vdesfannle eGLtvFkeld
CatBI(AL) srdgvyvaqs vtddfandlk eCLrtFktlad
CatB(AN) —=--e=me —mmmeeeon ~ -GL-=-F-oc-

'ar AiGvaePepD ptfYHNNKTa dvgtFgtkLk kldgLkvgVi

QFlinAIRFE ashlkneqVk kNV1eQiNrv snDvAkRYVav AlGleaPapD pafYHnNvTa glsiFngtlp ciatLrvgVL asSsfndgSla qarelkeqls
QF1inNAIRFE tshl.sqvVq kNV1aQlNk:i: shDVAVRVGK AlGldaPpabD dkyYHnNQTk glsiFgeelp tiatLivgVvi, aStasknS!

a gAgalkdafk

QFVVNAIRFE nanvksdvVk nNVivOlINri snDlAtFVak AiGwvdaPepD ntyYHANCTS nigaFghrlsg slagLkiavi aSvdaeeSfs aAtaol.xaels

YH-N-T- -

Fe--L- -—=-L---VL

. . sgkgamSp LfpaGRPSQI 1tDgYrwGKP vaavs..Sak kalgsigvec
tg.gknSp LEpaCRPgQl lvDayrwGKp VaavGenSgqg aleqtvgvs:
LIGQPGRPSQI vnDIynwGKp MGE1G. .Sak ravkatsvve
LypaGRPlel 1vDafrfGKp vaalG..Sas tafdnagint
LyptGRPlQl 1iDgfrfGKE aalrnagiaz
L--~GRP~-I --D-~--GK-

Fig. 4. Ca1-3 sequence compared with other fungal catalases. Cat-3 (Nc). M. crassa Cat-3; CatB (Pa). . anserina CaB (AJ011309);
Catl (Cp). C. purpurea Catl (A100I386), CaiB (An) A nidulans CatB (U80672):. and CatB (Af) A. fmugnlns‘ CnlB (U87850).

Conscrved amino acids of the

£ d in dark groy and f g sites are d and an arrow
indicates the start of the T in. The ‘\l-lcnmnal ptide and of an i ] ide is labeled in light gray; w =
intron § i in the cosr gene: ® = active site amino scid; @ = amino acid for hcmu binding.

cut—1 encodes Caralase--1 and cai-3 encodes
Catalase-3

N. crassa has four catalase activities. To establish
the correspondence between genes and activities. three
N. crassa catalases were purified and N-terminal or
internal peptide amino acid sequence determined. Pu-
rified Cat—1 was digested with endolysin-C and the
resulting peptides werc scparated by high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC). One |5 and

two 12 amino acid long sequences are predicted by the
sequence in Fig. 3. indicating that car—/ gene encodes
Cat-1,

Only 5-10% of the analyzced Cat-3 for the N-terminus
generated a 27 amino acid sequence that correspond to a
processed Cat-3 enzyme (Fig. 4). The rest of the cawalase
secmed to have a blocked N-terminus. To climinate a
possible contamination with another catalase. an intemal
peptide of Cat-3 was sequenced. The sequence of I8
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Fig. S. car-1 and car-3 mRNA lation during the life
cycle. (A) Northern analysis using car-/ and cat-3 cDNA as probes
and total RNA from conidia (con). and mycelia during germination
(germ): logarithimic growth (log). prestationary growth phase (pre-sta)
and stationary growth phase (sta). (B) Northern analysis using car—7
and car-3 cDNA as probes and total RNA from adhered mycelium and
acrial myccelium at different times. FfRNA is shown as a loading control.

amino acids from an endolysin-C digestion peptide con-
firmed the correspondence between Cat-3 and the pre-
dicted sequence from car—3 (Fig. 4). Because the five
catalases shown in Fig. 4 contain a putative signal pep-
tide for secretion, our results suggest that Cat—3 is pro-
cessed at the amino terminus for secretion.

Regulation of cat—1 and cat-3 during the N. crassa
life cycle

Only car—~1 mRNA was accumulated in conidia, but
disappeared at the start of germination (Fig. SA). How-
ever, car-3 mRNA is observed in genminating conidia
when subjected to stress conditions such as intense light,
a source of singlet oxygen. or when carotenes are absent
{14] (see below). car~3 mRNA appecared in growing
mycelia (9 h), accumulated in the late exponential
growth phase (1824 h) and decreased in the stationary
growth phase (Fig. SA). car-/ mRNA progressively ac-
cumulated during the prestationary and early stationary
growth phase (18-33 h) and decrcascd thercafter (Fig.
SA). car-3 and cat—1 mRNA were present during adhe-
sion of hyphac (Fig. 5B). and both diminished after 1 h.

on ol cataliases

In acrial haphae car-- 3 mRNA was detected at the st ot
conidiation (8 -9 h) and decreased aftenwards, and car- 7
increased when conidia are fornmed and thereafier (1018
h) (Fig. 58B).

Regulation of cat—\| and car-3 undor stress canditions

Growing mycelium was subjccted to different stress
conditions and, after 3 or 6 h under stress, total catalase
activity and zymograms, and car—/ and car-3 mRNA
levels were determined. There was a substantial increase
in total catalase activity with paraquat and heat shock,
and a moderate increase with uric acid and transition
metal ions. Other stress conditions produced no or only
slight ch in total |} activity (Fig. 6). Increased
Cat—1 activity and accumulation of car—7 was observed
with high salt and with ethanol as sole carbon source
(Fig. 6, lanes 9 and 13). Under the other stress condi-
tions, car—7 mRNA decreased or disappeared.

Cat-3 activity and car—3 mRNA accumulation in-
creased with H,O,, paraquat, cadmium, heat shock, uric
acid, and nitrate. The induction of Cat-3 and car-3
mRNA by paraquat was higher than with H,O, (Fig. 6,
lanes 3 and 4). A high concentration of CaCOj; in the
growth medium increases catalase activity due to H,O,
production by induced glucose oxidasc activity [26].
Under such condition accumulation of car—3 mRNA also
increased (Fig. 6. lane 5). Transition metal ions. such as
Cu(ll), Fe(Il) and Cd(Il). increased Cat-3 activity, but
after 6 h car-3 mRNA accumulation was only observed
with cadmium (Fig. 6. lanes 6--8). High salt did not
affect Cat-3 activity and sorbitol decreased it. Heat
shock increased Cat-3 activity and accumulation of its
mRNA (Fig. 6, lanc 11). Other stress conditions assayed
included carbon starvation, growth with ethanol as a sole
carbon source. nitrogen starvation, and growth with uric
acid as a sole nitrogen source. Only in the last condition
was increased Cat-3 activity and car-3 mRNA accumu-
lation observed (Fig. 6, lane 15). In comparison to am-
monium, nitrate as nirogen source increased Caw-3 ac-
tivity and car-3 mRNA accumulation (Fig. 6, lanes 16
and 17).

Car-1 and Car—3 arc modified during the asexual life
cvele and under stress conditions

Cat~1 is madified in vitro and in vivo conditions when
singlet oxygen is formed (13,14]. During the asexual cell
cycle, mobility changes of Cat—1 and Cai-3 were ob-
served (Fig. 2). For Cat~1 this was particularly evident in
conidia and after 6 h germination; Cat—3 modification
was always observed but not when it is synthesized after
6 h germination. A mixture of unmodified and modified
Cat-3 was obscrved in the adhered hyphae (Fig. 2).
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Fig. 6. Cai-1 and Cat-3 in mycclia under ditferent stress conditions. Grown mycchum was ll-.msfcrr«.d inte fresh medium and subjected
to stress conditions for 3 or 6 h. Half of each culture was used for activity deter and the other half for RNA extraction
and northemn analysis. Bars indicate catalase specific activity, below bars there are zymogrms and northemn blots using cither car -/
or car-3 cDNA as probes and rRNA as loading control. Lanes | and 2, without stress for 3 or 6 h: stress conditions for 3 or 6 h.

indicated in cach lane, were: 10 mM H,O:: S mM paraquat; 0.35 M CaCO,: 0.66 mM FeSO,-7H,0: 2
heat shock at 43°C: C(—) = without a carbon source; EtOH = 4¢

CdSO.: I M NnCI I M sorbitol: HS =
N(—) = i
source; NGO, =

uric acid =
grown in Na;NO, as nitrogen source.

Stress conditions in which Cat-3 was induced were
tested for modification of Cat—1 and Cat—3. Paraquat is a
redox cycling compound that requires the presence of
O,. Thus, paraquat was added to a culture in the presence
or absence of air. In the course of 6 h in air, Cat-1
activity disappeared, and therc was a marked increase in
Cat—-3 plus Cat—Ic activity. This latter change was not
observed in the absence of air (Figs. 7A and 7B). Cata-
lase activities from heat shocked cultures in the presence
or absence of air were analyzed by PAGE and zymo-
grams of the gels. Catalase activity increased during the
first 3 h of heat shock. During this period. most of Cat—1
and Cat-3 underwent a shift in clectrophorctic mobility.
These effects were only observed in the presence of air
(Figs. 7C and CD, lane 5). Cat—| rcappeared after 6 h of
heat shock and a prominent smear indicated the genera-
tion of modified cawalase conformers (Fig. 7C, lane 6).
No changes were apparent in the zymograms in the
absence of air. These results suggest that under heat

Bl

mM CuSO,: 0.15 mM
a cthanol as a sole carbon

4.76 mM uric acid as a sole nitrogen source: NH, = grown in NH,C] as nitrogen

shock induction, modification, and turnover of catalases
depend on the presence of Oa,.

Because catalase oxidation (Cat—1 and Cat-2) has
been only observed under conditions in which singlet
oxygen is produced {13,14]. purified Cat-3 was sub-
jected to a photosensitization reaction that produces sin-
glet oxygen. After 3 h in the presence of riboflavin and
light, the electrophoretic mobility of Car-3 increased
(Fig. 7E) similarly to other catalases. The presence ot
singlet oxygen quenchers such as histidine and S-amino-
salicylic acid prevented this change.

DISCUSSION

Two catalase genes car—/ and car—3 were cloned and
the corresponding enzymes Cat-1 and Cat--3 identified.
Recgulation of these enzyme activities during the asexual
lite cycle of N. crassa and under stress conditions was
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Fig, 7. Oxidation of Cat-1 and Cut-3. (A~D) zymograms of gels after PAGE of protcin extracts from growing mycelium. (A) Treated
with paraquat in the prescnce of air: (B) with paraquat in the absence of air: (C) heat shock (48°C) in the presence of air: (D) heat shock
{(48°C) in the absence of air, lancs 1-6 indicate 0, 0.5, 1, 2, 3, and 6 h incubation; below cach zymogram tolal catalase activity relative

to initial activity is indicated; (E) purified Ca1-3 oxuducd by a photosensitizing reaction. Lanc 1 “uhnul treatment: lane 2 ittuminated

for 3 h in the absence of riboflavin: lancs 3-6, il in the g
3 h m the presence of ribotlavin and 30 mM histidi lane B,

of riboftavin for 0.5, 1. 2. or 3 ane 7. iluminated for

lisylic acid. A dash line is i

determined. Both catalases were oxidized in vivo prob-
ably by the reaction of 'O, with the porphyrin.

Catralase genes and activities

The two genes reported encode large catalases (=80
kDa monomer). Like N. crassa, A. fumigatus, A. nidu-
lans, and P. anserina. also have two large catalases
([21.22,24,25]1, AJO11298; AJO11309). Thesc cnzymes
belong to a family of catalases from bacteria and fungi
that have a flavodoxin-like domain at their C-terminal
[27). In contrast to small catalases (~60 kDDa monomer).
the presence of this domain impairs binding of NADPH
in large catalases [28,29]. At the protein level overall
sequence identity between Cat—! and Cadt-3 is 36%, with
only 29% sequence identity in the C-terminal domains. If
the C-terminal is not considered, sequence identity rises
to 44%. Despite this rclative low similarity, the three-
dimensional structure of the C-tcrminal domain from
both enzymes is very similar among them and similar to
the corresponding HPI from Escherichia coli ([30), Diaz

¢ for 3 h in the prc<cm:u of nhnll.nm and § mM

to better appreciate the mobility changes of Cat--1 and Cat -

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

In contrast to small caualases, Cat—1 and Cat-3 are
thermo- and photo-resistant and withstand denaturation
by extreme pH and high concentrations of denaturants
[31]). Both enzymes have a chlorin instead of ferro-
protcheme IX [11.13], both endure molar concentrations
of H,O, and have a lower sensitivity to azide inactivation
([31], Diaz ct al,, unpublished).

The sequence of the Cuat--3 N-terminus and of the
processed enzyme indicates that this catalase is probably
secreted. Catalases homologous to Cat-3 have a similar
sizmal peptide that is processed for secretion [3.21]). In
fact, catalase activity was detected in the growth me-
dium, which could correspond to Car-3.

car-/ has two in frame translation initiating codons.
Alignment with the Cat—1 homologues (Fig. 3) and test
codce prediction favors the second initiation site. Besides,
only this sitc is in the right context (CCCACCAUG).
Thus, translation trom the first site is unlikely. If trans-
lated from the sccond site. Cat—1 would still have a long

3% TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
N



S MICHAN o7 .

and loose N-terminus, similar to the homologous £. coff
HPIL No defined electron density tor the first 26 amino
acids was found in the HPIL crystallographic structure
[30]. This was also observed in the Cat-1 structure (Diaz
et al., in preparation). The N-terminus of the Cat-] does
not have a recognizable signal peptide, however, the
enzyme was found to be associated mainly to the cell
wall of conidia {32).

Because both ecnzymes are at least partially extracel-
lular, their resistance could be related to the harsh con-
ditions of the environments where fungi germinate and
grow. In contrast, small catalases in _animal cells only

cq! acid i for their peroxisomal localization.

Catalase regulation during the asexual life cycle and
wunder stress conditions

Cat—1 and Cat-3 are present throughout the asexual

life cycle of N. crassa but arc exp d diff ially.
Due to its accumulation in conidia, Cat—1 accounts for
most of the activity during germi ion and initiation of

growth. The homologous catalase of Cat—1 in A. nidu-
lans, CatA, is specifically accumulated in spores and
conidia from a CatA mutant strain are sensitive to hy-
drogen peroxide {22]. This indicates the importance of
catalase for germination in substrates, such as plant ma-
terial, that can generate considerable amounts of hydro-
gen peroxide through NADPH oxidase [33].

Cat-1 was the main activity during the early expo-
nential growth phase in nutrient liguid medium under
non-stressed conditions. On the other hand, during the
late exponential growth phase, Cat—-3 was the predomi-
nant activity and car—3 mRNA accumulated. However, a
low level of Cat—1 activity was always present during
growth. In the prestationary growth phase when growth
is restricted by increasing limitation of nutrients, the
Car—1 and car—/ mRNA increased.

There was a stepwisc increase in catalase activity
from the growing myceli to the qui conidium. A
hyperoxidant state is generated at the start of each mor-
phogenetic transition of the conidiation process [3.,4].
Thus, an increase in catalase activity with the appearance
of each differentiated cell structure is an expected con-
sequence of a recurrent hyperoxidant state during the
conidiation process. In acrial hyphae. car-3 mRNA in-
creased transiently at the stan of conidiation. The largest
increase in catalase activity occurs after formation of
conidia when car—/ mRNA is accumulated and Cai-1
builds up 1o constitute 0.6% of total conidial protein [31].

At the sian of germination a hyperoxidant state is
developed: this leads to total protecin oxidation. The
apparcnt Cut—1 turmover increases in conidia subjected 1o
stress conditions that can generate singlet oxygen [14].
When these results were published only one gene had

been detected (Baldwin, J. 1. and D). O Nutvip, Abstr.
18th Fungal Genetics Contl. absar. 15, p. 31 1v95)yand it
was suggested that under those stress conditions it was
car--1 mRNA the once accumulated [14]. With the iden-
tification of the two genes encading Cat -1 and Cat-3
(this report), we now know that the mRNA accumulated
in conidia under stress cosresponds to Cat—3. and not
Cat-—1.

Cat-3 activity and car—3 mRNA increased in mycelia
subjected to stress conditions, such as H,O., paraquat,
cadmium, heat shock, uric acid, and nitrate trcatment.
car—! mRNA accumulated only in a nutrient depleted
medium or with an inadequate carbon source for N.
crassa such as cthanol. Thus, both genes are differen-
tially regulated during the asexual life-cycle and in re-
sponse to stress conditions. Cat—3 activity probably in-
creases when cells respond to stress conditions that can
be rapidly compensated and growth is resumed. Cat—1
activity augments when cells have to respond to severe
stress that impairs growth and a resistant cell structure
for survival has to be made, such as arthrospores or
conidia. Cat-3 associated to growing and Cat—1 to non-
growing conditions can be observed in the transition
from exponential growth to the prestationary and early
stationary growth phase, and in the transition trom grow-
ing aerial hyphae to nongrowing conidiated acrial myce-
lium. In general, catalase activity in N. crassa is regu-
lated at the level of mRNA concentration, in contrast to
the A. nidulans CatA that is regulated at the level of
translation [34]. However, catalase regulation also oper-
ates at the level of enzyme degradation (sec below).
Because both catalases are apparently very similar, it
would be interesting to know if there are particular
aspects that makes one more suitable for growing and the
other for nongrowing cells. Alternatively, this regulation
could only be a reflection of gene expression of a similar
enzyme under different conditions. Because Cat—1 is
present at a low level in a growing liquid culture, it
would be interesting to determine if Cat—1 is localized to
the nongrowing parts and Cat-3 to the growing tips of
hyphae.

Oxidation of catalases by 'O,

Cat-! and all catalascs so far tested are oxidized in
vitro (13] and in vivo [14}] under conditions in which
singlet oxygen is generated. Madification was traced to
the heme ([13]. Diaz ¢t al.. in preparation). During the
asexual life, mobility changes of Cat—1 and Cat-3 werc
observed (Fig. 2). Further evidence that Cat—1 and Cat-3
are oxidized in vivo are presented in Fig. 7. Cat—t was
modificd when growing mycelium is subjected to heat
shock or paraquat. Paraquat treatment caused Cat—1 to
disappear in the course of 6 h and hcat shock for more
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than 2 h produced a smear of Cai-1 activity. Rapid
clectrophoretic mobility shift of catalase occurs when
singlet oxygen is produced: Cat 1 proteolysis was ex
cluded and other reactive oxygen specics do not modi
the electrophoretic mobility of catalases [13,14]. Thus,
changes obscrved in Figs. 7A and 7C probably indicate
oxidation of Cat—1 and Cat-3 by singlet oxygen.

With paraquat Cat-1 is oxidized and degraded, and
Cat-3 is synthesized. Under heat shock both Cat-1 and
Cat-3 are oxidized and degraded and Cat—1 is resynthe-
sized. Total activity increased during the first 3 h and
decreased thereafter, suggesting simultancous synthesis
and degradation. Cat—1 and Cat-3 activity is hardly
affected upon modification by singlet oxygen (Fig. 7E)
(Diaz et al., in preparation). In the absence of O,, no
changes were observed with p q or heat
indicating O, involvement in Cat—1 and Cat—3 modifi-
cation. These experiments and previous dada suggest
intracellular singlet oxygen formation [13,14]. Under
photosensitization conditions that can form singlet oxy-
gen, purified Cat-3 was modified giving rise to a more
acidic enzyme conformer. The shift in electrophoretic
mobility observed in Cat—3 is smaller than in Cat-1. The
reason for this difference is not known. The results in
Fig. 7 also suggest that modified Cat-3, like oxidized
Cat—l, turns over more rapidly than the nonmodified
enzymes. The half-life of the different enzyme conform-
ers is currently being investigated.
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El desarrollo asexual de Neurospora crassa se incrementa en las cepas
mutantes que no tienen CAT-3

Resumen de la publicacion: Shaday Michan, Fernando Liedias y Wilhelm
Hansberg. Asexual development is increased in catalase-3 null mutant
strain (sometido para su publicacién a Eukaryotic Cell).

Utilizamos el desarrollo asexual de Neurospora crassa como sistema modelo para determinar las
causas de la diferenéiacién celul;r. La exposicién de una masa de micelio al aire inducé la adhesion
de las hifas y a partir de éstas crece el micelio aéreo en donde finalmente se forman los conidios. Los
resultados previos muestran que un estado hiperoxidante se genera atl inicio de cada transicion
morfogénica y que la actividad de catalasa aumenta durante la conidiacion. La catalasa-3 (CAT-3) se
induce durante el crecimiento exponencial y en diferentes condiciones de tensiéon. En este trabajo
analizamos el efecto en el crecimiento y el desarrollo asexual que presentan las mutantes que no
tienen CAT-3.

La ausencia de CAT-3 no se compenso con otras catalasas, aun en condiciones de tension oxidativa,
y las colonias de tas cepas mutantes fueron sensibles al H-O.. En contraste con la cepa Wt en la que
se observo que una fraccion de catalasa se secreta, en las mutantes cat-3 no se detectd actividad
extracelular de la enzima. Las colonias de las cepas mutantes que se hicieron crecer en fa oscuridad
tuvieron niveles elevados de carotenos como consecuencia de la tensidén oxidativa. El incremento en
!a aeracion de cuitivos liquidos promovio una mayor adhesion de las hifas y la oxidacion de las
proteinas.

Comparada con la Wt, la mutante cat-3 produjo seis veces mas micelio aéreo y conidios sobre las
masas de micelio expuestas al aire, que es el resultado de la formacion de un mayor nimero de hifas
aéreas. También las colonias de las cepas mutantes mostraron mas micelio aéreo y conidios y la
oxidacion de proteinas en estas colonias fue tres veces mayor. En cultivos estacionarios las hifas
aéreas de las cepas mutantes emergieron mucho y en mayor cantidad que en la cepa silvestre,

Estos resultados indican que la tension oxidativa, debido a la ausencia de la CAT-3, induce la sintesis
de carotenos, la adhesion de las hifas y el desarrollo de mas micelio aéreo y conidios.
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Abstract.

We use asexual development of Neurospora crassa as a model system to
determine the causes of cell differentiation. Air exposure of a mycelial mat induces
hyphae adhesion which grow aerial hyphae which in turn form conidia. Previous
work indicated development of a hyperoxidant state at the start of these
morphogenetic transitions and a large increase in catalase activity during
conidiation. Catalase—3 (Cat-3) increases during exponential growth and is induced
by different stress conditions. Here we analyzed the effect of car-3 null mutant on
growth and asexual development. The lack of Cat—3 was not compensated by other
catalases even under oxidative stress conditions and ca7z—3 null mutant colonies
were sensitive to H.O». Wild type (W) resistance to external H-O, was due to
Cat-3 secrction. car—3 mutant colonies grown in the dark produced high levels of
carotenes as a consequence of oxidative stress. In Cat-3 mutants, increased aeration
in liquid cultures lead to increased hyphal adhesion and protein oxidation.
Compared to Wt, car—3 mutant strains produced six times more aerial hyphae and
conidia in air exposed mycelial mats as a result of higher number of aerial hyphae;
protein oxidation in colonies was three fold higher and showed more aerial hyphae
and conidia; mutant strains developed aerial hyphae earlier in standing liquid
cultures. Results indicate that oxidative stress due to lack of Cat—3 induces
carotene synthesis, hyphal adhesion, precocious development of more acrial
hyphae and conidia. Light exacerbates oxidative stress and increascs further

carotene synthesis and ccll differentiation.




Introduction
Our goal is to determine what causes cell differentiation using the asexual lite cycle
of Neurospora crassa as a model system. There is a wealth of information about the
genetics, biochemistry, physiology, cellular and molecular biology of N. crassa and
its genome has been recently sequenced by Whitehead Institute/MIT Center for
Genome Research (Wwww—genome.wi.mit.edu). -

A synchronous process of asexual spore (conidia) formation is started when
an aerated liquid culture is filtered and the resulting mycelial mat is exposed to air
(Toledo et al., 1986; Springer and Yanofsky, 1989). Filaments (hyphae) in direct
contact with air adhere to each other within 40 min, adhered mycelium starts
growing aerial hyphae after two hours and conidia are formed at the tips of the
branched aerial hyphae after 8-9 h of air exposure. Thus, formation of conidia from
growing hyphae involves three morphogenectic transitions: growing hyphace to
adhered mycelium; adhered mycelium to aerial hyphae; and aerial hyphac to
conidia.

A hyperoxidant state develops at the start of these morphogenctic transitions
(Toledo and Hansberg, 1990; Toledo et al., 1991, Hansberg et al., 1993, Toledo er
al., 1994; Toledo ez al., 1995). A hyperoxidant state is defined as an unstable,
transient state in which reactive oxygen species (ROS) surpass the antioxidant
capacity of the cell (Hansberg and Aguirre, 1990; Hansberg, 1996). The occurrence
of a hyperoxidant state is indicated by oxidation of total protein that occurs at the
start of the aforementioned morphogenetic transitions (Toledo and Hansberg, 1990;
Toledo et al., 1994). Glutamine synthetase and glutamate dehydrogenasc oxidation
occurs during adhesion of hyphae, formation of acrial hyphac and return to the
growth-state (Toledo er al., 1994; Toledo er al., 1995). Catalase is modified during
conidiation (Hansberg, 1996) and in vitro duc to the reaction of singlet oxygen ('0s)

with its heme (Lledias er al., 1998). Also, during germination of conidia, total
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protcin oxidation and catalasc oxidation by 'O, increases with light, a source of 'Oa.
or insufficient 'Oa quenching by carotencs (Lledias er al., 1999).

In studies on the activity of antioxidant enzymes during the asexual life cycle
of N. crassa, large differences in catalase specific activity were observed. There was
a step-wise increase in catalase activity during the process that leads to formation of
conidia (conidiation). In fact, conidia have 60 times more catalase activity than
hyphae growing in liquid medium (Hansberg, 1996, Michan e? al., 2002). Cat—-3 and
catalase-1 (Cat—1) constitute the main catalase activities and are differentially
regulated during the N. crassa asexual life cycle. Cat—3 activity increases during
exponential growth and is induced by different stress conditions (Michan et al.,
2002); Cat—1 increases at the pre-stationary and early stationary growth phases and
is accumulated in conidia (Diaz er al., 2001; Michan er al., 2002).

Most of the hydrogen peroxide (H,O,) in cells comes from superoxide (O57)
dismutation. O,~ arises mainly by electron leakage from the respiratory chain and
from the activity of enzymes, such as NADPH oxidase and other oxidases. O:" is
dismutated by superoxide dismutase (SOD) to form H,O: and dioxygen (O»). There
is a cytosolic, a mitochondrial and sometimes an extracellular SOD. There is also a
high redundancy of enzymes for disposition of H,O:: catalases,
catalase/peroxidases, peroxidases and peroxiredoxins. If O,™ and H,O: disposal is
insufficient, hydroxyl radical (HO) is formed from H,O- reduction by metal ions
and 'O: is formed by spontaneous dismutation of O, metal catalyzed reaction of
O, with H>O> and decomposition of H-O> by different compounds (reviewed in
Lledias and Hansbcrg, 2000). Instead, in the presence of SOD and catalase, O:" and
H>O: are converted quantitatively into water and O:. Thus, disposal of O, and H.O->
is vital to avoid formation of the highly reactive HO and 'O-.

The evidence that we have accumulated suggests that microbial cells

differentiate as a responsc to a hyperoxidant state by ccll insulation from O-




(Hansberg and Aguirre, 1990; Hansberg, 1996). This hypothesis is summarized as
follows:

Stability of the growing state arises from the highly reduced intracellular
medium maintained by metabolism. To keep a reduced internal medium, cells have
to efficiently reduce entering O-. For this, cells have to have a supply of reduced
carbon, of nitrogen and phosphorous. Reduction of O; into water (oxidative -
phosphorylation) liberates energy in form of ATP that is channeled into growth and
storage processes.

Stability is lost in any condition in which generation of ROS surpasses the
cellular capacity to neutralize them. The hyperoxidant state is inevitably unstable
because cellular antioxidant mechanisms are limited and are also inactivated by
ROS; it is necessarily transient, because cells either attain a new stable state or die.
Cells die because ROS can cause nicks and two-strand breaks in DNA, mRNA
instability, protein oxidation, lipid peroxidation, covalent linkages between different
components, production and polymerization of oxidized compounds.

A hyperoxidant state can be compensated either by a rapid increase in
reducing equivalents or by a decrease in O; entrance. In the first case, cells return to
the previous stable state, that is, they adapt to a more oxidizing environment or
condition. In the second case, cells attain a different stable state. That is, cell
differentiation has taken place.

Mechanisms of cell differentiation are O, avoidance mechanisms: either by
escaping to less oxidizing conditions (e. g. expression of locomotion and
chemosensing apparatus), or by insulation from the oxidizing medium.
Differentiated states are stable becausc they are more insulated from environmental

dioxygen than the growing state.
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From any diffcrentiated state cells return to the growing swate by breakage of”
insulation, which gencrates a hyperoxidant state that is compensated by an increcasc
in reducing equivalents.

Induction of antioxidant mechanisms is an expected consequcnce of a
hyperoxidant state and explains the increase in catalase activity in our model
system. Many other microorganisms have more than one catalase and in some of
them a catalase is related to cell differentiation (Loewen and Switala, 1988; Hengge-
Aronis, R. 1993; Willekens er al., 1994; Engelmann et al., 1995; Navarro et al.,
1996; Kawasaki er al., 1997; Bagyan et al., 1998; Cho et al., 2000; Johnson et al.,
2002). Howewver, this does not imply that catalases are essential for cell
differentiation. Because of its importance for cell survival, there is ample
redundancy in antioxidant mechanisms. Nullification of different antioxidant
enzymes is probably required to impair conidiation in N. crassa and this probably
will lead to cell death. However, we expect that strains mutated in one or more
antioxidant system will tend to differentiate precociously, more rapidly and
abundantly than Wt cells.

Here we analyzed the effect on asexual development of car—3 null mutant
strains. These mutants tend to develop oxidative stress, measured by protein
oxidation, and react by increasing carotenes levels, by cell adhesion and precocious

development of high amounts aerial hyphae and conidia.
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MATERIALS AND METHODS

N. crassa strains, plasmids, and growth conditions. Wild typc strains,
74-ORS23—1A and ORS—SL6—a, and Akis-3 mutant strain (6103A) werc obtained
from the Fungal Genetics Stock Center (FGSC). The Ais—3 strain contains a single
mutation in a gene encoding a multifunctional enzyme of histidine biosynthesis. The
plasmid pDEI]1, containing a truncated his-3 gene, was used to direct car-3
integration to this locus (Ebbole, 1990).

Liquid cultures were grown in Vogel's minimal medium (VM) containing 1.5
or 2% sucrose from an inoculum of 1 x 10° to 1 x 10° conidia/ml, at an air/liquid
ratio of 3:2, and incubated at 30°C with agitation at 200 or 250 rpm for 12 to 16 h.
For his-3, growth medium was supplemented with 200 ug/ml of L—histidine.

To impose oxidative stress, mycelium gown from an inoculum of 3 x 10°
conidia/ml was harvested by filtration after 14 h growth, washed briefly with fresh
medium and transferred to growth medium containing either | mM H->O-, 30 mM
CaCOs;, or 5 mM paraquat. Mycelia were recovered after 0.5, 1, 3 and 6 h and
catalase activity in cell extracts was determined.

Conidia were isolated from solid cultures with VM, supplemented with 1.5%
sucrose and 1.5% agar, in Erlenmeyer flasks, inoculated with conidia and incubated
three days at 30°C in the dark followed by two days at 25°C in the light. To grow
colonies, Petri dishes with 1.5% agar in VM suplemented with 0.05 % fructose,
0.05% glucose and 2 % sorbose (VSM) (Davies and De Serres, 1970) were
inoculated with 200 - 250 conidia and incubated at 30°C. When colonies were
isolated, a cellophane sheet was layered onto solid cultures in Petri dishes before
plating of conidia. Cecllophane was washed and autoclaved in distilled water.
Illumination of colonies in Petri plates was done with a 500 W wungsten bulb at a

distance of 50 cm (5 W/cm?) for 1 h.
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Treatment with H-Oa. was donc in solid cultures inoculated with 250 conidia, -
incubated at 30°C, and after two days 10 ml of cither 5, 10, 15 or 20 mM H-O» was
added to ecach culture. A fter ten minutes treatment, H>O2 was discarded and
incubation was continued for two more days. Colonies were counted and compared
with untreated controls.

Hyphal adhesion was determined in liquid cultures of either 5, 10 15 or 20 ml
of a growth medium, previously inoculated with 3x10° conidia/ml, in 25 ml
Erlenmeyer flasks and grown for 15 h at 30°C and 250 rpm. Cultures were
photographed and mycelia harvested by filtration to determine protein oxidation.

For quantification of aerial hyphae and conidia, liquid cultures inoculated
with 1x10° conidia’/ml were incubated for 16 h at 30°C and 200 rpm. One hundred
miillilitres of culture were filtered and the resulting mycelial mat was exposed to air
for 24 h at room temperature (RT) inside Petri dishes. Adhered to the covers of the
dishes, mycelial mats developed aerial hyphae towards gravity. Aerial mycelia were
recovered with a spatula, vacuum-dried and weighted. Then, 1ml of sterile water
was added, agitated in a Vortex for 5 min and free conidia were counted using a
Ncubauer chamber. Conidia in colonies were determined in 20 colonies picked at
random and counted as indicated. To determine amount of aerial hyphae mycelial
mats were covered with filter paper stained, first with Congo red and then with
methylene blue to give a dark purple colour. Filters were washed cxhaustively with
distilled water to eliminate stain excess. Acrial hyphae grew through the stained
filter; cultures were photographed after 24 h development.

Disruption of car—3

Two primer oligonucleotides, cach containing an EcoRl1 restriction site (5°-
CGCCGAATTCATGCGTGTCAACGCTCTT-3" and
S’ CCCGAATTCTTACTCCTCATCATCGC-37), were designed to amplify car-3

cDNA sequence from plasmid pSM1 with the polymerase chain rcaction. The
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amplificd 2-kb car—3 cDNA sequence was cloned by replacing the lacZ
EcoR1fragment in plasmid pDE1 (Ebbole, 1990) yiclding pSM3. The truncated N.
crassa his-3 gene in the plasmid was used for directing integration to this locus. 40
ul of 1.25 x 10'° conidia/ml from Ais-3 mutant strain (FGSC 6103) wcere
electroporated at 1.5 kV with circular pSM3 (500 ng) (Margolin et al., 1997).
Histidine prototrophs were isolated and analyzed by DNA blot hybridization-to
select transformants with the car—3 sequence adjacent to the repaired Ais-3 locus.
After three cycles of single-colony isolation, a transformant was crossed to the Wt
strain to obtain Ais—3 prototrophs lacking ca¢—3 transcript and Cat—3 protein.

Vegetative mycelia were frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C until
used. Total RNA was isolated with TRIZOL (GIBCOQO, BRL), according to
instructions from the manufacturer. For Northern blots, 10 ng of RNA per lane were
loaded on 0.7 % agarose gel containing formaldehyde, run at 60V, transferred to
nylon membranes (Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech) and hybridized with
cat—3 probe. Genomic DNA was isolated as described by Vollmer and Yanofski,
1986. For Southern blots, S ug of DNA were digested with 20 U of Mscl,
clectrophoresed on agarose gel, transferred to Hybond-XL membrane (Amersham
RPN 203 S) fixed to the membrane with UV light (UV Stratalinker 1800,
Stratagene) and hybridized with car-3 or his 3 probes. Radioactivity was detected by
autoradiography using Kodak Biomax MR films.

Sexual crosses were performed on synthetic cross medium following the
procedure of Davis and De Serres (1970).

Protein isolation. Mycelia were harvested by filtration and resuspended in 1
ml acetone, agitated 15 s in a Vortex. and centrifuged 53 min at 14, 000 x g. Acctone
was climinated and the precipitate was dried by evaporation. Hundred milligrams of
dry pellet were resuspended in 300 pl of 20 mM HEPES, pH 7.2, containing | mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM dithiothreitol (DTT), and 0.1 mM
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desferrioxamine B mesylate (Desferral). Hyphae were broken by agitation with 100
mg glass beads (710-1180 um) in a Vortex for 30 min, at 4° C. Protein was
determined by the method of Bradford.

For detection of secreted Cat-3, mycelia was separated after 16 h growth by
filtration and one liter of used medium was dialyzed against distilled water,
concentrated in an Amicon YM100 to 1 ml, precipitated with two volumes aeetone,
and resuspended in 300 ul of the HEPES/PMSF/DTT/Desferral buffer.

Cat-3 activity and immunodetection. Catalase (hydrogen
peroxide:hydrogen peroxide oxido-reductase) (EC 1.11.1.6) activity was either
measured by determining the initial rate of dioxygen production with a Clark
microelectrode or detected in gels after PAGE (Lledias et al., 1998). For catalase
activity, PAGE under non-denaturing conditions was used, usually loading 50 U of
catalase activity or 30 ug protein in each lane. Minigels of 8 x 9 cm and 0.75 cm
thick with 8% polyacrylamide and 0.2% bis-acrylamyde were made according to the
Laemmli procedure, but without SDS and B—mercaptoethanol and without boiling
the samples. For Cat-3 immunodetection denaturing conditions were used. After
PAGE gels were immediately used for immunodetection or stained for catalase
activity. Two dimensional PAGE was done as described before (Lledias et al.,
1998). For immunodetection proteins were electrotransferred to nitrocellulose filters
(GibcoBRL) at 100 V for 1 h using a Mighty Small Transfer unit (Hoeffer) and the
buffer described by Towbin et al. (1979). Filters were blocked with 3% skimmed
milk in phosphate buffer saline (PBS)-Tween—20 (0.03%) buffer at RT and then
incubated with rabbit sera containing polyclonal anti-Cat-3 or anti-Cat-1 antibodies
diluted according to the title in PBS-Tween-20, 0.1% skimmed milk. Antibodies
were detected with anti-rabbit IgG coupled to horseradish peroxidase and developed

with 4-chloro-1-naphtol as substrate.
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Carotenoids extraction and determination. Three-day-old colonices (250)
growing over ccllophane on solid cultures were illuminated for | h with intense light
(5 W/cm?) and immediately recovered with a spatula. Colonices were resuspended in
400 ul of 20 mM HEPES, pH 7.2, and broken by agitating in an Eppcndorf tube
with 300 mg glass beads at maximal speed of a Vortex, at 4°C, for 30 min.
Carotenoids were extracted from 400 ul cell extracts, containing 4 mg of protein,
with 400 ul butanol-chloroform (1:3 v/v). The mixture was stirred 2 min in a Vortex
at full speed and thereafter centrifuged in a microfuge. The butanol-chloroform
phase, containing most of the carotenoids, was recovered, diluted 50 times with
butanol-chloroform and spectra were run in a Beckman spectrometer.

Carbonyl content in total protein. Liquid grown mycelium was harvested
by filtration and dried with acetone. Protein was extracted as mentioned above and
carbonyl content was determined as described by Ahn er al. (1987), but the
extraction with butanol/chloroform was repeated six times to assure elimination of
all lipids (carotenes). Colonies (150) on cellophane overlaid solid cultures with
VSM were grown for three days in dark at 30°C. Plates were then illuminated with a
500 W tungsten bulb at a distance of 50 cm (5 W/cm?) for 1 h and then incubated in
the dark for four days. Control plates were maintained in the dark. Colonies were
recovered with a spatula and dried with acetone. Protein was extracted from five

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

Disruption of car—3. During mciosis in V. crassa, chromosomal scquences
that are repeated in the haploid genome are mutated through a process called repeat-
induced point mutation (RIP). In this process methylation of cytosines generate C to
T and G to A transitions that inactivates every repeated sequence (Cambareri-ez al.,
1989). RIP has been used with great success to generate null mutants of N. crassa
by introducing a copy of the gene to be disrupted into the genome and crossing the
transformed strain.

A 2-kb fragment of car—3 cDNA was cloned in a plasmid containing an
N—terminal truncated his-3 gene and used to transform a N. crassa histidine
auxotroph containing a point mutation in the Ais-3 locus. Histidine prototrophs were
isolated and analyzed by DNA blot hybridization to select transformants containing
car—3 sequence adjacent to repaired his-3 locus. After three cycles of single-colony
isolation, a transformant was crossed to Wt strain to obtain Ais—3 prototrophs
without car—3 transcript and Cat—3 protein. Twenty out of the forty-two randomly
picked progeny colonies were Cat—3 defective, indicating 1:1 segregation. The
phenotype of two of them, car—3°’ and car—3%’, was characterized and compared to
the Wt strain.

No Cat—3 activity (Fig. 1A) or car—3 transcript (Fig. 1B) were detected in
both mutant stains. In addition, no Cat-3 antigen was detcected using polyclonal
antibodies directed against purified Cat-3 (Fig. 1 D). As a control. Cat-1 antigen
was dectected in similar amounts in Wt and Cat-3 mutant strains (Fig. 1E). To further
confirm the Cat-3 absence and of possible mutant peptides with catalasc activity,
two-dimensional (2—D) polyacrylamide gel clectrophoresis (PAGE) was performed.

Only Cat—1 was detected in car—3’! (Fig. 1G) and car—3% strains (Fig. | H).
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To prove that the lack of Cat-3 was duce to car—3 RIP mutation, car—-3* and
Wit DNA wecre digested with different restriction enzymes that arc sensitive to DNA
methylation and analyzed by DNA blot hybridization with caz—3 as probe. Using
Mscl, car-3 hybridized to a DNA fragment from car—3% with a higher molecular
weight, consistent with loss of the single Msc site in the gene (Fig. 11).

Cat-3 loss is not compensated by other catalases and mutant strains are
H,O; sensitive. Because N. crassa has three monofunctional catalases and one
catalase/peroxidase (Peraza and Hansberg, 2002), increasing the activity of another
catalase could compensate for the lack of Cat—3 in the mutant strains. Previous
experiments indicated that H,O,, CaCO;, and particularly paraquat induced car—3
transcript and Cat—3 activity (Michan et al., 2002). We assayed total catalase
activity in liquid cultures subjected to these oxidative stress conditions: in car—3
mutant strains with or without stress total catalase activity remained at similar levels
(Fig. 2A-C); in the Wt strain six hours stress lead to two fold increasce in catalase
activity in the first two conditions (Fig. 2A, B) and seven to eight fold increasc with
paraquat (Fig. 2C). These results indicate that the lack of Cat—3 was not
compensated by other catalases.

Other H>O- disposing enzymes such as peroxiredoxins and/or peroxidases
could also have a compensating effect. To analyze the H.O, sensitivity of the car—-3
mutant strains, 20 mM H,O, was added to two-day-old colonies grown in Petri
dishes. H,O>; was eliminated after ten minutes and colony survival was analyzed two
days later. car—3 mutant strains did not resist this treatment while Wt strain seemed
unaffected (Fig. 3A). Similar assays with 5 to 20 mM H-,O- concentrations showed a
dose response effect. At 10 mM H>O; only 25 to 30% of the car-3 colonics survived
compared to over 90% of the Wt. (Fig. 3B).

Cat—3 is a secrcted enzyme. Cat—3 has an N-terminal signal peptide that is

processed (Michan er al., 2002) and probably used for enzyme sccretion, as was
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found for homologous catalases (Calera ¢f al.. 1997: Garre, ¢t afl.. 1998). The ability
ol Wt strain 1o cope with high concentrations of external H>O: could be duc to
Cat—3 secretion. Thus, colonies in Petri dishes were stained for catalasec activity. A
large halo of catalase activity observed in Wt colonies was absent or strongly
reduced in the car—3°? strain (Fig. 4A), suggesting that Cat-3 activity diffuses out
from colonies. ~ -

To confirm Cat—3 secretion, liquid medium in which Wt or mutant strains
grew for 16 h was dialyzed, concentrated, and analyzed for Cat—3 activity and
protein. Cat—3 activity (Fig 4B) and Cat—3 protein analyzed by immunodetection
(Fig. 4C) was found in growing medium from Wt but not from cas—-3 mutant strains.
These results demonstrate that Cat—3 is a secreted enzyme.

car-3 mutants show increased carotene content in the dark and after a
pulse of light. Colonies of car—3 null mutants were more pigmented than Wt.
Pigmentation in N. crassa is mainly due to carotenes. Carotene synthesis is induced
by oxidative stress and by light. Carotene content was measured in three-day-old
colonies grown in the dark or grown in the dark and then illuminated for lh at 5
W/cm?. In the dark, low amount of carotenes was detected in Wt colonies, however
carotene level was 7.7 fold higher in caz-3 mutant strains (Fig. 5), denoting
increased oxidative stress in these strains. Upon illumination total carotene content
increased, 4.8 and 2.3 fold in Wt and mutant strains, respectively. Even under thesc
conditions mutant strains still had 3.7 times more carotenes than Wt (Fig. 5).

Increased hyphal adhesion and protein oxidation in car-3 mutants.
Hyphal adhesion is dependent on air and is the first morphogenetic step towards the
conidiation process. Acrial hyphae in a mycclial mat develop only from a layer of
adhered hyphae (Toledo er al., 1989). Hyphal adhesion can also be obscerved in
liquid cultures under oxidative stress conditions, such as incrcascd acration (v. gr.

by increasing the air to liquid ratio). To analyze hyphal adhesion in car-3 mutants,
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liquid medium was inoculated with conidia and distributed in 25 mi Erlenmceyer
flasks at differcnt air 10 liquid ratios. Adhesion of Wt hyphae was minimal at the
highest air to liquid ratio. In car—3 mutant strains adhesion was obscrved at all ratios
and increased considerably with aeration from many small aggregates to a single
clump (Fig. 6A). Under these conditions, final biomass was similar in all stains (not
shown). . - -

To confirm that adhesion of hyphae was related to oxidative stress, protein
oxidation was measured in total mycelial extracts. Protein oxidation, measured as
carbonyl content in total protein, increased with hyphal adhesion and aeration in all
strains, but was consistently higher in ca/—3 null mutants (Fig. 6B).

car-3 mutants show increased aerial hyphae development and formation
of conidia. Second and third steps in the conidiation process are acrial hyphae
development and formation of conidia at the tips of aerial hyphae. The amount of
aerial hyphae and conidia was determined in air exposed mycelial mats. Aerial
hyphae and conidia were more abundant in car—3 mutant strains than in Wt (Fig.
7A, B). In fact, mutant strains produced 6 times more aerial hyphae and conidia than
Wt (Fig. 7C).

Acerial hyphae and conidia were also more abundant in seven-day-old colonies
of the car—3°° mutant strain compared to Wt (Fig. 8A, B). To confirm that this trait
was related to oxidative stress, protein oxidation was determined in colonies. After
three days growth in Petri dishes Wt and car—3%’ colonies had a similar amount of
carbonyls in total protein. Four days later, protein oxidation was lower in Wt and

two-fold higher in car—3*’

colonics (Fig. 8C). indicating oxidative stress in mutant
colonies.

To increasc oxidative stress in colonies. a high-intensity pulsc of light (5
W/cm®) for 1 h was given to three-day-old colonies and total protcin carbonyl

content was analyzcd four days later. Protein carbonyl content increased three-fold
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in Wt and 50% in car--3" colonics (Fig. 8C) and there was a marked increase in the
amount of acrial hyphac in Wt colonies (not shown). Illumination with intense light
increascd oxidative stress and cell differentiation in Wt colonies.

To show increased aerial hyphae per area, mycelial mats were covered with a
dark purple stained filter paper through which aerial hyphae can grow. In car-3 null
mutants the whole paper was covered with aerial hyphae while in the Wt there was
some uncovered space (Fig. 9A). Edges of the mycelial mat are more air exposed
and develop more aerial hyphae, particularly in the car-3 mutant strain (Fig. 9A).

Precocious development of aerial hyphae and conidia was anticipated. Air
exposure of mycelial mats synchronizes the conidiation process and occurs too fast
to measure differences in time. Due to developmental asynchrony in colonies, no
conclusive results were obtained. However in standing liquid cultures, mycelium
concentrates after some time at the air/liquid interface where hyphac adhere and
start forming aerial hyphae. After 24 h the car-3 mutant strain had developed aerial
hyphae in abundance while the wild type was starting to form them (Fig. 9B). Aerial

hyphae developed precociously and abundantly in the caz-3 null mutant strain.
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DISCUSSION

Here we present evidence indicating that car—3 null mutant strains tend to develop
oxidative stress (increased protein oxidation), and react by increasing antioxidant
levels (carotenes), and by developing high amounts of differentiated cell structures
(adhered hyphae, aerial mycelium and conidia). -

Cat—3 was shown to be secreted from Wt colonies and from hyphae in liquid
cultures. The protein has a signal peptide for secretion that is processed (Michan et
al., 2002); Cat—3 homologues are also secreted (Calera et al., 1997; Garre, et al.,
1998). However, Cat-3 detected from the used medium represents only a few
percent (<3%) of total catalase activity detected in cell extracts (not shown). Thus,
loss of Cat-3 into the medium is low and most of the activity in mycelial cell
extracts is intracellular or bound to cell wall. Secretion of catalase might be related
to plant substrates on which many fungi grow where high concentrations of H.O,
can arisc from O>” produced by plant NADPH oxidase.

The lack of Cat—3 in mutant strains was not compensated by other catalasc
activities, even under oxidative stress conditions. Cat—1, a large monofunctional
catalase that is very similar to Cat—3, is expressed mainly in non-growing cells, such
as hyphae in early stationary growth phase and in conidia (Diaz ez al., 2001, Michan
et al., 2002). Cat-4 is a small monofunctional catalase that because of its signal
peptide is presumably restricted to peroxisomes. Cat-2, a catalase/peroxidase that is
closcly related to the bacterial enzymes, is expressed in lysing hyphac, such as
hyphae in late stationary growth phase. in the mycelial substrate that supports
growth of aerial hyphae or in conidiating aerial hyphaec (Peraza and Hansberg.
2002), cells in which vacuolization is observed (Toledo e¢r al., 1986).

Besides catalases, other H.O, detoxifying enzymes arc found in the M. crassa

genome (www.genome.wi.mit.edu): three peroxiredoxins, a glutathione peroxidasc,
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cytochrome ¢ peroxidasce and probably other peroxidases. However these enzymes
arc efficient only at low concentrations of H>O3: millimolar concentrations of H-Oa2
can only be disposcd by catalases (Seaver and Imlay 2001 ; Hoffman er al., 2002).
Thus, in spite of such high redundancy of H>O, detoxifying enzymes, other enzymes
cannot compensate the loss of Cat—3 activity during growth because these enzymes
are much less efficient, are expressed in other cells or have different cell -
localization. Susceptibility of car—3 mutant strains was made evident by treating
colonies with H>O,: Wt colonies were hardly affected by 20 mM of H,0O, while
cat—3 mutant strains did not survive this treatment.

Because lack of Cat-3 was not compensated enzymatically other antioxidants
are expected to be induced in carz—3 null mutant strains. Carotenes are antioxidants
that are especially effective in quenching 'O (Sundquist ef al., 1994). In N. crassa
carotenes are induced by light through the WC1/WC2 pathway, but carotene
induction during conidiation is independent of light and WC genes (Harding and
Turner, 1981; Linden and Macino, 1997). Singlet oxygen is an inducer of carotene
synthesis in Phaffia rhodozyma (Schroeder and Johnson, 1995). Singlet oxygen is
produced by blue light through photosensitization reactions. However, in the dark,
H-O- is a main source for singlet oxygen generation (reviewed in Lledias and
Hansberg, 2000). N. crassa carotene mutant strains are sensitive to light and 'O,
(Thomas, et al., 1981). Singlet oxygen is generated during N. crassa conidia
germination (Lledias er al., 1999), conidiation, and under different stress conditions
(heat shock or paraquat treatment) (Michan er a/., 2002). Wt colonics hardly had
carotencs when grown in the dark and synthesized them mainly when in the
presence of light. Instecad, car—3 mutant strains grown in the dark had increased
amounts of carotenc content. These results are consistent with 'O, generation and
'O, induction of carotenc synthesis in mutant strains growing in the dark. Carotene
synthesis in Wt and mutant strains was enhanced further by light and/or by 'O,
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gencerated by photosensitization. lllumination of Wt colonies tor | h increasced their
protcin carbonyl! content three fold (Fig. 8), again indicating oxidative stress duc to
photosensitization.

Besides carotene synthesis, car—3 mutant hyphae tended to adhere to cach
other when grown in liquid cultures. Hyphal adhesion is related to a carbohydrate
that is secreted and polymerized at the cell wall, functioning as cement between
hyphae (Hansberg, unpublished observations). When a mycelial mat is exposed to
the air, a layer of adhered hyphae is formed within minutes. This layer of adhered
hyphae is often mistakenly interpreted as desiccation. A layer of adhered hyphae
also forms in standing liquid cultures; and is not formed in mycelial mats in the
absence of air or in the presence of antioxidants. Aerial hyphae develop only from
the layer of adhered hyphae and represent the first step of the conidiation process
(Toledo er al., 1986). Only in this layer of the mycelial mat are protcins and specific
enzymes oxidized, degraded, and some of them resynthesized (Toledo ez al., 1994).
Hyphal adhesion correlated with protein oxidation in liquid cultures. car—3 mutant
hyphae grew as aggregates that increased in size depending on acration; Wt hyphae
also tend to form aggregate at a high aeration rate. Hyphaec adhesion is a cellular
response to oxidative stress. It probably has the effect of reducing the local
concentration of O, by active respiration. Deposited carbohydrates at the cell wall
could also reduce the entrance of O, to the adhered hyphae.

Aerial hyphae develop from adhered hyphae and conidia are formed at their
lips, representing the second and third steps of the conidiation process. Most
conspicuous featurces of car—3 null mutant strains are the increased amount of acrial
hyphae mass and number of conidia produced: both were six times the amount
dectermined in the Wt strain. According to our hypothesis, car-3 mutant hyphace in
the adhered mycclium would be prone 10 develop a hypecroxidant statec and thus

should develop increased number of acrial hyphac initials. Number of aerial hyphac
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per arca was higher in mutant strains compared to wild type. The fact that acrial
hyphac mass in Fig. 7A is waller in mutant strain than in WT does not mcan longer
acrial hyphae. Becausc aerial hyphae grew towards gravity, the more packed acrial
hyphae of the mutant strains were straighter than in Wt. In fact, once taken out from
Petri dishes and inverted, aerial mycelium of all mats collapsed after a while and
difference in height was no longer apparent. Aerial hyphae morphology in the
mutant strains was similar to Wt under the light microscope (not shown).

Precocious development of aerial hyphae was anticipated. A large time
difference in the appearance of aerial hyphae was detected in standing liquid
cultures. After one day the caz-3 mutant strains had formed abundant aerial hyphae
while Wt were starting to form them.

Interestingly, the N. crassa Cu, Zn superoxide dismutase null mutant strain
sod-1 (Chary et al., 1994) has a similar phenotype to car-3 mutant strains with
respect to carotene production, adhesion of hyphae, and increased amount of acrial
mycelium and conidia formation (Hansberg, unpublished results). However, and as
expected, sod-7 is more resistant to H,O, and more sensitive to paraquat treatment
than car¢-3.

Deletion of N. crassa gna-1, encoding Ga; protein, reduces the cAMP level
causing decreased apical extension rate, carotene accumulation, increased tolerance
to heat shock and H>O,; treatment and short aerial hyphae and hyperconidiation, a
phenotype similar to the adenylate-cyclase-deficient cr-7 mutant strain (Cruz er al.,
1988). Mutant strains with Ga,; permancntly activated show an increcased cAMP
level, have close to W1t apical extension rate, low carotenc content, decreased
tolerance to heat shock and H>O»: treatment, increased proliferation of aerial hyphac
but low amount of conidia formation (Yang and Borkovich,1998).

Increcased mass of acrial hyphae in car—3 null mutant strains corrclates with

increased number of acrial hyphae that develop probably duc to oxidative stress in
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substratc mycclium: incrcased acrial hyphac in the permanent G, activation strain
is probably due to prolonged growth of acrial hyphac beforc oxidative stress
develops and conidia are formed. cAMP levels are probably inverscly related 1o
stress intensity in N. crassa, a high level of cAMP meaning low stress and
consequently growth of aerial hyphae, low stress response and decrease formation
of conidia. If so, we would expect low levels of cAMP in ca¢-3 mutant strains.

A catalase mutant strain in Stepromyces coelicolor affected aerial mycelium
development but this trait is probably related to the osmosensitive phenotype of this
strain (Cho et al., 2000).

Double and triple catalase mutant strains of Aspergillus nidulans had no
apparent effect on conidiation, although colonies from caf8 mutant strains and
conidia from car4 mutant stains are sensitive to H>O, (Navarro et al., 1996,
Kawasaki er al., 1997, Kawasaki and Aguirre, 2001). This could indicate different
fungal strategies to cope with oxidative stress and to start cell differentiation.
However, A. nidwlans has been used mainly for genctic studies and to this end
growth conditions and strains were selected for rapid and abundant production of
conidia. 4. nidulans laboratory strains already grow in an adhered form. Thus, we
will test the phenotype of null mutant strains affected in CatB, the Cat-3 homologue,
under other growth conditions similar to those used in N. crassa, and of different
genetic backgrounds.

Taken together, results presented here support the "Dioxygen Avoidance

Theory of Cell Differentiation” (Hansberg and Aguirre. 1990, Hansberg, 1996).
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Figure lcgends

Figure 1. car—3 null mutant strains lack cat-3 transcript Cat--3 protein. A.
Catalase activity in gels after PAGE under non-denaturing conditions of 30 ug
protein extract from either Wt, car—3°’ or car—3°° strains. B. Autoradiography of
total RNA (10 pg) isolated from growing Wt, car—3°/ or car—3°° mycelia, hybridized
with a car—-3 radioactive l;robe. C. Ethidium bromide staining of the gel useci in B to
evaluate RNA loading. D and E. Immunodetection of Cat—3 and Cat—1 in Wt,
car—3>' and car—3°%° cell-extracts. Specific polyclonal Cat—3 or Cat—1 antibodies were
used and developed with a peroxidase-bound anti-rabbit antibody. F - H. Catalase
activity in gels after 2-D PAGE of cell-extracts from Wt (F), car—3*' (G) or car-3%°
(H). 1. Southern blot analysis of DNA from Wt and car—-3% digested with Mscl and
hybridized with a car—3 radioactive probe; phage A DNA digested with Hind 1 was

used as molecular weight standards.

Figure 2. Lack of Cat-3 activity in a car—3 null mutant strain is not compensated
by other catalases. Wt (white bars) and car—3% (dark bars) mycelium grown for 14 h
was transferred to fresh medium containing A. ImM H>O0,, B. 30mM CaCQO;, or C.
SmM paraquat. After 0.5, 1, 3 or 6 h treatment, catalase activity was determined in

cell-extracts. Results are average of three independent experiments.

Figure 3. car—3 null mutants strains are sensitivity to H,O,. Wt, car—3°! or car—3°?
conidia (250) were plated on VSM and after two days colonies were covered with a
H-O5 solution. After a 10 min treatment, H>O- solution was discarded and plalc< were
incubated for another two days. Thercafter colonies were counted and comparcd to
untrcated controls. A. Plates of Wt and mutant strain colonics after a 20 mMyl—vl;Oz
trcatment. B. Percentage of colonies that survived H>O, treatment at the Viﬁdkiékalc'd

concentrations.
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Figure 4. Cat—3 is an extracellular enzyme. A. Platcs with Wt or car—3""

four-day-
old colonics were stained for catalase activity. B. Cat—3 activity and C.
immunodetection of Cat—3: purified Cat--3 (lane 1); total protein from the Wt (lane
2), car—3°! (lane 3) or cat—3°° (lane 4) growth media after PAGE under non-
denaturing conditions. AQer transfer to nitrocellulose filters, Cat—3 specific A

polyclonal antibodies were detected by the activity of peroxidase-bound anti—rabbit
antibodies.

Figure 5. Carotene content in Wt and car—3% colonies. Spectra of isolated
carotenes from cell extracts containing 4 mg protein. Wt and car—3°’ three—day-old
colonies, grown in the dark on cellophane covered solid medium, were illuminated
for 1 h with intense light (5 W/cm?) and carotenes were immediately extracted (Wt +
L and car—3° + L). Control plates were also illuminated but wraped with aluminum
foil (Wt + D and car—3°? + D). A representative experiment, of four independent

experiments performed, is shown.

Figure 6. Adhesion of hyphae and carbonyl content of mycelia grown under
different aeration conditions. Conidia from cither Wt or car—3%’ were inoculated in
liquid medium. Then, 20, 15, 10, or 5 ml were poured into 25 ml Erlenmeyer flasks
and incubated for 15 h at 30°C and 250 rpm. Cultures were transfered to Petri dishes
for documentation of hyphal adhesion and thereafter mycelium was recovered for
determination of protein carbony content. A. Adhesion of Wt and car—3°’ hyphae.
Lane 1: 5 ml (ratio: 4:1), lane 2: 10 ml (ratio: 3:2). B. Protein carbonyl content from
W1 or car—3%’ mycelium growing at an air to liquid ratio of 1:4, 2:3_ 3:2 or 4:1.

Results are average of two independent experiments.
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Figurc 7. Enhancement of aerial hyphac and conidia formation in car—3° strain.
W1t or cat—3% cultures (100 ml) were filtered and the resulting mycclial mats were
exposed to air for 24 h. A. Photographs from the side and B. top view of the mycclial
mats show aerial mycelium (A) and conidia (B) from Wt and car—3% strains. C.
aerial mycelium dry weight and number of conidia from Wt and cat—3°%’ strains.

Results are average of fowr independent experiments. -

Figure 8. Conidiation of Wt and car—3%° colonies. Colonies were grown on VSM
for seven days at 30°C. A. Photographs of Wt and car—3°° seven-day-old colonies.

B. Number of conidia per colony. Average of three groups of 20 colonies picked at
random. C. Protein carbonyl content of Wt (dark bar) and car—3°’ (gray bar) colonies
grown in the dark on cellophan covered plates with VSM after three days (1) or seven
days (2). Three-day-oild co[onies were illuminated with intense light (5W/cm?) for 1 h
and thereafter incubated for another four days in the dark; Wt (dashed bar) and

cat—3°° (white bar). Results are average from four independent cxperiments.

Figure 9. Aerial hyphae density in mycelial mats and precocious aerial hyphae
formation in standing liguid cultures. A. Mycelial mats were covered with a dark
stained filter paper at the start of development. Aerial hyphae grew through the filter
paper. Photographs were taken after 24 h. B. Standing liquid cultures after 24 h of
development. Liquid cultures were grown for 16 h and then 4 ml were placed at the

bottom of tubes, taking care to not touch the tube walls with the pipectte.
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RESULTADOS NO PUBLICADOS

El gen cat-3 se regula con la luz a través de los factores de transcripcion WC-1 y
wC-2

Neurospora crassa percibe la luz en el intervaio de UV-A/azut (350-520 nm). Como parte de la respuesta
temprana, en los primeros 30 minutos de la exposicion de la luz azul, se hiperpolariza la membrana
celular y se induce la carotenogénesis en el micelio (Nelson et al., 1989; Schmidhauser et al., 1990). En
la respuesta tardia, se estimula la formacion de las estructuras diferenciadas como las macroconidios
(Turian, 1977) y los.protoperiteci‘os (Degli-lnnocenti et al., 1983). La luz azul también i)one en fase y
suprime (en exposicion continua) el ritmo circadiano de conidiacion (Crosthwaite et al/, 1995). Se ha
estimado que entre 60 y 80 genes de N.crassa son inducidos con {a luz azul (Nawrath y Russo, 1990).

Las mutantes white collar (wc-1 y we-2) son ciegas, no presentan ninguna de las respuestas a la luz
azul (Linden et al., 1997). WC-1 y WC-2 son factores de transcripcién que poseen un dominio de
dedos de zinc, similar a los dominios de unién al ADN de los factores GATA (Ballario et al., 1996;
Linden y Macino, 1997). Ambas proteinas se transportan al nicleo. También tienen un dominio PAS a
partir del cual se forman homo o heterodimeros. WC-1 y WC-2 se unen a las cajas GATA de los
promotores de los genes fotoinducibles y activan su transcripcion (Carattoli et al., 1994; Ballario et al.,
1996; Linden y Macino 1997). WC-1 presenta, ademas, un dominio LOV que tiene 55% de similitud
con el de NPH1, un posible fotorreceptor de luz azul en Arabidopsis, y 63% de similitud con el
producto de bat de Halobacterium halobium, el cuat codifica para un regulador transcripcional de la
bacteriopsina sensible a la luz y al oxigeno (Ballario et al., 1998). Ademas, se ha demostrado que
WC-1 une una flavina y que funciona como fotorreceptor.

En esta parte del trabajo, demostramos que cat-3 constituye uno de los genes que participan en la
respuesta temprana a la luz. Similar a otros genes, la fotorregulacion de cat-3 también depende de los
factores WC-1 y WC-2. Ademas, se presenta el andlisis del promotor de cat-3, los sitios de inicio de la
transcripcion y la presencia de cajas GATA, CAAT y secuencias APE, tipicas de los promotores
fotorregulados.
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Metodologia
Regulacion del gene cat-3 por luz
Se inocularon 3 X 107 conidios de las cepas Wt (74-ORS23-1A), wc-7 (4395) o wc-2 (4402), obtenidas
del Fungal Genetics Stock Center, en matraces de 250 ml que contenian 100 ml de medio Vogel
_ liquido suplementado con 2% de sacarosa. Después de crecer 21 h a 30°C y 150 rpm en obscuridad,
se transfirieron 50 ml de cada cultivo a matraces de 250 mi. Un matraz de cada cepa se mantuvo en
la obscuridad y el otro se expuso a la luz a 1.1 ptW/cm?. Ambos cultivos se incubaron a 30°C y 150
rpm. De cada muestra se ﬁltraron diez mililitros en cada uno de los tiempos indicados y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. Los micelios congelados se trituraron con un mortero y se
extrajo el ARN total con TRIZOL, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se separo el ARN total por
electroforésis (6ug/carril) en un gel de agarosa con formaldehido (Sambrook et al., 1989) a 60 V y se
transfirieron a una membrana de Hybond XL (Amersham, Buckinghamshire, UK) con una camara de
vacio (BIO-RAD) de acuerdo con las instrucciones descritas por el fabricante. Se fijo el ARN a las
membranas con luz UV (Stratalinker) y se hibridd con un fragmento de 2 Kpb de cDNA de cat-3. El
fragmento se obtuvo del plasmido pSMS (ver apéndice) por digestion con EcoRI/Ncol y se marco
radiactivamente con el estuche Random Prime DNA Labeling Kit (Boehringer, Mannheim, Germany).

Del medio inoculado con los conidios de las cepas wc-7 y we-2 se tomaron 10 ml y se colocaron en
matraces de 25 ml. Después de crecer 16 h a 30°C y 150 rpm bajo luz tenue, se les adicioné 5§ mM de
baraquat o 0.5 mM de HxO. y se incubaron por 3 h. Las muestras se procesaron siguiendo el
protocolo descrito anteriormente.

Determinacién de los inicios de a transcripcion.

Se sintetizd el oligonucledtido PE114 (5 CCTCCTTCAACCTCTGACGGGCG 3') que hibrida 114 pb
abajo del ATG del ARNm de cat-3. Se marcaron 20 pmoles del oligonucieétido con 2 ul de y ATP??
(6000 Ci/mmol) en presencia de T4 cinasa (GIBCO) en un volumen final de 20 ul que se ajusté con
H,O previamente tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La mezcla se dejé incubando 1 h a 37°C y
se filtré en una columna NENSORB™20 (Dupond) seglan las instrucciones del fabricante. El filtrado
se secd en el SAVANT y se resuspendid en 10 ul de H,O tratada con DEPC. Los inicios de
transcripcion se determinaron por medio del ensayo de extension de oligonucleotidos “primer
extension”. Para ello se hibridaron 0.5 pmoles del oligonucledtido con 5§ ng de poliA o 20 ng del ARN
total obtenido de los micelios que estuvieron en presencia o no de 5 mM paraquat por 1 h. A la
mezcla de hibridacion se le adiciond, NaCl y Tris-HCI 1M, pH 8, a una concentracion final de 188 mM
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y 27 mM respectivamente. Se adiciond H.O tratada con DEPC para completar un volumen final de
24.42 ). La mezcla se incubd a 95°C por 3 minutos y se dejé enfriar gradualmente. Cuando alcanzéo
fos 42 °C, se le adicionaron 0.5 ul de ARNSsin 100 U/ul (Promega), 7.2 ul de RT Buffer 5X (GIBCO),
3.7 ul de DTT 10 mM, 1ul de dANTP’'s 40 mM y 0.5 ul de Superscript Reverse Transcriptase 18 U/ul
(GIBCO). Esta mezcla con volumen total de 37.52 ut se incubd 1th a 42 °C. Los fragmentos de ADN
de la reacciéon, se precipitaron con 10 ul de acetato de amonio 10 M, pH4 y 100 ut de ETOH absoluto,
toda la noche a —70 °C. Al dia siguiente, se recuperaron los fragmentos del ADN mediante
centrifugacion a 14,000 rpm, 15_minutos a 4 °C. El sobrenadante se retiré y el botén_se lavo dos
veces con 100 ul de ETOH al 70%. El botén seco se resuspendié en 4 ul de H:O tratada con DEPC y
4 nl de Stop Solution del Kit de Sequenase. Para analizar los fragmentos amplificados, se hizo una
reaccién de secuencia utilizando el oligonucleotido PE114 marcado con S y el plasmido pCat-1 (que
contiene {a secuencia del gen de cat-3) y se corrié en un gel. En otro carril paralelo, se cargaron 4 ul
de la muestra con los fragmentos de la reaccion de primer extension y se obtuvo la autorradiografia.

Fusiones del promotor de cat-3 con el gen de la S-galactosidasa.

Se disefiaron cuatro oligonucledtidos. Al primero, que hibrida con el ATG del gen cat-3 se le adiciono
un sitio Bglll (5'GCATGGTATTGTGTTGTCTGG3’) y se denomind lacZ1. Los otros tres, que son
complementarios a las secuencias localizadas en las posiciones —250, 5
CCCCAGATCTGTCAGTCTGTCGGTCTGI'); - 537, (55)CCCGAGATCTAGTGCAACTGTACTCC3') y
—1038, (5'CCCCAGATCTACCTTGAGATTAGCACTCC3) se denominaron lacZ4, lacZ2 y lacZ3
respectivamente. Se amplificaron los fragmentos del promotor con la reaccion en cadena de ia
polimerasa (PCR) utilizando el oligonucledtido lacZ1 junto con lacZ-2. Lo mismo se hizo con lacZ3 y
con lacZ4. Los fragmentos resultantes de 250, 537 y 1038 pb se clonaron en los sitios Smat/Bglll del
plasmidoe pDE1 (Ebbole, 1990) para producir los plasmidos pSM250, pSM500 y pSM1000,
respectivamente (ver apéndice). La secuencia del plasmido pSMS500 y del pSM1000 mostré que se
mantuvo el marco de lectura en ambos eventos de fusidon. Sin embargo, la secuencia de dos clonas
del plasmido pSM250 (pSM250T4 y la pSM250T7) indicd la pérdida de dos nucledtidos por 1o que el
marco de lectura quedod alterado (ver apéndice).

Las transformaciones de la cepa his-3 (6103, FGSC) se realizaron siguiendo el método descrito en la
segunda publicacion de esta tesis).
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Resultados

cat-3 es un gen fotoinducible

El analisis del ARNmM de cat-3 en los micelios que
fueron iluminados después de crecer en la
oscuridad, mostré una induccion transitoria, que es
similar a la de otros genes fotorregulados (Fig. BA).
Se observé una acumulacion del mensajero de cat-3
a los 20 minutos de iluminacion que disminuye a los
40 minutos y alcania los nivelas; basales a los 60
minutos (Fig. 88).

Los factores white coliar regulan la induccién de
cat-3 con la luz

Los micelios de las mutantes wc-7 y wc-2
presentaron muy poco transcrito de cat-3, aan
durante la exposicion a la luz (Fig. 8C y D). Sin
embargo, cuando se trato el micelio con paraquat o
con H:xO-, la induccion de cat-3 en las cepas white
collar fue similar a la cepa silvestre (Fig. 9). Estos
datos demuestran que la fotoinduccién de cat-3 es
regulada por los factores de transcripcion WC-1 y
WC-2 y que la induccién por paraquat y HO; es
independiente de estos factores.

2
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FIG B. Inducciéon de cat-3 con la luz a través
de WC-1 y WC-2. Los micelios se crecieron
en medio liquido por 21 h en obscuridad y
después se iluminaron segun los tiempos
indicados (L). Los cultivos control se
mantuvieron en obscuridad (O). Densito-
metria de las bandas de ARNm de cat-3 de
la cepa W Los valores son relativos al
primer control (A). Northerns que muestran
la acumulacion del mensajero de cat-3 y los
ARNr respectivos tenidos con bromuro de
etidio como control de carga de las cepas
wre (B), we-1 (C) y we-2 (D).

we-1|

wce-2

FIG. 9. Los factores WC-1 y WC-2 no regulan la induccion
de cat-3 por H;O, o paraquat. Acumulacion del mensajero
de cal-3 en las cepas w!, wc-7 y we-2. ElI ARN total se
extrajo del micelio en crecimiento (1), tratado con 1 mM de
H>O2 (2) o con 5 mM de paraqgquat (3). Como control de
carga se muestran los ARN ribosomales 18S y 28S
tefiidos con bromuro de etidio.
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Determinacién de los sitios de inicio de ia transcripcion de cat-3

Se determinaron los sitios de inicio de la transcripcion con la técnica de “primer extension”. Se probaron
tres oligonuctedtido que hibridan en diferentes posiciones con el ARN mensajero de cat-3: uno en el
ATG y los otros dos a +46 pb y +114 pb del ATG. Sin embargo, sdlo el oligonucledtido de la posicidon
114 en presencia de poliA* generé varios productos. Dos de ellos, los correspondientes a los extremos
5' amplificados hasta los sitios -87 y -36 pb del ATG, mostraron una mayor intensidad por lo que los
consideramos sitios preferenciales para el inicio de la transcripcion de la car-3. También se observaron
dos bandas tenues en los sitios —11 y —250 pb (Fig 10A).

Cuando se utiliz6 ARN total, en ngar de poliA+, no se obtuvieron productos. Sin embargc;. con ARN total
de micelio tratado con 5 mM de paraquat, se observaron I0s mismos sitios preferenciales de inicio de la
transcipcion, el —87 y el —36, ademaés se intensifico el sitio —250 (Fig. 10B).

A B

3

G 2

¢ 1

A -250
A"-87

G

ry
1G] -87
[A]

G -36
G

Av-a6

A

G
hdl

5

FIG. 10. Sitios de inicio de la transcripcidon de cat-3. El “primer extension"” con
poliA+ mostré dos sitios de inicio prefenciales, uno a —36 y otro a ~87 (A). E!
ensayo realizado con ARN total no dio senal (1B) pero cuando éste se obtuvo
de micelios tratados con S5 mM de paraquat, se detectaron los sitios
prefenciales y se intensificé el sitio de —250 pb.
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Anadlisis del promotor de cat-3

A diferencia del promotor de cat-1, el promotor de cat-3 presenta cuatro pares de secuencias APE (Fig.
11A). Estas son secuencias tipicas de los promotores regutlados con luz en Neurospora crassa y no se
han encontrado en el promotor de otros genes que no son fotoinducibles. En los primeros 500 pb antes
del ATG estan los cuatro sitios APE del promotor asi como las cajas GATA. Dentro de los primeros 250
pares de bases antes del ATG (Fig. 11C) se presenta una organizacion similar a la del minimo promotor
de al-3 que es fotoinducible, cajas CAAT, cajas GATA y un sitio APE. Este gen codifica para la geranil
geranil pirofostato sintasa (Carattoli, et al., 1999). (Fig. 11B). En el promotor de cat-3, también hay
secuencias conservadas con las :zue interaccionan los factores de transcripciéon como: D-iSF (Fernandes
et al., 1994), STRE (Schueller et al., 1994) y AP-1 (Abate et al., 1990), (Tabla 5). Estos factores regulan

la expresidn de varios genes que responden a diferentes condiciones de tensién (Schueller et al., 1994;
Fernandes et al., 1994).

Elementos APE
A al-3 TalrTrG cdc -10 Ge 116 ccdT 4-‘% 18 cajaTATA
al-1|T[AA| TC TTG CCTA 4- T- [ITC/ TCC <4- 14 cajaTATA
ccg -C|TTG GCCA 13 TCTTG AAA-4- TTQ GGA 18 cajaTATA
con-1 - 8- TG -6- | ATCAG [TTGTTG 3- [TTG TG-— cajaTATA
TA ACA|CA I
-13 -16GA CGCT T Td fl:[g
cat 14 TG - a{caTGC [TTG ATG -9-| TTG TTC
-25- -AGC IT6G - LTIG TTC
B
T ara B Gava [ aPE] aPE] " ATG
c

FIG. 11. Posibles secuencias del promotor para la regulacion de cat-3
con luz. Las secuencias APE, que sélo estan conservadas en los genes
fotorregulados, estan enmarcadas con un rectangulo (A). Se muestran
también las cajas conservadas en el minimo promotor de a/-3 que es
fotoinducible (B) y una organizacion similar en un fragmento del
promotor de cat-3 (C). Las flechas indican los sitios de inicio de la
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Para analizar en detalle el promotor, se hicieron tres construcciones: una con 250 pb antes del ATG
(PSM250), otra con 543 pb (pSMS500) y la ditima con 1038 (pSM1000). fusionadas al gen de la

B-galactosidasa (/ac2) como proteina reportera (ver apéndice). La secuencia de las construcciones
mostré que los ATG de los plasmidos pSM500 y pSM1000 quedaron en marco con el gen /acZ. Sin
embargo, las dos clonas de pSM250, la pSM250T4 y la pSM250T7, que se secuenciaron, perdieron

. el marco debido a la pérdida de dos bases.

Con las construcciones pSMS500 y pSM1000 se transformé la cepa his-3 (FGSC 6103). La
recombinacion homologa del gen~his-3 truncado en el extremo amino-terminal de los plés}nidos con el
locus his-3 de una cepa que presenta una mutacion puntual en el extremo carboxilo terminal permitio
seleccionar las cepas transformadas debido a la pérdida de la auxotrotia. Estas. se resembraron 3

veces para obtener los homocariotos.

Ei analisis de las cepas transformadas permitira determinar si el fragmento del promotor contenido
entre los —500 y —1000 pb del promotor, se requiere para la induccion de cat-3 con la luz y las
diferentes condiciones de tensién. Esperamos que algunas secuencias dentro de los 500 pb antes del
ATG sean indispensables para la regulacion de cat-3 con la luz.
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DISCUSION GENERAL

Las catalasas monofuncionales grandes de Neurospora crassa

Los genes cat-1 y cat-3 codifican para dos catalasas monofuncionales grandes, la CAT-1 y la CAT-3,
respectivamente. El andlisis filogenético de fas catalasas monofuncionales muestra que las catalasas
compuestas de subunidades grandes (mayores de 80 kD) estan presentes s6lo en bacterias y en
hongos y se agrupan en un clado diferente al de las catalasas constituidas por subunidades
pequenas (50-65 kDa) (Kiotz et al.,, 1997; Johnson et al., 2002). El tamafio de las catalasas grandes
es el resultado de la extension de~4o—70 residuos en el extremo amino-terminal y la adicién de un
domino del tipo flavodoxina de 150 residuos en el extremo carboxilo-terminal (Klotz et al., 1997). Las
catalasas pequenas como fa de bovino y la humana tienen la capacidad de unir NADPH en el
extremo carboxilo terminal de cada subunidad. En las catalasas grandes, la presencia del dominio
tipo flavodoxina impide la interaccion del NADPH con las subunidades (Kirkman et al., 1984; Jouve et
al., 1989).

La CAT-1 y CAT-3 son resistentes a la luz, la temperatura, el pH y los agentes desnaturalizantes
(Diaz et al.,, 2001). Ademas, ambas enzimas tienen como grupo prostético una clorina en vez del
ferro-protohemo IX (Jacob y Orme-Johnson, 1979; bLledias et al., 1998), toleran concentraciones
molares de H:O. y muestran una menor sensibilidad a la inactivacion por azida (Diaz et al., 2001;
Diaz y Hansberg, resultados no publicados). Estas caracteristicas de las catalasas grandes aseguran
una mayor proteccion antioxidante en los micro-organismos expuestos a diferentes condiciones de
tension.

La secuencia de proteina de la CAT-1 y la CAT-3 presenta so6lo un 36% de identidad entre ellas.
Comparten un mayor porcentaje de identidad (60%) con sus homologos de otros hongos, que entre
ellas mismas. Esto también se observa entre las Cat-A y Cat-B de Podospora ancerina, Aspergillus
nidulans (Navarro et al.,, 1996; Kawasaki et al.,, 1997), Aspergillus fumigatus (Calera et al., 1997) e
Histoplasma capsulatum (Johnson et al., 2002). El analisis filogenético muestra que el clado que
contiene exclusivamente catalasas monofuncionales grandes se divide en dos subclados: el de las
CAT-A, en el que esta la CAT-1 de N. crassa y en donde predominan las catalasas bacterianas y el
de las CAT-B en el que se localiza la CAT-3 y ia mayoria de las catalasas de hongos (Johnson et al.,
2002).
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etanol o en una ailta concentracion de NaCl. Esto sugiere que cada una de ellas desempena una
funcion especifica en el hongo.

Regulacion de cat-3 con la luz

La induccién de los genes fotoinducibles en N. crassa es transitoria. Los genes bli-3 y bli-4 (inducidos
con la luz azul) (Somer et al., 1989), con-5y con-10 (genes de la conidiacion); al-1, al-2y al-3 (fitoeno
deshidrogenasa, fitoeno sintasa y geranil-geranil pirofosfato sintasa, respectivamente) (Neison et al.,
1989; Schmidhauser et al/., 1990). frq (oscilador del ciclo circadiano), ccg-4 y ccg-6 (genes regulados
por el ciclo cnrcaduano) y we-1y wc-2 (factores de transcripcién) pertenecen a los genes de regulacion
temprana. La induccion se da en los primeros minutos de la exposicion a la luz azul, alcanza un
maximo entre 20-30 minutos y después decrece. Este mismo comportamiento se observdé en la
acumulacién del mensajero cat-3. De manera similar a los otros genes inducidos con la luz, la
fotoinduccion de cat-3 depende de los factores de transcripcion WC-1 y WC-2. En cambio, la
induccioén de cat-3 con H,O; y con paraquat es independiente de estos factores.

El fragmento de 250 pb antes del ATG del promotor de cat-3 contiene cuatro posibles elementos para
la fotorregulacion del gen que estan organizados de manera similar en el promotor minimo de a/-3
(Carattoli et al., 1994). Ambos incluyen secuencias APE, cajas GATA y CCAAT. Sin embargo, en el
caso de la cat-3, estas cajas son GGATA y no HGATA (donde H puede serC, Ao T).

El factor de transcripcion AREA que tiene dedos de zinc y pertenece a la clase cuatro, a la que
también pertenecen los WC, sdélo pueden interaccionar con las cajas HGATA (Ravagnani et al.,
1997). A diferencia de otros factores de la misma clase (como AREA, GLEN3 y NIT2), el WC-1 y el
WC-2 tienen la caracteristica inusual de que el asa de los dedos de zinc esta formada por 18
aminoacidos en lugar de 17. Ademads, el residuo de leucina hidrofébico, responsable de la interaccion
con las cajas HGATA, esta sustituido en el WC-1 y el WC-2 por un residuo de acido glutamico que es
hidrofilico (Ballario et al., 1996; Linden y Macino, 1997). Posiblemente, las modificaciones en los
dedos de zinc de WC-1 y de WC-2 permiten la union de estos factores a las cajas GGATA. Seria
interesante determinar si efectivamente dicha interacciéon se lleva a cabo. analizar con las
construcciones pSM-250, pSM-500 y pSM-1000 las regiones en donde se localizan las secuencias
responsables de los difterentes tipos de regulacidn que presenta el gen cat-3. Ademas, seria también
importante determinar si las cajas HSF, STRE y AP-1 del promotor son funcionales.
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El gen cat-3 es el primer gen de catalasa fotoinducible encontrado en hongos. En plantas, las
catalasas Cat3 de maiz (Redinbaugh et al., 1990); CAT2 (Zhong et al., 1994) y CAT3 (Zhong y
McClung, 1996) de Arabidopsis thaliana y Cat-1 de Nicotiana plumbaginifolia (Willekens et al., 1994)
se inducen con la luz.

La CAT-3, el hemo y sus modificaciones.

La CAT-1 se oxida in vitro en presencia de 'O, (Lledias et al., 1998) e in vivo durante la germinacion
de los conidios (Lledias et al.. 1999), generando isoformas mas acidas y con una mayor movilidad
electroforética. La CAT-3 se modifica in vivo en el micelio expuesto a un choque térmico en presencia
del aire e in vitro cuando se expone a una reaccién de fotosensibilizacion en la que se produce el 'O,
Sin embargo, el cambio en la movilidad electroforética observado en la CAT-3 oxidada fue mucho
menor que el de la CAT-1 (primera publicacién en este trabajo). También se observa unas isoformas
mas acidas en las catalasas de diversos organismos expuestas al 'O (Lledias et al., 1998; Lledias y
Hansberg, 1999).

Los estudios de la CAT-1 demuestran que las isoformas son el resultado de la oxidacion del hemo
(Lledias et al.,, 1998). Aun cuando la causa de la modificacion en la CAT-3 no ha sido estudiada en
detalle, las caracteristicas de la proteiné sobreepresada en E.coli, sugiere que también en este caso
el hemo esta relacionado. La CAT-3 sobreexpresada tiene una movilidad electroforética que es
diferente a la CAT-3 extraida de N. crassa y ademas, es fotosensible (Michan, Lledias y Hansberg,
datos no publicados). Las catalasas como la humana, la de bovino, la de maiz o la de girasol son
fotosensibles, a diferencia de la Cat-1 y la Cat-3 que no pierden actividad aun exponiéndolas a la luz
intensa por largos periodos (Lledias et al., 1998; Lledias y Hansberg, datos no publicados).

Procesamiento y secrecion de la CAT-3

La CAT-3 se secreta al medio al igual que las catalasas homodlogas de otros hongos. La actividad de
la CAT-3 se detectd en el medio de cultivo sélido y también en un medio liquido en el que crecio la
cepa silvestre. Sin embargo, la CAT-3 secretada representd solo una pequepa fraccidon (<3%) de la
actividad determinada en los extractos celulares (datos no mostrados). Esto y el que unicamente un
porcentaje bajo (5-10%) de la CAT-3 tenga un amino terminal procesado, sugieren que solo una
pequefia fraccidon de la CAT-3 se procesa y se secreta. La mayoria de la CAT-3 se encuentra en la
fraccion soluble y esta asociada con pared celular (Montes de Oca, 1999).
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El extremo amino terminat de la fraccién de CAT-3 que se secreta, posiblemente se procesa de forma
similar a la Cat-B de A. fumigatus (Calera et al., 1997). El corte de una peptidasa elimina los primeros
18 aminoacidos y una endopeptidasa tipo-KEK2 sustrae los 13 residuos siguientes.

Tomando en cuenta que la actividad extracelular de CAT-3 aumenta conforme el cultivo avanza en su
crecimiento (datos no mostrados) y que s6lo una pequeiia fraccion de la CAT-3 se secreta, seria
interesante conocer en detalle cémo se regula el procesamiento y la secrecion de la enzima y
determinar si este tipo de regulacion desempefia un papel importante en la fisiologia detl hongo.

El gen cat-1 tiene dos codones de inicio de la traduccion en marco. El alineamiento con los genes
homologos y el andlisis del uso de codones sugiere que el segundo inicio es el correcto. Ademas,
s6lo el segundo coddn de inicio esta en un contexto de la secuencia consenso para los sitios de inicio
de la transcripcion. El amino terminal de la CAT-1 no muestra la secuencia de un péptido senal, sin
embargo, el amino terminal de esta catalasa también se procesa (Diaz y Hansberg, datos no
publicados). Esta catalasa también se encuentra asociada a la pared celular, que en este caso es de
los conidios (Montes de Oca, 1999).

La ausencia de una catalasa extracelular en la mutante sin CAT-3, demuestra que ésta es fa Unica
cétalasa que N. crassa secreta al medio. Se ha demostrado la secrecion de otras catalasas, como la
CAT-B de A.furnigatus y la CAT-1 de C. purpurea (Calera et al, 1997; Garre et al., 1998). La secrecion
de la CAT-3 puede estar relacionada con las concentraciones elevadas de H.O, que se pueden
producir a partir del O, que genera la NADPH oxidasa de las plantas (Doke et al., 1996), ya que en
condiciones silvestres N. crassa crece en sustratos vegetales.

La pérdida de 1a actividad de CAT-3 es compensada por otras enzimas

N. crassa tiene varias enzimas que participan en la detoxificacion det H20.. Sin embargo, la ausencia
de la actividad de CAT-3 en la cepa mutante no puedo ser compensada por la CAT-1 o por otras
actividades de catalasa, aun en condiciones de tension oxidativa. La CAT-1 y CAT-3 se expresan
durante el ciclo de vida asexual de manera diferente y, en las condiciones de tension en las que se
induce ta CAT-3, la CAT-1 no incrementa.

Ademas de las dos catalasas monofuncionales grandes, el hongo tiene una catalasa monofuncional
pequena (CAT-4) localizada probablemente en los peroxisomas y una catalasa-peroxidasa (CAT-2)
que se expresa en la hifas en donde se observa vacuolizacion como las de la fase de crecimiento
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estacionario tardio, las del micelio adherido o en las bases de las hifas aéreas conidiantes (Peraza y
Hansberg, 2002). Ademas, en el genoma de N. crassa se han encontrado secuencias que codifican
para tres peroxirredoxinas, una glutation peroxidasa, una citocromo c¢ peroxidasa y probablemente
otras peroxidasas. Sin embargo, a diferencia de las catalasas que funcionan en concentraciones
milimolares de H.O;, éstas enzimas son eficientes unicamente a bajas concentraciones de H,O,.

La faita de compensacion de la actividad de CAT-3 se manifiesta en la sensibilidad que mostraron las
mutantes cat-3 al H;O,. Mientras que el 90% de las colonias Wt lograron sobrevivir al tratamnemo con
10 mM de H.O, durante 10 mlnutos. el 70% de las colonias mutantes no lo resistieron.

En conclusion, a pesar de la redundancia de enzimas que participan en ia detoxificacion del HO»,
ninguna de ellas es capaz de compensar la pérdida de la actividad de la CAT-3 durante el crecimiento
debido a que son mas ineficientes, presentan otra localizacion celular o se expresan en diferentes
condiciones o/y estructuras celulares.

Otros sistemas antioxidantes se inducen en la mutante cat-3

En respuesta al estado hiperoxidante y a la falta de compensacion de la actividad de catalasa, se
esperaba que otros sistermas antioxidantes se indujeran en la mutante cat-3. Los carotenos son
compuestos que tienen una funcion antioxidante. Aquellos que contienen mas de once enlaces
dobles conjugados son muy eficientes para inactivar el 'O; y evitar el dafo fotooxidativo (Thomas et
al., 1981). Los carotenos se sintetizan en N. crassa: durante el crecimiento en respuesta a la luz azul,
a través de los factores de transcripéién WC-1 y WC-2, y de manera constitutiva durante la
conidiacion independiente de la luz y de los factores WC (Rau y Mitzka-Schnabel, 1985; Bramley y
Mackenzie, 1988).

Ambos tipos de induccién estan relacionados con la produccién de 'O, y otras EOR. La iluminacion
con luz azul de los compuestos intracelulares fotoactivos, como las flavinas. promueve las reacciones
de fotosensibilizacion en las que se produce 'O, (Halliwell y Gutteridge, 1999). Durante la conidiacion
se observan las isoformas oxidadas de la CAT-1. Las isoformas oxidadas pueden ser un marcador
intracelutlar del 'O, (Lledias y Hansberg, 2000). Schroeder y Johnson (1995) demostraron que el 'O,
induce la sintesis de los carotenos en Phaffia rhodozyma. Los carotenos de Sclerotium rolfsii (Georgiu
et al., 2001) también se inducen por una tension oxidativa durante la formacion de los esclerosios.
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Ademas, algunas EOR como et O y el H:O, pueden generar de manera espontanea 'O; en las
céiulas. De hecho el H,O; es la principal fuente del 'O, en la oscuridad (revisado en Uledias y
Hansberg, 2000). Las colonias Wt de N. crasa que crecen en la oscuridad practicamente no tienen
carotenos y éstos se inducen en presencia de la luz. Sin embargo, las cepas mutantes en cat-3,
crecidas en oscuridad, muestran un contenido elevado de carotenos. Estos resultados son
consistentes con la generacién del 'O, a partir del H,O. y la inducciéon de la sintesis de carotenos
debido al '0,. El contenido de carbonilos en la Wt iluminada por 1 h aumenta tres veces. Esto indica
que la fotosensibilizacién genera condiciones hiperoxidantes.

Efectos de la ausencia de la CAT-3 en el desarrolio asexual de N. crassa

La filtracién y exposicién del micelio vegetativo al aire induce la conidiacion de N. crassa. Se ha
considerado que la desecacion es la que dispara el proceso de conidiacion. Sin embargo, de todo el
micelio filtrado, sélo se diferencia el que se mantiene en contacto directo con el aire. La adhesion del
miicelio, primer paso del proceso de conidiacion, se produce a los pocos minutos de la exposicion al
aire y esta relacionada con la secreciéon y polimerizacion de un carbohidrato en la pared celular que
funciona como cemento de union entre las hifas (Hansberg, datos no publicados). La capa del micelio

adherido también se forma en cultivos liquidos no agitados, condiciones en las que no se puede
desecar el micetio.

Por otro lado, en las masas de micelio no expuestas al aire o en presencia de antioxidantes el micelio
no se adhiere, lo cual sugiere que se requiere una tensién oxidativa para la adhesion de las hifas.
Solo en el micelio adherido se ha detectado la oxidacion y la degradacion de proteinas y de ailgunas
enzimas especificas (Toledo et al., 1994). Ademas, el micelio adherido sirve de sustrato para el
desarrollo de las hifas aéreas, la siguiente estructura diferenciada del ciclo asexual. Las hifas de las
mutantes sin cat-3 se tienden a adherir unas con otras durante el crecimiento en cultivos liquidos y
muestran una mayor oxidacion de proteinas con la aereacion.

Segun nuestra hipotesis, el estado hiperoxidante en el micelio adherido de la mutante deberia
conducir a la formacion de un mayor numero de hifas aéreas. La mutante de cat-3 produce seis veces
mas micelio aéreo y mas conidios que la Wt.

Algunas cepas mutantes de catalasa en otros hongos no presentan efectos relacionados con los
procesos de diferenciacion (Navarro et al.,, 1996; Kawasaki et al, 1997; Calera et al.,, 1997; Garre et
al., 1998). Sin embargo, fa ausencia de la Cat-B en la bacteria Streptomyces coelicolor produce
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osmosensibilidad y afecta la produccion del micelio aéreo (Cho, et al., 2000). La mutante sod-7 que
carece de la SOD Cu-Zn (Chary et al.,, 1994), tiene un fenotipo parecido al de la mutante cat-3. La
cepa mutante sod-71 presenta mas carotenos, la adhesion de las hifas es mayor y también se
producen mas hifas aéreas y conidios (Peraza y Hansberg, datos sin publicar). A diferencia de la
cat-3, la sod-7 es mas sensible al paraquat y es resistente al H.Ox.

La eliminacion del gen que codifica para la proteina Goy de N. crassa produce el siguiente fenotipo:
disminuye el nivel del AMPc, el crecimiento apical y la acumulacion de los carotenos, aumenta la
tolerancia al choqué de calor y }l tratamiento con H:0O. y produce menos hifas aéreés pero mas
conidios. Un fenotipo similar lo presenta la mutante deficiente de la adenilato ciclasa. Las cepas
mutantes que tiene la proteina Gao; permanentemente activa muestran un incremento det AMPc, bajo
contenido de carotenos, un crecimiento apical similar al de la Wt, una disminucion de la tolerancia al
choque de calor y al tratamiento con HO:> y un aumento en la produccion del micelio aéreo, pero una
disminucion en el niumero de conidios (Yang y Borkvich, 1998).

Lo anterior sugiere que el nivel del AMPc esta relacionado con la sefal de carbono reducido. Un nivel
aito de AMPc podria indicar suficiencia de carbono reducido, lo que se traduce en una menor
proteccion antioxidante (menos carotenos, menor termotolerancia y menor sensibilidad at H>Oz), un
mayor crecimiento y menor diferenciacion. Un nivel bajo de AMPc podria indicar una limitacion de
carbono reducido y traducirse en una mayor proteccion antioxidante, menor crecimiento y una mayor
diferenciacion celular. La determinacion de los niveles de AMPc durante el ciclo asexual de la
mutante cat-3 permitirian entender un poco mas sobre dichas relaciones.

En este trabajo demostramos que las catalasas monofuncionales grandes juegan un papel especifico
en el mantenimiento del equilibrio REDOX intracelular y especificamente ia funcion de la CAT-3 esta
relacionada con el proceso de diterenciacion asexual de N. crassa.
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APENDICE

Se presentan los mapas de los plasmidos construidos durante el desarrollo de esta tesis

PBKS+ Hinam

Amp

cat-3 (cDNA)
(2433 pb)

Ndel TG

Notas sobre la construccién: el cDNA de cat-3

sé clond en el sitio EcoRV de pBKS+/-

(Stratagene) en sentido a la secuencia Hindlll

del ptasmido. Los detalles de la construccion se
. describen en la primera publicacién.

Notas sobre la construccion: 1a secuencia de
lacZ contenida en el fragmento EcoR1 de
pDEI (FGSC) se reemplazé por el cDNA de
cat-3 que contiene desde el ATG hasta el
STOP. Este plasmido se utilizd para el RIPing.
Los de-talles de la construccion se describen
en la segunda publicacion.

o3 TESIS CON

PET23b+ Hindin

stop
Amp

Promotor T7/

Ndel ATG

Notas sobre la construccién: el cDNA de
cat-3 con toda la region 3' que no se traduce
se clond en los sitios Ndel/Hindll del plasmido
pET23b+ (Novagen). ElI cDNA no se dejé en
marco con las colas de histidina del plasmido.
Los detalles de la construccion se describen
en los procedimientos experimentales de esta
tesis.

EcoR! EcoRlI
o 543 pb ~

promotor cat-3

pSM4a
4.4 Kpb

Notas sobre la construccion: 543 pb del
promotor de cat-3 se amplificaron por PCR
con los oligonucleotidos olilacZ1 y olilacZ2
(ver los procedimientos experimentales de
esta _tesis) y se clonaron en el sitio EcoR! de
pCR™1 (Invitrogen).
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EcoR}

CDNA cat- Neol

PSMS
6.022 Kpb °'"

relieng

PBKS+/-

-

Notas sobre la construccion: el fragmento
EcoRi/Xbal de pSM6 que contiene el cDNA
de cat-3 fusionado con la GFP (uso de
codén adaptado para plantas) se subclond

‘ DNA cat-

T
om 35S

PSM6
7.0 Kpb

pGFP-MRCp

Notas sobre la construccion: el cONA de
cat-3, desde el ATG hasta antes del STOP
se amplificé por PCR con los
oligonucleotidos GFPrv (5'CGCCGCCATG

en los sitios compatibles de pBKS+/-.

PCR™N

Notas sobre la construccion: un fragmento
de 600 pb del gen cat-7 se amplificé por
PCR con oligos degene-rados se cloné
en los sitos EcoRl de pCR™Il (Invitro-
gene). Ver detalles de ta construccion en
la primera publicacion de esta tesis.

GCCTCATCATCGCCATC3) y GFPfw (5
CGCCGAATTCATGCGTGTCAACGCTCT
T3) y se cloné adelante de la GFP
(Genebank: C€CVU43284) en los sitios
EcoRi/Ncol de pGFP-MRCp.

Notas sobre la construccion: un fragmento de
250 pb del promotor de cat-3 se cloné en los
sitios BgliiyYSmal de pDE! (FGSC), adelante del
gen de la fB-galactosidasa (lacZ). De este
plasmido se secuenciaron dos de las tres clo-
nas que se obtuvieron, la T4 y T30. Ambas,
presentaron una pérdida de 2 pb cercana al
ATG, lo que afectd el marco de lectura. Los
detalles de la construccion se describen en los
procedimientos experimentales de esta tesis.
Secuencia en marco:

ATG CGG GCC GTC GTT TTA

Secuencia de las clonas T4 y T30

AT - -GGGCCGTCGTCGTTITA
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Notas sobre la construccién: 1048 pb del
promotor de cat-3 se clonaron en los sitios
Bglll/Smal de pDEI (FGSC) en marco con lacZ
como proteina reportera. Los detalles de la
construccion se describen en los procedimien-
tos experimentales de esta tesis.

Notas sobre la construccion: 543 pb del
promotor de cat-3 se clonaron en los sitios
Bglil/Smal de pDEI (FGSC) en marco con tacZ
como proteina reportera. Los detalles de la
construccion se describen en los procedimien-
tos experimentales de esta tesis.
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