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INTRODUCCION

La diferenciacion celular

La diferenciacion celular tradicionalmente se ha visto como un proceso mediante el cual se
generan tipos celulares especializados que difieren en su estructura y funcién (Alberts et al.,
2002). En términos generales, se piensa que es un proceso secuencial e irreversible que
depende de cambios en la expresién génica de modo jerarquico, de manera que determinados
genes reguladores activan a otros que a su vez pueden ser reguladores o efectores y asi,
sucesivamente, se establece un patrén que compromete a la célula a asumir cierto linaje y que
culmina con un estado diferenciado. Es de llamar la atencién el caracter tautolégico de esta
vision y la falta de una explicacion que manifieste por que se expresan genes diferentes. Si
bien, esta claro que para que ocurra la diferenciacién celular se requiere una activacion y
regulacion de genes especificos, no esta claro qué es lo que inicia dicha activacién o qué es lo
que tienen en comun los diferentes estimulos capaces de desencadenar los diferentes procesos
de diferenciacion celular. Algunos modelos suponen que el evento inicial es estocastico
(Kupiec, 1997; Paldi, 2003).

Otra alternativa ha sido considerar a la diferenciacion celular como una transicion entre
estados estables. Siendo estables el crecimiento (o proliferacion celular) y los estados
diferenciados, la transicion entre ellos plausiblemente es inestable. Asi, al entender qué genera
(o caracteriza) dicha inestabilidad, es posible conocer cuales son los eventos iniciales en las
transiciones morfogénicas celulares (Hansberg y Aguirre, 1990; Hansberg, 1996). En el
laboratorio nos hemos enfocado en determinar la existencia de dicho estado inestable, en
definir sus caracteristicas y en entender la respuesta de la célula ante dicho estado. Para ello
estudiamos los procesos de diferenciacion celular de los hongos.

Los hongos resultan organismos atractivos para estudiar cdmo se determinan y regulan
los procesos de diferenciacion celular. Estos presentan vias alternas de esporulacion tanto
sexuales como asexuales que, dada la totipotencialidad de su micelio, no son vitales y se
pueden manipular. Los procesos de diferenciacion celular de algunos hongos, como
Neurospora crassa, son rapidos, se pueden inducir de manera sincrénica y se pueden separar
los estadios diferenciados para su analisis. Por otra parte, en N. crassa se cuenta con un gran
numero de mutantes caracterizadas, asi como con la metodologia para hacer genética tanto
tradicional como molecular. Asimismo, su genoma ha sido secuenciado y la informacion

resultante ha sido organizada (Davis y Perkins, 2002; Galagan et al., 2003).



La diferenciacion celular en Neurospora crassa

Los hongos son organismos cuyo desarrollo presenta varias vias alternas de propagaciéon y
reproduccién. La mayor parte de ellas conlleva procesos de diferenciacion celular que culminan
con la formacién de esporas que pueden ser de origen sexual o asexual. En los hongos
ascomicetos, como N. crassa, las esporas sexuales (ascosporas) son haploides y se forman
dentro de células especializadas (esporangios) llamadas ascas como resultado de la meiosis.
Las células (6 hifas) somaticas también son haploides y las esporas asexuales (conidios) se
forman mitéticamente a partir de las hifas de manera exégena. En N. crassa se pueden formar
dos tipos de conidios: los macroconidos y los microconidios. El proceso de esporulacion mas
conspicuo del hongo es la formacién de los macroconidios. Este proceso se caracteriza por la
formacion de hifas aéreas (conidiéforos) que emergen a partir del micelio adherido (del sustrato)
(Toledo et al., 1986). Los macroconidios son esporas multinucleadas que a su vez,
dependiendo de su origen, pueden ser blastoconidios o artroconidios. Su formacién comienza
por la aparicion de una serie de constricciones menores en las hifas aéreas, seguida por la
formacion de cadenas proconidiales que se generan por gemacion sucesiva en los apices
hifales. Las células de las cadenas proconidiales son delimitadas por constricciones mayores
cuya separacion tiene como resultado la formacion de los blastoconidios. Por otra parte, la
formacion de septos en las constricciones menores de los conidiéforos y la desarticulaciéon de
las células delimitadas por ellos dan lugar a los artroconidios (Springer, 1993). Los
microconidios, por su parte, son esporas blasticas pero de menor dimension que los
macroconidios y son uninucleadas. Se forman individualmente a partir de microconidioforos
(Maheshwari, 1991; Springer, 1993; Maheshwari, 1999).

Micreconidia
emerging from
hypha

Figural. Las esporas asexuales de N. crassa: blastoconidios, artroconidios

y microconidios (de izquierda a derecha).



El proceso de conidiacion del hongo se puede inducir por varios estimulos, tales como la
exposicion al aire y la luz (Davis, 2000). Asimismo, se sabe que la privacién de carbono o
nitrégeno puede inducir la formacién de conidios aun en cultivos sumergidos (Muller y Russo,
1989). En determinadas condiciones, el desarrollo asexual de N. crassa se caracteriza por
zonas de conidiacion intensa y zonas de escasa conidiacién. Como resultado, las colonias del
hongo presentan un patrén concéntrico de bandas de conidiacién (Fig. 2A) o de bandas
paralelas si el crecimiento se hace en cultivos en pista (Fig. 2B). Este patron es evidente en
algunas cepas mutantes, como la cepa band (bd), en las que los periodos de maxima
conidiacion suelen ocurrir en intervalos de 22 horas. Este ritmo de conidiacién presenta otras
caracteristicas consideradas como propias de los ritmos circadianos: una vez presente el ritmo
éste se sostiene por muchos dias, presenta una compensacion por temperatura y se puede
sincronizar por estimulos tales como la luz y la temperatura. Por ello, se ha planteado que la
conidiacion del hongo es circadiana y se ha propuesto que el ritmo se mantiene mediante un
mecanismo oscilador auto-regulado compuesto por elementos positivos que lo estimulan y
negativos que forman un asa de retroalimentacion negativa (Davis, 2000; Liu, 2003).

La reproduccion sexual de N. crassa es un proceso complejo que ocurre en cuerpos
fructiferos multi-hifales (ascomas) llamados peritecios (Fig. 3B y C). Este proceso requiere la
formacion de multiples tipos celulares. N. crassa es un hongo heterotalico en el cual la
reproduccidn sexual ocurre sélo entre individuos de sexo distinto. Los individuos de ambos
sexos son capaces de formar estructuras sexuales receptoras (el ascogonio o parte femenina,
Fig. 3A) y células donadoras (masculinas). El ascogonio esta inmerso en un protoperitecio
formado por hifas haploides de la cepa receptora y puede ser fertilizado por un conidio o0 un
fragmento hifal del sexo opuesto. Una vez que esto ocurre se desarrolla el peritecio y en su
interior se propagan las células ascégenas (dicariontes) que daran lugar a las ascas y a las
ascosporas (Fig. 3D y E). En N. crassa la cariogamia es seguida por la meiosis y por una
divisién mitética de manera que por cada célula ascogena se forma un asca con ocho

ascosporas haploides (Springer, 1993; Coppin et al., 1997).

Figura2. Las conidiacién circadiana de N. crassa en colonias concéntricas (A) o en tubos (B).



Los genes que determinan el sexo estan localizados en un locus (mat) del que existen
dos versiones alternativas (mat A y mat a) que son polimérficas y son llamadas ideomorfos. El
locus mat a contiene un solo gen (mat a-1) mientras que el mat A incluye tres genes (mat A-1,
mat A-2 y mat A-3). Se sabe que, ademas de controlar la reproduccion sexual, los genes mat a-

1 y mat A-1 controlan la compatibilidad vegetativa (Coppin et al., 1997).

Figura 3. El desarrollo sexual en N. crassa. Ascogonio (A), protoperitecio (B),

peritecio (C), ascas (D) y ascosporas (E).

La teoria de la evasién del oxigeno para la diferenciacién celular
La conidiacion del hongo se puede inducir de manera sincronica al exponer al aire el micelio del
hongo que ha crecido en medio liquido. Durante este proceso se pueden observar tres
transiciones morfogénicas: la adhesion de las hifas que ocurre durante los primeros 40 minutos
de la exposicion al aire, la formacion del micelio aéreo que comienza después de dos horas y la
formacion de los conidios que ocurre entre nueve y diez horas después de exponer al aire el
micelio. La caracterizacion de estas transiciones morfogénicas ha revelado que cada estado
diferenciado es precedido por un estado hiperoxidante (Hansberg y Aguirre, 1990; Hansberg,
1996).

El inicio de cada transicion morfogénica se caracteriza por un incremento en la oxidacion
y la degradacioén de la proteina total (Toledo et al., 1994). Enzimas como la glutamato
deshidrogenasa biosintética (dependiente de NADP*) desaparecen rapidamente al inicio de la
conidiacion y otras como la glutamina sintetasa se inactivan al inicio de cada cambio
morfogénico y se vuelven a sintetizar en los estados diferenciados. Se ha demostrado que la
pérdida de estas actividades esta relacionada con su oxidacioén lo que las hace mas
susceptibles a la protedlisis (Aguirre y Hansberg, 1986; Aguirre et al., 1989; Toledo et al., 1994).
Hay otras enzimas, como las catalasas, que también son oxidadas durante la conidiacion pero
que no parecen ser inactivadas como consecuencia (Michan et al., 2002).

Por otra parte, al mismo tiempo que se oxidan las enzimas y la proteina total, se detecta

un desequilibrio en el estado redox de los principales acarreadores de electrones. Los niveles



de NADH y NADPH decaen rapidamente y simultaneamente aumentan los de NAD" y NADP".
La concentracion del glutation disminuye mientras que el disulfuro de glutation es excretado
(Toledo et al., 1991; Toledo et al., 1995; Hansberg, 1996). Ademas, al inicio de cada transicion,
los niveles de algunos antioxidantes aumentan, tal es el caso de enzimas como las catalasas y
de los carotenos. Estos ultimos también son oxidados en cada transicion morfogénica y
aumentan con cada estado diferenciado (Hansberg, 1996; Michan et al., 2002).

Cuando los electrones del oxigeno en singulete y de los carbonilos excitados regresan a
su nivel basal de energia emiten fotones y esta emision se puede detectar con un
fotomultiplicador. Se ha detectado quimioluminiscencia espontanea al inicio de cada paso
morfogénico de la conidiacion y se ha demostrado que esta quimioluminiscencia esta asociada
con un estado hiperoxidante. Al someter la célula a condiciones oxidantes la
quimioluminiscencia se incrementa mientras que las condiciones hipdxicas y los agentes
antioxidantes la suprimen. Asimismo, la condiciones oxidantes aceleran la diferenciaciéon
celular y las condiciones hipéxicas o los agentes antioxidantes la retardan o evitan. Con estas
evidencias se puede sugerir que los cambios morfogénicos de la conidiacién son precedidos por
un estado hiperoxidante y que existe una relacién causal entre ellos (Hansberg et al., 1993;
Hansberg, 1996). Con base en estas evidencias, se ha propuesto que la diferenciacién celular
ocurre en respuesta a un estado hiperoxidante, definiéndose éste como un estado en el que las
especies de oxigeno reactivas sobrepasan a los mecanismos celulares antioxidantes. Asi, el
proceso de diferenciacion celular se puede ver como un proceso de evasion del dioxigeno

(Hansberg y Aguirre, 1990).

Las especies reactivas del oxigeno y la respuesta antioxidante

Los seres vivos estan constantemente en contacto con el oxigeno y con las formas reactivas
derivadas de él. El dioxigeno en su estado basal o de triplete (O,) es la forma mas estable del
oxigeno. Tiene un potencial oxidante relativamente débil debido que su enlace oxigeno-
oxigeno es muy fuerte y a que tiene un par de electrones no apareados con el mismo giro
(nimeros cuanticos spin paralelos, Fig. 4). Para que el O, acepte un par de electrones, éstos
deben tener nimeros cuanticos spin paralelos. Los electrones apareados de los orbitales
atomicos o moleculares tienen numeros cuanticos spin antiparalelos, lo que restringe la
aceptacioén de electrones del O, pues sélo puede tomar uno a la vez. (Green y Hill, 1984; Imlay,
2003). Existen formas del oxigeno cuya capacidad oxidante es considerablemente mayor, por
ejemplo, al incrementar la energia del O, se debilita el enlace oxigeno-oxigeno y se provoca

que los electrones tengan numeros cuanticos spin antiparalelos, de manera que se suprime la



restriccion del spin. Estas formas excitadas y mas reactivas del oxigeno son conocidas como
oxigeno en singulete ('O,) (Fig. 4). Por otra parte, las especies reactivas como el superoxido
(O27), el perdxido de hidrégeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH') se pueden generar por la

reduccion incompleta del O, en H,O:

+e’ +e +2H" +e +H’ +e +H’
O, —> 0Oy —> H)0; —~ OH ——> H)0
Hzo

Al reducir parcialmente el O, también se debilita el enlace oxigeno-oxigeno y se elimina la
restriccion del spin, de manera que el O," y el H>O, son oxidantes univalentes mas fuertes que
el O,. Sin embargo, la estabilidad del H,O, lo hace poco reactivo y la carga aniénica del O, le
impide reaccionar con moléculas ricas en electrones. En contraste, el OH es la especie del
oxigeno mas reactiva conocida. Su reactividad oxidante parece estar limitada sélo por su nivel
de difusién (Green y Hill, 1984; Halliwell y Gutteridge, 1999; Imlay, 2003).

*2p /|_
o O | | 2 | 2 | 2 e )
o 1 1 1 1

02 02.- H202 102

Figura 4. Diagrama de los orbitales moleculares del O,, el O,7, el H,O, y el '0,.

Modificado de Halliwell y Gutteridge, 1999; Imlay, 2003. o4 = G1s, 615, G2s, G*2s, O2p

Las especies del oxigeno reactivas se generan normalmente durante el metabolismo
celular. En los organismos eucariontes, la mitocondria es considerada como la principal fuente
de O, de la célula. Durante la fosforilacién oxidativa, algunos de los electrones que se
tranfieren en la cadena respiratoria salen de ella y pueden reducir al O,. Se ha calculado que
alrededor del 2% del oxigeno consumido en la mitocondria genera O," y se piensa que esto
ocurre principalmente en los complejos | y Il de la cadena respiratoria (Inoue et al., 2003; Nohl
et al., 2005). La reduccion por un electron del O, en el complejo Il (ubiquinona:citocromo ¢
oxidorreductasa) ocurre durante la transferencia de electrones de la ubiquinona al citocromo c y

se piensa que la semiubiquinona actua como el principal reductor univalente. Asimismo, se ha



propuesto que la flavina del FMN del comlejo | (NADH:ubiquinona oxidorreductasa) en su forma
de semiquinona puede ser el donador de electrones del O, (Inoue et al., 2003; Galkin y Brandt,
2005).

El O, también se forma por enzimas como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa. La
dismutacion de superéxido, a su vez, genera el H,O, y puede ocurrir espontaneamente o por la
accion de la superoxido dismutasa. El H,O, también puede ser formado por enzimas como las
oxidasas de alcoholes, de azucares, de aminoacidos, del glicolato o del acido urico, asi como
por algunas de las enzimas que estan implicadas en vias metabdlicas como la B-oxidacion de
los acidos grasos (Halliwell y Gutteridge, 1999; Babior, 2004). En las células eucariontes,
muchas de estas enzimas estan localizadas en el peroxisoma, que es considerado el principal
sitio de formacion de H,O, intracelular. Asimismo, algunas de las enzimas responsables de
eliminar esta especie del oxigeno reactiva tienen una localizacién peroxisomal (van den Bosch
et al., 1992; del Rio et al., 2003).

El H,O, es una de las especies del oxigeno menos reactivas; sin embargo, es capaz de
inactivar algunas enzimas y de reaccionar con algunos intermediarios metabdlicos como el
piruvato o el 2-oxoglutarato. Ademas, a diferencia de otras especies del oxigeno reactivas, es
capaz de atravesar libremente las membranas celulares. El principal efecto toxico del H,0,
radica en que dentro de la célula es capaz de reaccionar con metales de transicion como el Fe?*
o el Cu” y formar el radical hidroxilo (Fig. 5). Este radical es una de las especies quimicas mas
reactivas y en las células reacciona rapidamente con cualquier molécula organica (azucares,
aminoacidos, fosfolipidos, nucledtidos y acidos organicos) generando dafios como mutaciones
en el ADN, la peroxidacion de los lipidos de las membranas y la inactivacion de muchas
proteinas (Halliwell y Gutteridge, 1999; Imlay, 2003).

Uno de los principales mecanismos de defensa antioxidante de las células consiste en
eliminar las especies del oxigeno reactivas como el superoxido y el peréxido de hidrogeno (Fig.
5).

energia 0,
02
e 02
superoxido
dismutasa
"y Oy + HsO catalasa H,0, +RH,(RH) Peroxidasa_ ¢ epiion0
Fe?*/cu’ Reaccion de
Fenton
OH

Figura5. Laformacion y eliminacién de algunas especies de oxigeno reactivas.



Las peroxidasas son las enzimas responsables de reducir los peréoxidos, entre ellos, el

H,0,. Con base en el Comité de Nomenclatura de las enzimas de la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB, por sus siglas en inglés,
www.chem.gmul.ac.uk/iubmb) las peroxidasas (EC 1.11.1) se clasifican de acuerdo con su
especificidad (Tabla 1). Sin embargo, en términos mas generales, se han agrupado
tradicionalmente en catalasas y peroxidasas. Las catalasas descomponen el H,O, directamente
en O,y agua (1):

2H,0, —» 2H,0 + O, (1)
mientras que las peroxidasas utilizan otro sustrato como agente reductor (2) y pueden reducir a
peréxidos distintos del H,O, (3):

H.O, + RH; (0 2RH) —» 2H,0 + R (0 R-R) (2)

R'OOH + RH; (02RH) - R'OH + H,O + R(0R-R) (3)

Tabla 1. Nomenclatura de las peroxidasas de acuerdo con el NC-IUBMB

EC1.11.11 NADH peroxidasa | EC1.11.1.8 ioduro peroxidasa

EC1.11.1.2 NADPH peroxidasa EC1.11.1.9 glutatiéon peroxidasa

EC 1.11.1.3 peroxidasa de acidos grasos EC 1.11.1.10 cloruro peroxidasa

EC1.11.14 peroxidasa de triptofano (ahora EC1.11.1.11 L-ascorbato peroxidasa
dioxigenasa de triptofano, EC EC1.11.1.12 hidroperéxido de fosfolipido-
1.13.11.11) glutation peroxidasa

EC 1.11.15 citocromo c peroxidasa EC 1.11.1.13 manganeso peroxidasa

EC1.11.1.6 catalasa EC1.11.1.14 diarilpropano peroxidasa

EC 1.11.1.7 peroxidasa EC 1.11.1.15 peroxirredoxina

Las catalasas
Las catalasas llevan a cabo la dismutacién del H,O, a oxigeno y agua. La mayoria de estas
enzimas estan formadas por 4 subunidades idénticas con una masa de 200 a 260 kDa (~480
aminodcidos por subunidad). Cada una de las subunidades tiene un grupo hemo. Existe una
familia de catalasas tetraméricas denominadas de “subunidad-grande” que tienen una mayor
masa, de 320-380 kDa (=700 aminoacidos por subunidad) (Goldberg y Hochman, 1989; Klotz et
al., 1997; Zamocky y Koller, 1999).

Las catalasas monofuncionales estan presentes en organismos de los tres dominios de
los seres vivos (Archaea, Eubacteria y Eukaryota) y tienen un origen comun. Los analisis

filogenéticos han demostrado la existencia de tres grandes clados, dos de ellos, los clados 1y



2, corresponden a las catalasas de subunidad pequefa y son ubicuas, mientras que las del
clado 2, las catalasas de subunidad-grande, son exclusivas de las bacterias y los hongos (von
Ossowski et al., 1993; Klotz et al., 1997; Klotz y Loewen, 2003).

Muchos microorganismos carecen de hemo-proteinas pues son incapaces de sintetizar
el grupo hemo; sin embargo, algunos de ellos tienen enzimas con actividad de catalasa. Estas
enzimas tienen atomos de manganeso en su centro catalitico y su estructura no tiene relacion
con la de las catalasas por lo que se les ha denominado pseudocatalasas. Se han descrito
enzimas de este tipo en bacterias y arqueobacterias termdfilas (Allgood y Perry, 1986; Amo et
al., 2002) y en lactobacilos (Kono y Fridovich, 1983; Igarashi et al., 1996).

Las peroxidasas

Las peroxidasas son un grupo extenso y heterogéneo de enzimas que catalizan la reduccion de
los peroxidos. La mayoria de las peroxidasas son metaloenzimas que unen un grupo hemo; sin
embargo, hay peroxidasas que usan atomos como vanadio o selenio y otras que usan residuos
de aminoacidos como cisteinas en su mecanismo de accion.

Una de las familias de peroxidasas mas importantes es la de las glutation peroxidasas.
Estas enzimas reducen el H,O,, los peréxidos organicos (como los alquil-peréxidos, los
hidroperéxidos de fosfolipidos u otros de lipidos complejos) o incluso a proteinas a partir del
glutation. El glutatién es un tripéptido con un grupo tiol (Glu-Cys-Gly) que participa en muchas
de las reacciones redox de la célula. La transferencia de los electrones en el sitio catalitico
ocurre a través de residuos de cisteinas o de seleno-cisteinas (en los animales) (Galiazzo et al.,
1987; Ursini et al., 1995; Brigelius-Flohe, 1999; Flohe et al., 1999; Sies, 1999).

Otra familia importante de peroxidasas es la de las peroxirredoxinas. Estas enzimas,
también llamadas tiorredoxina peroxidasas (o tiol peroxidasas), son también peroxidasas cuya
funcién depende de uno o dos grupos tioles. Reducen el H,O, (o peréxidos organicos)
utilizando los electrones provenientes del NADPH a través de la tiorredoxina y de la tiorredoxina
reductasa. Ambas, las glutatién peroxidasas y las peroxirredoxinas se han encontrado en
organismos de todos los reinos (o dominios) de los seres vivos (Carmel-Harel y Storz, 2000;
Hofmann et al., 2002).

Existen también las haloperoxidasas que son peroxidasas que tienen la propiedad de
oxidar atomos de halégenos como el cloro, el bromo o el yodo. Esta reaciéon depende de
hidroperéxidos, tales como el H,O,, y resulta en la halogenacién de diversos compuestos
organicos. Se ha encontrado haloperoxidasas en las bacterias, los hongos, las algas y los

animales. Estas enzimas no estan relacionadas entre si, pueden tener un grupo hemo, vanadio



en forma de vanadato (HVO4*) o no tener metales en su centro catalitico (Krenn et al., 1989;
Littlechild, 1999).

Por otra parte, existe un gran nimero de peroxidasas que unen hemo en su sitio activo.
Estas pueden ser divididas en dos grandes superfamilias, la de las peroxidasas de los animales
y la de las peroxidasas de las plantas y los microorganismos (Welinder, 1985; O'Brien, 2000).
En general, las peroxidasas de los animales son enzimas de 576-738 aminoacidos, unen el
grupo hemo covalentemente y son poco especificas. Algunas tienen actividad de
haloperoxidasas. Se incluyen en este grupo enzimas como la peroxidasa de la tiroides, la
lactoperoxidasa, la mieloperoxidasa, la peroxidasa de los eosindfilos y la peroxidasa salival. Se
han encontrado genes de estas peroxidasas en animales vertebrados e invertebrados (Taurog,
1999; O'Brien, 2000). Por su parte, las peroxidasas de las plantas difieren en gran medida de
las de los animales y se piensa que representan familias de genes diferentes. Estas tienen
alrededor de 300 aminoacidos y no unen covalentemente al grupo hemo. Estas peroxidasas se
encuentran en las plantas, en los hongos y en los procariontes. Se piensa que las peroxidasas
de esta superfamilia tienen un origen comun. Algunas de estas enzimas son muy especificas
mientras que otras son multifuncionales. Se encuentran en esta familia las peroxidasas de las
plantas, como la peroxidasa de raiz fuerte (rabano blanco) (clase lll); las peroxidasas de
secrecién de los hongos, como la lignina peroxidasa y las manganeso peroxidasas (clase Il); asi
como las peroxidasas intracelulares de las plantas, los hongos y las bacterias, como la
citocromo c peroxidasa, la ascorbato peroxidasa y la catalasa-peroxidasa (clase I) (Welinder,
1985; Welinder et al., 1992; Duroux y Welinder, 2003).

Las catalasa-peroxidasas
Las catalasa-peroxidasas, como su nombre lo indica, son las enzimas capaces de llevar a cabo
eficientemente tanto la reaccion de catalasa como la de peroxidasa. De acuerdo con la
nomenclatura del NC-IUBMB, las catalasa-peroxidasas forman parte del grupo de las catalasas
(EC1.11.1.6); sin embargo, el analisis de la secuencia de aminoacidos de las catalasa-
peroxidasas demostré que no estan relacionadas con las catalasas. Por el contrario, con base
en su similitud con las peroxidasas de las plantas y los microorganismos, se han incluido en
este grupo siendo, presumiblemente, homoélogas (Welinder, 1991).

Las catalasa-peroxidasas se definieron en un principio por su dualidad funcional y por
sus propiedades cinéticas. Mientras que las catalasas muestran una meseta de actividad entre
valores de pH de 5.0 a 11.0, la actividad de las catalasa-peroxidasas tiene un 6ptimo que ocurre

en un intervalo de pH de 6.0 a 6.5 (el 6ptimo de la actividad de peroxidasa suele ser mas acido,
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de pH 5.0 -5.5). Asimismo, a diferencia de las catalasas monofuncionales, las catalasa-
peroxidasas son resistentes al inhibidor 3-amino-1,2,4-triazol, se inactivan con etanol-cloroformo
y su actividad es sensible a la temperatura y a altas concentraciones de H,O, (Hochman y
Goldberg, 1991; von Ossowski et al., 1993).

Las catalasa-peroxidasas contienen cerca de 730 aminoacidos y las hemo-peroxidasas
de las plantas y los hongos alrededor de 320 aminoacidos. La secuencia de aminoacidos de las
catalasa-peroxidasas revel6 que sus genes estan compuestos por dos segmentos que son
semejantes entre si y que cada uno de ellos lo es a la citocromo ¢ peroxidasa. También se
demostré que la estructura de cada extremo de las catalasa-peroxidasas se puede modelar con
base en la estructura de la citocromo ¢ peroxidasa, de manera que se ha sugerido que las
catalasa-peroxidasas se originaron por la duplicacién (y posterior fusién) de un gen de una
peroxidasa ancestral. Con base en este modelo de la estructura de las catalasa-peroxidasas se
observé que los aminoacidos esenciales para la catalisis y la secuencia consenso de union del
grupo hemo de las peroxidasas de las plantas estan conservados sélo en el extremo N-terminal,
lo que sugirioé que soélo este extremo es catalitico (Welinder, 1991).

Las catalasa-peroxidasas han sido encontradas en organismos de los tres dominios de
los seres vivos, Archaea, Bacteria y Eukaryota. La mayoria de ellas se encuentra en las
eubacterias; sélo se han encontrado en 4 géneros de arqueobacterias y en los eucariontes solo

han sido descritas en los hongos.

Propiedades cataliticas

La eficiencia catalitica de la actividad de catalasa de las catalasa-peroxidasas es, en términos
generales, un orden de magnitud menor que la de las catalasas monofuncionales; sin embargo,
son considerablemente mas eficientes que las peroxidasas de su misma familia. Por ejemplo,
la eficiencia de catalasa de la peroxidasa de raiz fuerte (clase lll) es tres ordenes de magnitud
menor que la de las catalasa-peroxidasas, mientras que las ascorbato peroxidasas (clase |) no
tienen actividad de catalasa (Zamocky y Koller, 1999; Hiner et al., 2000; Hernandez-Ruiz et al.,
2001).

Por otra parte, las catalasa-peroxidasas llevan a cabo la reaccion de peroxidasa con una
eficiencia alta, que es equiparable con la de las peroxidasas de su misma familia. Esto las
distingue claramente de las catalasas que, si bien, también pueden realizar algunas reacciones
de peroxidacién, su eficiencia es baja y sélo pueden utilizar moléculas pequefas (Havir y
McHale, 1990; Nagy et al., 1997).
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Caracteristicas estructurales de las catalasa-peroxidasas

Las mayoria de las catalasa-peroxidasas son dimeros con subunidades idénticas que van de 60
a 85 kDa; sin embargo, también existen enzimas tetraméricas y monomeéricas (Cendrin et al.,
1994; Zamocky y Koller, 1999; Paris et al., 2003). Se han descrito catalasa-peroxidasas cuyas
subunidades generan dimeros y tetrameros interconvertibles y también enzimas cuyas
subunidades se procesan durante el desarrollo y cambian su estado oligomérico de dimero a
tetramero irreversiblemente (Billman-Jacobe et al., 1996; Zou y Schrempf, 2000).

El grupo prostético de las catalasa-peroxidasas suele ser el protohemo IX. Los valores
de R; (As0s/A250) SON cercanos a 0.5, lo que se ha interpretado como una asociacion de un
grupo hemo por dimero (Claiborne y Fridovich, 1979; Welinder, 1991; Marcinkeviciene et al.,
1995; Youn et al., 1995; Obinger et al., 1997; Zamocky y Koller, 1999). Sin embargo, los
analisis de espectrometria de masas han revelado que la catalasa-peroxidasa (HPI) de
Escherichia coli es una mezcla de enzimas que contienen 2, 3 6 4 hemos por tetramero (Hillar
et al., 2000). Estos resultados sugieren que la forma nativa de la enzima es capaz de unir un
grupo hemo por monémero, mas que in vitro es susceptible de perderlo con facilidad. Con la
estructura cristalografica de las catalasa-peroxidasas de bacterias y arqueobacterias se
demostré que cada subunidad de la enzima une un grupo hemo. Ademdas, se han comprobado
las predicciénes hechas con anterioridad de que sélo el extremo N-terminal es capaz de unir al
hemo (Yamada et al., 2002; Carpena et al., 2003; Bertrand et al., 2004).

El domino catalitico y el mecanismo de la reaccion catalitica

La primera reaccion en el mecanismo catalitico de las catalasas y las peroxidasas es la misma:
la heterdlisis del enlace oxigeno-oxigeno del H,O, (reaccion 4). Como resultado de esta
reaccién se libera una molécula de agua y un atomo de oxigeno queda unido al Fe del grupo
hemo. En esta reaccion se transfieren dos electrones de la enzima a un oxigeno para formar
agua. Uno de ellos proviene del Fe (Fe lll - Fe IV) y el segundo, en la citocromo c peroxidasa
(y probablemente en algunas peroxidasas de animales) proviene de un tripofano (Trp191),
mientras que en las demas hemo-peroxidasas, catalasas y en las catalasa-peroxidasas,
proviene de la porfirina. A esta forma de la enzima se le denomina compuesto | y esta formada
por un ferroxilo y un radical catidnico ya sea porfirinico, de un aminoacido o una mezcla de
ambos. El compuesto | puede ser reducido por otra molécula de H,O, transfiriendo dos
electrones simultaneamente (reaccion de catalasa, 5) o bien, ser reducido por un compuesto
gue transfiera un solo electron en dos reacciones secuenciales (reaccion de peroxidasa, 6 y 7).

Entre estas dos reacciones se forma un intermediario parcialmente reducido llamado compuesto
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Il (reaccion 6). Las catalasa-peroxidasas son capaces de reducir eficientemente el compuesto |
con el H,O, (reaccién 5) o con otros agentes reductores univalentes (reacciones 6 y 7) (Smith y
Veitch, 1998; Regelsberger et al., 1999; Jones, 2001; Ghibaudi y Laurenti, 2003).

Enzima (hemo-Fe") + H,0, - Compuesto | (hemo™*-Fe"' = 0) + H,0 (4)
Compuesto | (hemo™-Fe"' = 0) + H,0, N Enzima (hemo-Fe") + H,0 + O, (5)
Compuesto | (hemo™*-Fe"'=0) + RH N Compuesto Il (hemo-FeV-OH) + R +H,0 (6)

Compuesto Il (hemo-Fe"-OH) + RH - Enzima (hemo-Fe") + R + H,0 (7)

La heterdlisis del enlace oxigeno-oxigeno del H,O, se favorece con su desprotonacién
previa; en las peroxidasas de las plantas y los microorganismos, esta reaccion y la subsecuente
protonacién del OH son llevadas a cabo con una histidina (His123 en Synechocystis) del
extremo distal de la cavidad del hemo que actia como un catalizador acido/base. Asimismo,
hay una arginina distal (Arg 119 en Synechocystis) que coordina la catalisis del enlace oxigeno-
oxigeno, probablemente estabilizando los intermediarios cargados (como el OH" y el ulterior
compuesto ). La mutacién de estos dos aminoacidos en las catalasa-peroxidasas resulta en
una escasa formacién del compuesto | y en una pérdida de la actividades de catalasa y de
peroxidasa (Vitello et al., 1993; Howes et al., 1997; Hillar et al., 2000; Regelsberger et al., 2000).

Por otra parte, hay un triptofano y un aspartato en el extremo distal de la cavidad del
hemo que también son importantes para la catalisis de las catalasa-peroxidasas (Trp122 y
Asp152 en Synechocystis). El triptofano distal esta conservado en las peroxidasas de la clase |
de las plantas pero en las demas enzimas de la familia es una fenilalanina. El aspartato, por su
parte, solo esta conservado en las catalasa-peroxidasas (la posicion equivalente es una serina
en la citocromo ¢ peroxidasa y una prolina en la ascorbato peroxidasa). La sustitucion del
triptofano distal en la citocromo ¢ peroxidasa (W51A 6 W52F) aumenta su actividad, mientras
que la del residuo equivalente de la peroxidasa de raiz fuerte (F41A , F41V o F41W) la
disminuye o anula (Roe y Goodin, 1993; Heering et al., 2002). Al substituir este triptofano en las
catalasa-peroxidasas, la formacion del compuesto | no se ve afectada; sin embargo, la actividad
de catalasa practicamente se pierde mientras que la de peroxidasa se mantiene o incluso se
incrementa. Lo mismo ocurre al reemplazar el aspartato distal, lo que indica que el anillo indlico
del triptofano y el carboxilato del aspartato son dispensables para la formacion del compuesto |
y para su reduccidn con agentes reductores univalentes, pero son indispensables para su
reduccion con el H,O, (Hillar et al., 2000; Regelsberger et al., 2000; Regelsberger et al., 2001;
Jakopitsch et al., 2003b).
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Se ha demostrado que el triptofano distal forma un enlace covalente con una tirosina
vecina que a su vez esta unida con una metionina adyacente. Este enlace fija las dos asas
superficiales que limitan el acceso al sitio activo. Si se reemplaza la tirosina, al igual que con el
triptofano distal, la enzima pierde su actividad de catalasa mas no la de peroxidasa. Estas
evidencias sugieren que el enlace covalente se requiere para que la enzima tenga actividad de
calalasa, o bien, para orientar correctamente al triptofano distal (Yamada et al., 2002; Carpena
et al., 2003; Jakopitsch et al., 2003a).
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Figura 6. Mecanismo catalitico propuesto para la actividad de catalasa de las

catalasa-peroxidasas (Esquema modificado de Hillar, et al., 2000).

Por otra parte, en el extremo proximal de la cavidad del sitio activo se encuentran
residuos cataliticos o de coordinacion del hemo que también son importantes. El quinto ligando
del fierro del grupo hemo de las catalasa-peroxidasas es una histidina. Este residuo esta
coordinado por un aspartato que a su vez esta en estrecha relacion con un triptofano. Estos
residuos estan conservados en la familia de las peroxidasas de las plantas y los
microorganismos y son esenciales para la actividad de las enzimas. Es interesante observar
que con la sustitucion del triptofano proximal (W341F en Synechocystis) nuevamente se genera
una enzima sin actividad de catalasa pero con actividad de peroxidasa, lo que sugiere que la

dualidad funcional de las catalasa-peroxidasas es compleja (Jakopitsch et al., 2002).
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ANTECEDENTES

Pensamos que la diferenciacion celular ocurre en respuesta a un estado hiperoxidante. Se ha
demostrado la presencia de un estado hiperoxidante al inicié de cada transicion morfogénica del
desarrollo asexual de N. crassa; sin embargo, no se ha demostrado concluyentemente una
relacion causal entre los estados hiperoxidantes y la diferenciacion celular. Estamos
interesados en estudiar las enzimas responsables de generar y eliminar las especies reactivas
del oxigeno para entender la relacidén que existe entre éstas y la diferenciacién celular. Al
manipular la expresion de estas enzimas, podemos alterar la generacién de las especies del
oxigeno reactivas y asi evaluar la participacion de estas moléculas en los procesos de

diferenciacion del hongo.

La respuesta antioxidante en los hongos

El sistema de defensa antioxidante de la mayoria de los hongos incluye una amplia gama de
enzimas antioxidantes que desempefian funciones especificas en diferentes estructuras
subcelulares o en diferentes estadios del desarrollo. Asi, las tres catalasas y la catalasa-
peroxidasa de Aspergillus nidulans (anamorfo de Emericella nidulans) se expresan de manera
transitoria en su ciclo de vida y desempefian funciones diversas. La catalasa A (CatA) es
especifica de los conidios y una parte importante se encuentra asociada con la pared celular
(Navarro et al., 1996; Navarro y Aguirre, 1998). La catalasa B (CatB) aparece después de la
germinacion y su expresién se mantiene constante hasta el final de la conidiacion (Kawasaki et
al., 1997). La catalasa C (CatC) es una enzima consititutiva de los peroxisomas (Kawasaki y
Aguirre, 2001) y la catalasa-peroxidasa se regula durante el ciclo sexual y esta presente en las
células Hille, una serie de células globosas que probablemente actian como células nodrizas
de los cuerpos fructiferos (Scherer et al., 2002).

Con base en su genoma (Broad Institute, www.broad.mit.edu), N. crassa cuenta con
mas de diez posibles enzimas con actividad antioxidante: tres peroxirredoxinas, una glutation
peroxidasa, una citocromo c peroxidasa, tres catalasas, tres superéxido dismutasas y una
catalasa-peroxidasa ademas de otras posibles peroxidasas. Desde hace tiempo se caracterizo
en este hongo una actividad de catalasa que es inducible por nitrato, esta actividad, sin
embargo, probablemente fue consecuencia de una mezcla de catalasas (Jacob y Orme-
Johnson, 1979a, 1979b); después se encontrd que habia tres enzimas con actividad de
catalasa, que se regulan de manera diferente durante el desarrollo y que son codificadas por

tres genes distintos cat-1, cat-2 y cat-3 (Simmons et al., 1987; Chary y Natvig, 1989). Una
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cuarta catalasa (CAT-4), presumiblemente peroxisomal, se puede deducir a partir de la
secuencia del genoma. La CAT-1 se observa practicamente durante todo el ciclo de vida
asexual y es la actividad predominante de los conidios. Estas esporas tienen alrededor de 60
veces mas actividad de catalasa que el micelio en crecimiento exponencial y esta actividad se
debe principalmente a la CAT-1 y, en menor medida, a la CAT-2. La CAT-3, por su parte, es la
principal actividad de catalasa del hongo en crecimiento, particularmente durante el crecimiento
exponencial. La CAT-1y la CAT-3, se regulan por situaciones de tension. La CAT-1 se induce
por choque térmico y al crecer en etanol como fuente de carbono, mientras que la CAT-3 se
induce ademas en las situaciones de tension oxidativa generadas con H,0,, con metil-violégeno
(paraquat) o durante el crecimiento en acido urico; asi como al privar de carbono al hongo o al
crecerlo en nitrato como fuente de nitrdgeno (en relacién al crecimiento en amonio) (Michan et
al., 2002). La CAT-2, ademas de estar relacionada con los conidios, también se induce por
choque térmico (Chary y Natvig, 1989; Hansberg, 1996). La CAT-1, la CAT-3 y previsiblemente
la CAT-4 son catalasas monofuncionales, la CAT-1 y la CAT-3 son catalasas grandes que
exhiben una alta eficiencia catalitica y la CAT-1, ademas, tiene gran estabilidad en un intervalo
amplio de pH, en altas temperaturas y ante agentes desnaturalizantes (Diaz et al., 2001; Diaz et
al., 2005). Asimismo, la CAT-1 (Diaz et al., 2004) y la CAT-3 (Diaz, Valdés, Rudino-Pifiera,
Horjales y Hansberg, en preparacién) se han cristalizado y se conoce su estructura

tridimensional con detalle.

Las catalasa-peroxidasas en los hongos
Al inicio de este proyecto de investigacion existian evidencias bioquimicas y moleculares de la
presencia de las catalasa-peroxidasas en los hongos. Sin embargo, no se habia clonado
ningun gen completo, ni se tenia evidencia alguna de la correspondencia entre los genes y las
proteinas codificadas por ellos. Se conocian enzimas con caracteristicas semejantes a las de
las catalasa-peroxidasas de las bacterias en los hongos Septoria tritici (Anamorfo de
Mycosphaerella graminicola) (Levy et al., 1992) y Penicillium simplicissimum (Fraaije et al.,
1996). Asimismo, varias secuencias parciales de ADNc con similitud con las catalasa-
peroxidasas fueron clonadas de M. graminicola (www.ncbi.nlm.nhi.gov) y N. crassa (Nelson et
al., 1997). De manera que, presumiblemente, habia genes homoélogos a los de las catalasa-
peroxidasas de las bacterias en los hongos.

En un trabajo realizado para identificar genes que se expresan diferencialmente en N.
crassa, se clonaron e identificaron 838 secuencias parciales de ADNc. Tres de estas

secuencias (encontradas en la fase somatica del hongo) mostraron similitud con las catalasa-
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peroxidasas (Nelson et al., 1997). Al rastrear una de estas secuencias (NM6H12, GenBank
AA901970) mediante una hibridacion de tipo Northern, se observé que la acumulacion del
transcrito coincidio con la induccion de la actividad de la CAT-2 en el micelio aéreo (Michan y
Hansberg, observacion no publicada). Por otra parte, algunos experimentos preliminares
sugirieron que la CAT-2 de N. crassa era una enzima poco sensible a inhibidores especificos de
las catalasa monofuncionales (Diaz y Hansberg, observacion no publicada). Dadas estas
relaciones, se establecio la hipotesis de que la CAT-2 de N. crassa era una catalasa-peroxidasa
y se planted este proyecto de investigacion, cuyo objetivo primordial fue determinar la identidad,

el papel y la regulaciéon de la CAT-2 de N. crassa.

OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizacion genética y estructural de la catalasa-peroxidasa (CAT-2) de Neurospora crassa.

Objetivos particulares
1) Caracterizar la CAT-2.
2) Determinar la identidad y la estructura del gen cat-2.
3) Determinar la localizacién intracelular de la enzima.
4) Estudiar la regulacion de la CAT-2.

5) Cancelar el gen cat-2 y evaluar la fisiologia de la cepa mutante cat-2 .
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MATERIAL Y METODOS

Cepas, plasmidos y condiciones de cultivo

Todas las cepas empleadas en este trabajo provinieron de la coleccion del centro de genética
de hongos “Fungal Genetics Stock Center” (FGSC) (McCluskey, 2003). Las cepas utilizadas
fueron del linaje St. Lawrence (Oak Ridge, Cal, EUA). Las cepas silvestres fueron la 74-OR23-
1Ay la 74-OR8-1a (FGSC 987 y 988, respectivamente) y se emplearon las cepas mutantes his-
3 (6103), Amat A::ADE5%; ad-2; lys-1;thi-4 (8292), mat a™° (7450), acon-2 (3262), acon-3
(3286), fl (7430) y bd (1858). Las clonaciones para las reaciones de secuenciacién se
realizaron en los vectores TOPO-TA (Invitrogen, Carlsbad, EUA). El plasmido pDE1 fue usado
para dirigir las integraciones ectépicas al locus his-3 y fue donado amablemente por D. Ebbole
(Texas A&M University, EUA) (Ebbole, 1990). El hongo se crecié en medio minimo de Vogel
(MV) y las cruzas sexuales se realizaron en medio sintético para cruzas (SC) ambos con 1.5%
de sacarosa como fuente de carbono. Cuando se utilizaron otras fuentes de carbono en lugar
de la sacarosa se emplearon en las siguientes concentraciones: acetato (de potasio) 40 mM,
acido oléico 6 mM, acido urico 5-10 mM, glicerol al 2% y etanol o metanol al 4%. Para inducir la
formacion de colonias aisladas se empled medio con sorbosa (MS) (fructosa al 0.05%, glucosa
al 0.05% y 2% de sorbosa en medio MV) (Davis y de Serres, 1970). Para regenerar los
protoplastos y las células sometidas a electroporacién se empleé medio MS con sorbitol 1 M
como estabilizador osmaético. Los medios de cultivo sélidos se hicieron con agar al 2%. Los
cultivos liquidos se realizaron a partir de 10° conidios/ml con una relacién aire/liquido de 3:2 y
se incubaron con una agitacién orbital de 200 rpm. Para obtener los conidios se inocularon
matraces de 500 ml con 100 ml de medio MV/sacarosa-agar con 10° conidios y se incubaron 3
dias en la obscuridad a 30°C y 2 dias con iluminacion a 25°C. Para el crecimiento de las cepas
auxotrofas, los medios de cultivo fueron complementados con L-histidina, L-lisina, adenina (200

pg/ml) o tiamina (10 pg/ml).

Analisis del desarrollo sexual y asexual

El proceso de conidiacion se indujo al exponer al aire un micelio en crecimiento exponencial (16
h en medio MV/sacarosa). Se filtraron 100 ml del cultivo en papel filtro (Whatman, Middlesex,
Inglaterra) y el micelio se expuso al aire. Se separaron las estructuras diferenciadas e
inmediatamente se congelaron a —80°C hasta su analisis. El micelio control consistié en micelio

filtrado pero no expuesto al aire. Para ello, el micelio se cubrié con un segundo papel filtro y
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sobre éste se colocé una segunda capa de micelio. La masa del micelio aéreo se determiné por
peso seco Yy el numero de conidios se contd en una camara de Neubauer.

El proceso de formacion de conidios en cultivos liquidos se analizé en medio
MV/sacarosa. Para ello, muestras de diferentes tiempos de los cultivos se examinaron con un
microscopio de luz y se determind el numero de los conidios libres en el medio.

El desarrollo sexual se estudio en cajas de cultivo con medio SC. Las colonias de la
cepa receptora se obtuvieron a partir de 1000 conidios y se fertilizaron después de 6 dias de
crecimiento a 25°C con una suspension conidios de una cepa del sexo opuesto. La intensidad
luminosa se determind con un exposimetro (Extech Instruments, Waltham, EUA) y se mantuvo
en 80 Ix. Se colectaron muestras de las diferentes estructuras del desarrollo y se congelaron a
—80°C hasta su analisis. Para determinar el nimero de los cuerpos fructiferos, las colonias de 6
dias se fertilizaron con un mismo volumen (10 pl) de la suspensién de conidios (5 x 10°

conidios/ml) y las estructuras sexuales se contaron bajo un microscopio estereoscépico.

Tratamientos de estrés oxidativo, osmético y por calor

Para someter al hongo a un choque térmico, se filtré el micelio de la etapa exponencial del
crecimiento y se transfirié inmediatamente a un matraz con medio MV/sacarosa precalentado a
45°C. El cultivo se mantuvo a esa temperatura durante 3 horas y se colectaron muestras a lo
largo del experimento. Para investigar la viabilidad de diferentes cepas ante el choque térmico,
1 ml de un cultivo de 6 horas o de conidios intactos se transfiri6 de 30°C a un bafio de agua a
42°C 6 48°C por 30 6 60 minutos. Para determinar la viabilidad ante los hidroperdxidos las
células fueron incubadas durante 30 minutos a 30°C con diferentes concentraciones de H,0, (1
- 50 mM) o tert-butil hidroperoxido (0.5 - 10 mM). Después de hacer las diluciones adecuadas,
las células fueron sembradas en placas con medio MS y después de 3 dias a 30°C se
determiné el niUmero de colonias. Los experimentos control consistieron en muestras de 1 ml
que se mantuvieron a 30°C.

Para valorar el efecto de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno se comparo el
crecimiento en cajas con medio MV/sacarosa con NaNO; (5- 10 mM) a pH 5.0,5.5y 7.0 en
donde se pueden formar especies como el NO-, NO,-, NO3, N,O3, N,O4 y el ONOO™ (ONOOH)
(Ehrt et al., 1997; Halliwell y Gutteridge, 1999). Por otra parte, para conocer el efecto del estrés
osmotico, se evalud el crecimiento del hongo en cajas con medio MV/sacarosa con altas

concentraciones (1.0 - 1.2 M) de sorbitol o NaCl.
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Obtencion de las proteinas y de los acidos nucléicos

La células se rompieron en un mortero con nitrégeno liquido e inmediatamente después se
obtuvo el ARN total y las proteinas solubles. EI ARN se purificé con TRIzol (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del proveedor. El amortiguador de extraccidn de las proteinas
consistié en HEPES 20 mM con 1 mM de fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), 1 mM de
ditiotreitol (DTT) y 0.1 mM de desferroxamina (Desferral). La cuantificacion de las proteinas se
hizo por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). El método de purificacion del ADN fue
adaptado a partir de un protocolo de Aspegillus (Timberlake, 1980) en el que el micelio de N.
crassa se obtuvo después de crecer 10° conidios en 30 ml de medio MV/sacarosa por 36 horas

sin agitacion.

Electroforesis de proteinas y zimogramas de actividad de catalasa y peroxidasa
El analisis electroforético de las proteinas se llevé a cabo en geles de poliacrilamida siguiendo
el método de Laemmli (Laemmli, 1970). Para observar las proteinas en su estado nativo se
excluyo la desnaturalizacion de las muestras con ebullicion, asi como el uso del dodecil sulfato
(SDS) y del p-mercaptoetanol. Para el analisis electroforético de doble dimension, la primera
dimensién consistié en un isoelectroenfoque en capilares realizado en geles de acrilamida al
5.5% con una mezcla de los siguientes anfolitos: pH 3.5 - 10.0 (0.75%), pH 4.0 - 6.5 (5%), pH
50-7.0(1.7%)y pH 2.5 - 5.0 (0.8%). Las muestras se cargaron con los anfolitos de pH 3.5 -
10.0 (1%) y pH 4.0 - 6.5 (5%) y la electroforesis se corrié en H3PO4 12 uM (dnodo) y NaOH 20
mM (catodo) (Michan et al., 2002). La segunda dimension consistid en una electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes como la descrita con anterioridad.

Para evidenciar la actividad de catalasa en el gel, éste se incub6 por 3 min en metanol al
5%, se lavo dos veces con agua y luego se incub6 durante 5 min con H,O, 10 mM.
Posterioremente, el gel se enjuagé con agua y la actividad de catalasa fue revelada con una
mezcla 1/1 de ferricianuro de potasio (2%) y cloruro férrico (2%) preparada en el momento. La
reaccion se detuvo con acido acético al 10% (Lledias et al., 1998). Por su parte, la actividad de
peroxidasa se reveld con una mezcla de o-dianisidina (0.5 mM) / H,O, (0.1 mM) en

amortiguador de acetatos 50 mM a pH 6.0 (Obinger et al., 1997).

Purificacion de la CAT-2
El micelio del hongo se creci6 durante 6 dias en medio MV-agar con sacarosa (0.4%) y metanol
(4%) y se homogenizo utilizando perlas de vidrio y el amortiguador de extraccion. El extracto se

precipité con dos volumenes de acetona y la fraccion soluble se fraccion6 con (NH,4),SO, al 20%
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y luego al 35%. La CAT-2 precipitada en la ultima fraccién fue resuspendida en amortiguador
de fosfatos 100 mM, pH 6.8 con (NH,4),SO,4 1.0 M y transvasada a una columna de fenil-
sefarosa (CL-4B, Amersham, Uppsala, Suecia) previamente equilibrada con el mismo
amortiguador. La columna se lavd con concentraciones decrecientes del amortiguador y la
CAT-2 se desprendio de la columna con H,O. Finalmente, la enzima se separé mediante
electroforesis en gel de poliarcilamida en condiciones no desnaturalizantes y se extrajo del

mismo.

Obtencion del hemo y analisis por HPLC

Se obtuvo el hemo de la CAT-2 purificada con acetona acida en la obscuridad. La acetona se
evaporo con una corriente de N, y el hemo se recuperd en acetonitrilo con 0.1% de acido
trifluoroacético. El hemo fue separado por HPLC en una columna SUPELCOSIL LC-318 de
300 A (Sigma) con un gradiente de agua-acetonitrilo entre 25% y 100% de acetonitrilo con
0.05% de acido trifluoroacético (Lledias et al., 1998). Se emplearon las porfirinas de 8 a 4
carboxilos, asi como la deuteroporfiria-1X, la mesoporfirina-IX y la protoporfirina-IX (Frontier

Scientific, Inc. Logan, EUA) como patrones de referencia.

Determinacion de las actividades enzimaticas

La actividad de catalasa fue determiada por oximetria en una camara sellada con un electrodo
de tipo Clark. La reaccion se llevé a cabo en 2 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 6.8
con una concentracion conocida de H,O,. Una unidad de actividad se definié como los umoles
de O, producidos por minuto en dichas condiciones (Lledias et al., 1998).

El ensayo general para determinar las actividades de peroxidasa se llevo a cabo en
amortiguador de acetatos 50 mM a pH 5.5 con H,O0, 2 mM y 1 mM del agente reductor . La
actividad se monitored por espectrofotometria a 460 nm para la o-dianisidina y la 3,3-
diaminobencidina, a 436 nm para el guaiacol, a 290 nm para el ascorbato, a 405 nm para el
ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y a 340 nm para el NADH y el
NADPH (Putter y Becker, 1984; Marcinkeviciene et al., 1995; Hiner et al., 2000). La
actividad de glutatién peroxidasa se determind en un ensayo acoplado a la glutatién reductasa.
La reaccién se llevo a cabo en amortiguador de fosfatos 500 mM, pH 7.0 con EDTA 0.5 mM,
glutation 1 mM, NADPH 150 uM, H,0, 1.5 mM y 0.25 U de glutation reductasa (de
Saccharomyces cerevisiae). Se determiné la desaparicion del NADPH dependiente del H,O, y
del dioxigeno mediante espectrofotometria a 340 nm (Flohe y Gunzler, 1984). Para determinar

la actividad de citocromo ¢ peroxidasa se siguio la oxidacion del citocromo ¢ a 550 nm en
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amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.0 con citocromo ¢ 40 uM (reducido
estequiométricamente con DTT) y H,O, 180 uM (Bonagura et al., 1999). Para detectar la

'3 238 nmen

actividad de peroxidasa de manganeso se siguié la formaciéon de Mn
amortiguador de tartrato de sodio y potasio 100 mM con MnSO4 0.1 mM y H,O, 0.1 mM (Zou y
Schrempf, 2000).

Para determinar la actividad de fumarasa (hidratasa de fumarato, EC 4.2.1.2) se siguio
la aparicion del fumarato a 240 nm a partir de L-malato 28 mM en amortiguador de fosfatos 100
mM, pH 7.5 (Mark, 1984). La actividad de uricasa (urato oxidasa, EC 1.7.3.3) se determin¢ a
293 nm con acido urico 40 uM en amortiguador de boratos 20 mM, pH 8.5 y saturado de
oxigeno; mientras que la actividad de la isocitrato liasa (EC 4.1.3.1) se monitore6 a 324 nm en
amortiguador de fosfatos 65 mM, pH 7.4 con fenilhidracina 50 mM, MgCl, 50 mM, DTT 2 mM y
DL-isocitrato 6.25 mM (Kionka y Kunau, 1985). Las actividades enzimaticas se determinaron en
la region lineal de las curvas cinéticas y una unidad de actividad se defini6 como la desaparicion

de 1 umol de sustrato por minuto o el cambio de una unidad de densidad éptica por minuto.

Fraccionamiento celular y microscopia electronica
Los experimentos se hicieron con micelio del hongo crecido durante 14 horas en medio
MV/sacarosa y 24 (6 20) horas en medio MV/acetato (o MV/oleato). El fraccionamiento celular
se hizo a partir de protoplastos; para ello, la pared celular del micelio del hongo (12 mg/ml) fue
digerida con 2 mg/ml de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) durante 3 horas en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.6 (con CaCl, 0.1 mM, MgCl; 1
mM, KCI 100 mM, sorbitol 0.45 M y 2% de sacarosa). Los protoplastos se filtraron a través de 8
capas de gasa y se lavaron 3 veces mediante centrifugacion (420 x g). Después de
resuspender y romper los protoplastos en el amortiguador del fraccionamiento (Tris-HCI 10 mM
apH 7.4, EDTA 1 mM, sacarosa 0.44 M, KCI 10 mM y MgCl, 5 mM), la suspensién se coloco
sobre un gradiente de sacarosa (30 - 60% en Tris-HCI 10 mM, pH 7.4 con EDTA 1 mM) y se
centrifugd por 2 horas a 43,700 x g en un rotor de columpio. El gradiente se dividié en
fracciones de 1 ml, se determiné su densidad con un refractdmetro de mano (Atago, CO. Tokio,
Japodn) y la actividad de las enzimas que se utilizaron como marcadoras de las estructuras
subcelulares (fumarasa, isocitratoliasa y uricasa).

Para la microscopia electronica, el micelio se fijo con glutaraldehido (0.5%) y se traté
después con tetradxido de osmio (2%), ambos en amortiguador de cacodilatos (100 mM, pH
7.2). Las muestras se deshidrataron con etanol que se remplazé luego por 6xido de propileno y

se embebieron en resina Epon-Araldite. Se hicieron cortes de 80-90 nm, se colocaron en
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rejillas de niquel y se observaron en un microscopio electrénico de transmision JEOL1200EXII
(Jeol Ltd., Tokio, Japdn).

Analisis mediante hibridaciones de acidos nucléicos

Las hibridaciones de tipo "Northern” y “Southern blot” se realizaron siguiendo los protocolos
establecidos (Sambrook y Russell, 2001). Brevemente, se realizaron electroforesis en geles de
agarosa (1%) con 15 ug de ARN total o con 20 ug de ADN gendmico digerido con una
endonucleasa de restriccion adecuada. El ADN fue desnaturalizado con NaOH (0.5 M) y el
ARN con formaldehido-formamida. Los acidos nucléicos se transfirieron a membranas Hybond-
N (Amersham) y se fijaron con luz ultravioleta. Las hibridaciones se llevaron a cabo con sondas
especificas de los genes cat-2 o his-3 marcadas radioactivamente. La sonda cat-2 consisti6 en
un fragmento EcoRI de 2.4 kb del plasmido pCP1 mientras que la his-3 fue un fragmento Sall de
1.5 kb del plasmido pDE1. Las sondas se marcaron con [o->2P] dCTP utilizando el estuche

Random Primed DNA Labeling Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).

Transformacién de N. crassa

La transformacion de N. crassa se llevé a cabé mediante la electroporacion de conidios
(Margolin et al., 1997) o por la fusion de protoplastos con polietilenglicol (Aramayo y
Metzenberg, 1996) obteniendo los protoplastos con las enzimas liticas de Trichoderma

harzianum (Sigma-Aldrich) en vez de la Novozyma 234.

Generacién de las cepas mutantes cat-27"

Para obtener las cepas mutantes sin la actividad de la CAT-2, se empled el sistema de
anulacién de genes de N. crassa conocido como RIP (del inglés Repeat-induced point mutation)
que ocurre durante la reproduccion sexual y que consiste en la generacion de mutaciones en
las secuencias del ADN que se encuentran duplicadas (Selker, 1997). Para introducir una
segunda copia del gen cat-2 en el genoma del hongo, se generd el vector pCP2 que contiene
una copia del gen cat-2 adyacente a un fragmento del gen his-3, que permite complementar una
cepa his-3 con el alelo Y234M723 (cepa FGSC 6103). El plasmido pCP2 se genero al
remplazar el fragmento EcoRI (gen lacZ) del vector pDE1 con el fragmento EcoRI de 2.4 kb del
plasmido pCP1 (ADNc del gen cat-2 de 217 pb abajo del ATG inicial hasta la secuencia de
poliadenilacién). La cepa his-3 (6103) fue transformada con el plasmido pCP2 circular y se
recuperaron las cepas protoétrofas de histidina. Las cepas en las que el gen cat-2 se integro

junto al locus his-3 reparado se seleccionaron mediante una hibridacion de tipo Southern. Este
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analisis se realiz6 con el ADN gendmico de las cepas transformantes digerido con EcoRlI, Sall o
Sspl y se hibrido con las sondas de los genes cat-2 e his-3. Después de hacer tres ciclos de
resiembras a partir de colonias aisladas en el medio selectivo se obtuvo la cepa transformante
en estado homocarionte y ésta fue cruzada con una cepa silvestre. De la progenie de esta
cruza se seleccionaron las cepas prototrofas de histidina que perdieron la actividad de la CAT-2
(cepas cat-2""). Adicionalmente, se analizd la acumulacién del transcrito cat-2 y, para verificar

el proceso de RIP, se clond y secuencio el gen cat-2 de algunas de estas cepas.

Complementaciéon de la cepa mutante cat-27'".

La misma estrategia de integracion dirigida al locus his-3 descrita en la seccién anterior fue
empleada para complementar las cepas cat-2%" con el gen cat-2. La complementacién con el
gen silvestre se llevé a cabo usando el plasmido pCP5. Este se obtuvo del vector pDE1 en el
cual el fragmento EcoRI se remplazé con el gen cat-2 silvestre. El gen cat-2 fue amplificado
mediante PCR. El gen comprende desde 900 pb arriba hasta 2650 pb abajo del ATG inicial.

Andlisis de las secuencias, estructurales y filogenéticos.

Todas las secuencias de los genes (y proteinas) empleadas en este trabajo fueron obtenidas de
las bases publicas de datos. Los numeros de acceso y las bases de datos se indican en la
Tabla 5 (Apéndice 1). Los analisis de las secuencias del ADN y de las proteinas se hicieron con
el programa BioEdit 5.0.9 (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit) (Hall, 1999). Los alineamientos fueron
hechos mediante el algoritmo clustalW empleando los parametros originales (Thompson et al.,
1994) y se revisaron visualmente. Los analisis filogenéticos se hicieron con los algoritmos
incluidos en los programas PAUP 3.1y 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony)
(www.paup.csit.fsu.edu) (Swofford, 1991, 2003) y PHYLIP (PHYLogeny Inference Package)
(Felsenstein, 1989).

El modelo estructural tridimensional de la CAT-2 se hizo en el servidor SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org) (Guex y Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003) con base en la
identidad de la CAT-2 con proteinas homélogas cuya estructura tridimensional se conoce. El
modelo fue optimizado con la estructura de la enzima de Burkholderia pseudomallei (Carpena et
al., 2003). El modelo para el dimero de la CAT-2 y la adicién de los grupos hemo se realizé con
el programa O (Jones et al., 1991) basandonos en las coordenadas del dimero de B.

pseudomallei. Las imagenes se hicieron con el programa Ribbons (Carson, 1997).
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RESULTADOS

LA PROTEINA

La purificacién de la CAT-2 de Neurospora crassa

Para determinar la identidad de la CAT-2 de N. crassa se disefié un protocolo para purificar la
enzima. Debido a que la enzima se induce cuando el hongo crece en alcoholes (ver mas
adelante la seccion de la regulacion de la CAT-2), la CAT-2 se purificé de micelio crecido en
presencia de metanol. El micelio se desintegré en amortiguador de extraccion y el extracto
soluble se precipitd con acetona. Esta fraccidn se resuspendié en amortiguador de extraccion y
se fraccion6 con sulfato de amonio. Se realizaron diferentes ensayos para purificar la CAT-2
por medio de varios tipos de cromatografia en columna: de intercambio anionico (DEAE), de
exclusion molecular (Sefadex), de interaccion hidrofobica (Fenil-sefarosa), de afinidad por
sustrato utilizando glutation y de inmunoafinidad con anticuerpos Anti-CAT-2, generados en el
laboratorio (Montes de Oca, 1999). Los mejores resultados se obtuvieron con la cromatografia
de interaccién hidrofébica; sin embargo, para conseguir la proteina pura, fue necesario
obtenerla de geles de electroforesis (Fig. 7 A). Con este protocolo fue posible obtener la CAT-2

pura a homogeneidad (Fig. 7 D).

Actividad de
B catalasa

Figura 7. Purificacion de la CAT-2 de

N. crassa. Electroforesis en gel en
condiciones no desnaturalizantes en una
(A) y en dos dimensiones (B). Se muestra
la fraccion obtenida de la cromatografia de

fenil-sefarosa (A, carril 1) y la CAT-2 pura

obtenida del gel después de la

electroforesis (A, carril 2 y B). Los geles en

Tincién con plata

(A 'y B) se revelaron por actividad de C M 1 D 1R
catalasa. La fraccion de la CAT-2 pura se 116' ' ;'
|

separé mediante SDS-PAGE (C, carril 1) y :Z- — _ |

con una electroforesis en gel no - |
desnaturalizante (D) en una (carril 1) y en h
dos dimensiones. Los geles en (Cy D) se

tifieron con plata.
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El grupo prostético de la CAT-2

El espectro de absorcidén de la CAT-2 pura mostré un patrén con valores maximos de absorcién

alos 280 nm y 403 nm. Este Ultimo pico corresponde a la banda de Soret que presentan las

proteinas que unen grupos hemo. La relacién de absorbencia As/Azg0 de este espectro fue de

0.46 y coincidié con la de las catalasa-peroxidasas que suele ser cercana a 0.5 (Fig. 8 A). El

grupo hemo de la CAT-2 fue obtenido con acetona acida y se analiz6 mediante HPLC. El

tiempo de retencién en una columna de interaccion hidrofébica sugirié que la mayor parte del

hemo de la CAT-2 es una porfirina dicarboxilica que es mas hidrofilica que la protoporfirina-1X.

El espectro de absorcién del pico mayor del hemo purificado fue diferente del espectro de la

protoporfirina-IX (Fig. 8 B) y fue semejante al de la deuteroporfirina-1X (no mostrado). Sin

embargo, un pequefia fraccion del hemo de la CAT-2 comigra con la protoporfirina-1X y otros

dos picos menores migran entre la mesoporfirina-1X y la deuteroporfirina-1X (Fig. 8 C). De

manera que el grupo hemo de la CAT-2 puede estar formado por una mezcla de hemos que

incluye al protohemo-IX.
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Figura 8. Analisis del grupo hemo de la
CAT-2. (A) Espectro de absorcion de la
CAT-2 y (B) de su grupo hemo (linea
continua) y de la protoporfirina IX (linea
discontinua). (C) Separacién mediante
HPLC del hemo de la CAT-2 (linea continua)
y de algunos marcadores de porfirinas (linea
discontinua). (1) 4-COOH—porfirina, (2)
Deuteroporfirina-1X, (3) Mesoporfirina-IX,

(4) Protoporfirina-1X.
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Las actividades cataliticas de la CAT-2

La CAT-2 es una enzima bifuncional, tiene actividad de catalasa y de peroxidasa. La enzima
utiliz6 como agentes reductores a la o-dianisidina, la diaminobencidina, el guaiacol, el ABTS
(acido 2,2'-Azino-bis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y el ascorbato, mas fue incapaz de utilizar
el NADH, el NADPH, el glutation, el citocromo ¢ (Tabla 2) o el manganeso (Mn"). La enzima
tampoco tuvo actividad de oxidasa ante el NADH o el NADPH. Por otra parte, ademas del

H,0,, es capaz de reducir los perdxidos organicos como el ter-butil hidroperéxido (no se

muestra).
Tabla 2. Actividades cataliticas de la CAT-2.
Sustrato Actividad especifica
(Ulug")
Catalasa
H,0, (2 mM) 9.60 + 0.30

Peroxidasa (con 1mM de H,0,)

o-dianisidina (1 mM) 1.59 + 0.08
guaiacol (1 mM) 1.30 £ 0.40
ascorbato (0.5 mM) 0.47 £0.07
diaminobencidina (1 mM) 0.13+£0.01
NADH (1 mM) NR?
NADPH (1 mM) NR
glutation (1 mM) NR
citocromo ¢ (40 puM) NR

! ug de proteina

2 . L
NR - no se detecto reaccion

En una curva de saturacion con sustrato se observa que la actividad de catalasa de la
enzima no se inhibe con altas concentraciones de perdxido de hidrogeno (0.5y 1 M) (Fig. 9 A).
Ajustando los datos de la actividad de la CAT-2 en funcion de la concentracion del H,O, a una
cinética tipo Michaelis—Menten (Fig. 9 Ay B, linea azul) se obtuvieron las siguientes constantes
cinéticas aparentes: Vmay 45.6 + 1.9 U/ng, Ky 13.0 £ 2.6 MMy ket 1.27 x 10°s™. La eficiencia

catalitica calculada de la enzima ke /Km fue de 1 x 10’ M s, Las constantes cinéticas
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aparentes calculadas con base en el regrafico Lineweaver-Burk (Fig. 9 D) fueron: Vyax 42.19
Ulpg, Km 8.86+2.7 MM, Kear 1.12 x 10°s™ y Keat /K 1.27 x 10° Mt s,

Sin embargo, el ajuste de la cinética de saturacién con la ecuacion de Michaelis—Menten
no concuerda bien con los valores experimentales, sobre todo en altas concentraciones de
sustrato (Fig. 9 A). De manera que también realizamos los ajustes para una cinética compleja
con base en la ecuacién de Hill para dos componentes, que es el resultado de la adicién de dos
ecuaciones de Hill. En la figura 9 (A-C) se compara la curva teérica de la ecuacién de
Michaelis—Menten con las curvas obtenidas con la ecuacién doble de Hill con las que mejor se
ajustaron los datos. Estas resultaron del ajuste con la ecuacion doble de Hill sin cooperatividad
y con cooperatividad con numeros de Hill ny)= 1y nue = 1.37 para el primer y segundo
componentes, respectivamente. Los parametros que se obtuvieron con estas dos ecuaciones
se comparan en la Tabla 3 y las curvas teoricas para cada uno de los componentes de la
ecuacion se muestran en la figura 9 C. Es dificil definir si el segundo componente tiene o no
cooperatividad, ya que el ajuste con ambas ecuaciones (Nye = 1 0 nye= 1.37) concuerda de
manera semejante con los datos experimentales (Fig. 9 y Tabla 3) y los valores residuales del
ajuste (la diferencia entre los datos experimentales y la curva tedrica) fueron parecidos (Fig. 9 A
y B, gréfica inferior). Dado lo anterior y debido a que los datos estadisticos son ligeramente

mejores sin cooperatividad es preferible suponer que no hay cooperatividad.

Tabla 3. Parametros cinéticos y estadisticos del ajuste
de la curva de saturacion de la actividad de catalasa de la CAT-2.

Michaelis—Menten Hill (dos componentes)

Sin cooperatividad Con cooperatividad
(i Y P =1) (M = 15 Nk = 1.37)

Sos @) (Km) (MM) 13.0£ 2.6 454+1.1 5.06 + 1.5
Vinax ) (U/g) 456+1.9 29.9+3.3 326+5.1
Keat 1) (S™) 1.27 x 10° 8.31 x 10" 9.07 x 10*
Keat/So.s (1) (Keat/Km) (M™ ™) 1x 10’ 1.83 x 10’ 1.79 x 10’
Sos (2 (MM) 177.6 + 80 170.9 + 50
Vinax 2 (U/1Q) 25.0+2.7 19.8+7.8
Keat 2) (5™ 6.94 x 10* 5.5 x 10*
keat/ Sos@ (M*s™) 3.91 x 10° 3.22 x 10°
Chi® 11.8 1.76 1.92

R? 0.957 0.9947 0.9948
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Actividad especifica (U/ug)
& .8,
Actividad especifica (U/ug)

60__ v

Actividad especifica (U/ug)

T T T T T T T T
1E-4 1E-3 0.01 0.1 1 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
H202 (M) 1/H0:

Figura 9. Cinética catalitica de la CAT-2. Cinética de saturacion de la actividad de catalasa
de la CAT-2 en funcién de la concentracion de H,O, (A-escala lineal, B-C escala logaritmica
con base 10) y grafico doble reciproco (Lineweaver-Burk) (D). En (A y B) se muestra el ajuste
de los datos con la ecuacion de Michaelis—Menten (linea azul), con la ecuacion de Hill para dos
componentes sin cooperatividad (linea roja) y con cooperatividad con niumeros de Hillde 1y
1.37 para el primer (nuq)) y segundo (ny)) componentes respectivamente (linea verde). Debajo
de las graficas se muestran los valores residuales para el ajuste de cada una de las ecuaciones
consideradas. En (C) se comparan las curvas teoricas para cada componente de las
ecuaciones dobles de Hill (nyq), linea discontinua; ny ), linea continua) con y sin cooperatividad.

La actividad enzimatica se determiné en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.8.
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La actividad de la CAT-2 en funcién del pH

Por otra parte, al igual que las catalasa-peroxidasas y a diferencia de las catalasas
monofuncionales, la actividad de la CAT-2 fue sensible al pH. La actividad de catalasa tuvo su
valor optimo de actividad a pH 6.3 (Fig. 10 A) y la actividad de peroxidasa (con dianisidina y
H,0,) a pH 4.75 (Fig. 10 B).

A B
- Acetatos - 25
354
— - Fosfatos -
3 5 2.0
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é 30 420 5
h N—r
< © 1
O 25 8 15
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5’,— 20 o
e ] o 1.0
S 154
g 15 110 3
NS E k=]
= S 054
g 101 = o
3}
< - 15 <
5_
] 0.0
0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0
pH pH

Figura 10. Efecto del pH en las actividades cataliticas de la CAT-2. Efecto del pH en la
actividad especifica de catalasa (A) y de peroxidasa (B). La actividad enzimatica se
determin6 en amortiguador de acetatos (50 mM) en el intervalo de pH de 3.5 a 6.0 (linea azul)
y en amortiguador de fosfatos (50 mM) entre pH 5.5y 8.0 (linea roja). La actividad de
catalasa se determin6 con H,O, 10mM vy la de peroxidasa con H,O, 2 mM y o-dianisidina 1

Lainhibicion de la CAT-2

Las enzimas con grupo hemo se inhiben con el cianuro. Para determinar si ambas actividades
dependen del grupo hemo, evaluamos la sensibilidad de la enzima ante este inhibidor. Ambas
actividades se inhibieron con el cianuro (KCN) dependiendo de la concentracion y dando una

cinética de segundo orden. La sensibilidad al cianuro de la actividad de catalasa fue mas de 10

veces mayor (ICso 14.6 uM) que la de peroxidasa (ICso 168 uM) (Fig. 11 Ay B).
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Sabemos que las catalasas monofuncionales son inactivadas con el 3-aminol,2,4 triazol,
mientras que las catalasa-peroxidasas son poco sensibles. Determinamos la sensibilidad de la
CAT-2 a este inhibidor y observamos que la enzima perdié el 50% de su actividad de catalasa
después del h con 3-amino triazol 20 mM. La inhibicidn de la enzima sigue una cinética de
primer orden (y=yy+Ae™) donde k 0.0107 + 0.00068 min™ (18.4 + 0.58 min™) (Fig. 11 C). En
estas condiciones una catalasa monofuncional, como la CAT-1, es inactivada practicamente por

completo (Diaz et al., 2001).

B
;\6\ 80 ;\&,\ 80+
T T
S 60- S
.(7) .(7) 60_
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e] © a
g 404 8 40
= =
g g
20 20
0 T T T T T T T T T T T 1 O T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 800 1000
KCN (uM) KCN (uM)
Figura 11. Inhibicién de la CAT-2 con KCNy C
. . . . m CAT-2
3-amino triazol. Actividad relativa de catalasa o CAT-1*

(A) y de peroxidasa (B) de la CAT-2 en presencia 100%

de diferentes concentraciones de KCN. La
enzima se incubd 1 min con el inhibidor y
después se determind la actividad de catalasa
con H,0, 10 mM (pH 6.8) y la de peroxidasa con
H,O, 2 mM y dianisidina 1 mM (pH 5.5). (C)

Ensayo de inactivacion temporal de la actividad

Actividad residual (%)

de catalasa de la CAT-2 en presencia de 20 mM

de 3-amino triazol. *Se compara la cinética de 0
T T T T

— . .
0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)

inactivacion de una catalasa monofuncional de
N. crassa (CAT-1) (Diaz et al., 2001).
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Secuenciacion de un péptido interno de la CAT-2
La secuencia de aminoacidos de un péptido triptico de la CAT-2 pura se determiné en el
Laboratoire de Microséquencage des Protéines del Instituto Pasteur (Paris, Francia) por
Jacques d'Alayer. La secuencia obtenida fue:

L-T-N-D-Y-F-V-N-L-L-D-T-N-T-A-(W)-K

Esta secuencia tiene similitud con las secuencias conocidas de las catalasa-peroxidasas
de procariontes y se encontré que forma parte de la secuencia de aminoacidos predecible del
ADNCc parcial NCM6H12T3 de N. crassa (Fig. 12) que esta depositada en la base de datos de
las secuencias de nucleétidos (GenBank AA901970) (Nelson et al., 1997). Con base en esta

informacién, fue posible clonar el gen y definir la identidad de la CAT-2.

NCM6H12T3 210GECAAGCTTACCAATGACTACTTTGTCAACCTGTTGGACACCAACACGGCATGGAAGGCGS??
Proteina ¢ N L T N DY F V NL L DTN TA W K A
Péptido CAT-2 - - L, T N DY F VN L L DTNTA W K -

Figura 12. Secuencia de una porcion interna de la CAT-2. Se determiné la secuencia de aminoacidos
de un fragmento triptico de la CAT-2 pura (Péptido CAT-2). Esta secuencia es idéntica a un segmento de
la secuencia de aminoacidos predecible del ADNc parcial NCM6H12T3 de N. crassa (s6lo se muestran

los nucledtidos 270 a 329) que tiene similitud con las catalasa-peroxidasas.
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EL GEN

La clonacion del ADNc cat-2

Ademaés de la secuencia NCM6H12T3, existen dos secuencias mas de segmentos de ADNc de
N. crassa que mostraron similitud con las catalasa-peroxidasas de procariontes; de ellas, la
secuencia codificada por el ADNc NCM10B4T3 tiene similitud con el extremo N-terminal de las
catalasa-peroxidasas por lo que predeciblemente se encuentra localizada en el extremo 5' del
gen cat-2. Con base en esta secuencia se disefi6 el oligonucleétido especifico cat-2/5E y se

clon6 ADNCc del gen cat-2 con una amplificacién a partir de su extremo 3'.

La estructura del gen cat-2
Clonamos y secuenciamos el ADNc del gen cat-2 (2705 pb) y la informacién de esta secuencia
fue depositada en el banco de genes (AF459787). Al tiempo que estos experimentos se
concluyeron, se liber6 el primer ensamble de la secuencia del genoma de N. crassa, de manera
gue la secuencia del gen se obtuvo, en un principio, de la base de datos genémicos
(Neurospora Sequencing Project. Whitehead Institute/MIT, actualmente Broad institute)
(Galagan et al., 2003). El gen se localizo en el contig 2.407 (actualmente 3.330) y el marcador
mas cercano fue poi-2 del cromosoma VII. El analisis y la comparacion de las secuencias
cromosomal y del ARNm revelaron un marco de lectura abierto sin intrones que codifica para
una proteina de 753 aminoéacidos (Fig. 13) con un peso molecular de 83.4 kDa. El ARNm cat-2
incluye dos regiones no traducibles en sus extremos 5' (por lo menos 53 pb) y 3' (364 pb) y en
esta Ultima se detecta una posible secuencia de poli-adenilacion. Como esperdbamos, la
secuencia de aminoacidos del péptido interno de la CAT-2 se encontrd en la secuencia
codificada por el gen cat-2 (recuadro en la figura 13), demostrando que el gen cat-2 codifica
para la proteina CAT-2.

La secuencia de aminoacidos de la CAT-2 mostr6é una gran similitud con las catalasa-
peroxidasas de las bacterias (Tabla 4). En ella se pueden observar los aminoacidos
conservados en las catalasa-peroxidasas que son importantes para la catalisis de la enzima 'y

para la coordinacion del grupo hemo (Fig. 13, indicados con *).
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Al igual que en las catalasa-peroxidasas de los procariontes, los aminoacidos
conservados y esenciales del sitio activo (Arg 87, Trp 90, His 91y Asn 121) y los que son
necesarios para coordinar el grupo hemo (His 279, quinto ligando del hemo y Asp 389) estan
presentes so6lo en el dominio N-terminal por lo que la actividad enzimética debe residir en él. La
diferencia mas notable con respecto a la mayoria de las catalasa-peroxidasas es una insercion
de 26 aminoacidos que presumiblemente se localiza en el asa LL1 (Fig. 13 y Fig. 33 D-F). Esta
asa se localiza entre las hélices D y E y esta formada por alrededor de 40 aminoacidos que no
estan presentes en las otras peroxidasas de plantas, hongos y bacterias. Sin embargo, se
encuentra una insercién semejante a la de la CAT-2 en algunas catalasa-peroxidasas de los

hongos asi como en las de las bacterias Xylella, Xanthomonas, Burholderia y Pseudomonas.

Tabla 4. Porcentaje de identidad de amino&cidos que muestran

algunas catalasa-peroxidasas con la CAT-2 de N. crassa.

Podospora anserina 77 Xylella fastidiosa 62
Magnaporthe grisea 74 Caulobacter crescentus 61
Aspergillus fumigatus 71 Magnaporthe grisea 2 61
Penicillium marneffei 71 Mesorhizobium loti 60
Blumeria graminis 69 Streptomyces reticuli 59
Aspergillus nidulans 67 Escherichia coli (HPI) 55
Burkholderia fungorum 67 Fusarium graminearum 2 55
Ustilago maydis 66 Mycobacterium tuberculosis 55
Fusarium graminearum 65 Salmonella typhimurium 54
Xanthomonas campestris 65 Escherichia coli (plasmido) 53
Xanthomonas axonopodis 65 Haloarcula marismortui 52
Pseudomonas fluorescens 64 Halobacterium salinarum 52
Pseudomonas putida 64 Archaeoglobus fulgidus 51
Pseudomonas syringae 63 Synechococcus sp. 50
Methanosarcina acetivorans 63 Synechocystis sp. 49
Burkholderia cepacia 62 Rhodobacter capsulatus 35

En negro se muestran las enzimas de las bacterias, en verde las de las arqueobacterias y en azul las de los hongos.
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Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

Neurospora
Aspergillus
Burkholderia
E. coli HPI
Archaeoglobus
Consensus

———————————— MSECPVRK---SNVGGGGTRNHDWWPAQLRLN I LRQHTPVSNPLDKDFDYAAAFKSLDYEGLKKDLTKLMTDSQDWWP
—————————— MGSNECPYSRQ-NANI1GGGGQNNRDWWPDDLKLN I LRQHNSVSNPLDKGFDYTAAFNSLDYFGLKRDLEALMTDSQDWWP
————————— MSNEGQCPFN-----HANGGGTTNRDWWPNELRLDLLSQHSSKTDPLDPGENYAEAFNSLDLDALRKDLAALMTDSQDWWP
MSTSDD IHNTTATGKCPFHQGGHDQSAGAGT TTRDWWPNQLRVDLLNQHSNRSNPLGEDFDYRKEFSKLDYYGLKKDLKALLTESQPWWP
————————— MMRQGGVMVG------ARKRWIT--DWWPNRLNLKILRQN--LQNPYGEDYDYVEEVENLD I DAV I RDLKELMRSSQDWWP
G CP -—= GGGTTNRDWWPN LRL ILRQH  SNPLD DFDY AF SLDY GLKKDL ALMTDSQDWWP
* ** *
ADFGHYGGLF IRMAWHSAGTYRVTDGRGGGGEGQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWP IKQKYGNKISWSDLLLLTGNVALESMGFKTFG
ADFGHYGGLF IRMAWHSAGTYRVFDGRGGGGQGQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWP IKQKYGSK I SWADLL I LAGNVALESMGFKTFG
ADFGHYGPLFVRMAWHSAGTYRMGDGRGGAGRGQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWP IKQKYGQK I SWADLL ILTGDVALTTMGFKTFG
ADWGSYAGLF IRMAWHGAGT YRS I DGRGGAGRGQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWP IKQKYGQK I SWADLF I LAGNVALENSGFRTFG

ADFGHYGPLF IRLAWHSAGSYR 1 FDGRGGARDGS I RFPPR INWPDN INLDKA IRLLWP IKKKYGRKLSWADL 1 1 LAGTVAMEDMGVKLFG
ADFGHYGGLFIRMAWHSAGTYR DGRGGAG GQQRFAPLNSWPDNVSLDKARRLLWPIKQKYG KISWADLLILAGNVALE MGFKTFG
FAGGRPDTWEADESVYWGAETTWLGNEDRYSEGQEGHEGHGVVQGDESKKQHTD IHNRDLQSPLASSHMGL I YVNPEG-PDG I PDPVASA
FAGGRSDTWEADQSVFWGGEKEWLGNDVRYLNG---=-—=—=—==———=——————————— ELDNPLAASHMGL 1 YVNPEG-PNKNPDPVLAA
YAGGREDTWEPDRDVYWGSETTWLGGDLRYDKGGACESQHGGNAG----======-~— RNLENPLAAVQMDL 1 Y-NPEGGPDGNPDPVAAA
FGAGREDVWEPDLDVNWGDEKAWLTHRHPEA-—————————————————————————— LAKAPLGATEMGL 1 YVNPEG-PDHSGEPLSAA
FALGRED I FEPDESPDWGPEEEMLTAKRGE-K-======—————————————————— EELERPFAATEMGL 1 YVNPEG-PGGNPDPLGSA

FAGGREDTWEPD SV WG E WLG L PLAA MGLIYVNPEG-PDGNPDPV AA
*
KDIRVTFGRMAMNDEETVAL IAGGHSFGKTHGAGPTHHVGKEPEAAP I EHQGLGWANSFGQGKGPDTITSGLEVTWTPTPTKWGMGYLEY
KDIRITFGRMAMNDEETVAL IAGGHTFGKTHGAGPATHLGKEPHGAGIELQGLGWESGFESGTGRHAITSGLEV IWTKTPTKWSNQFFEY
YDIREVFGRMAMNDEETVAL IAGGHAFGKTHGAGPADNVGLEPEAAGLEQQGLGWKNSFGTGKGADTITSGLEVTWSDTPTQWGMGFFKN
AAIRATFGNMGMNDEETVAL IAGGHTLGKTHGAGPTSNVGPDPEAAP I EEQGLGWASTYGSGVGADAITSGLEVVWTQTPTQWSNYFFEN
QEIRVAFRRMGMNDEETVAL IAGGHAFGKCHGAGPADYLGPDPSSSPIEMQGLGWKYNYGKGKGSDTFTSGLEVTWSPTPTKFGINYLRI
DIR TFGRMAMNDEETVALIAGGH FGKTHGAGPA VG EPEAAPIE QGLGW FG GKG DTITSGLEVTWT TPTKWG FFE
*

LYKFDWEPTKSPAGANQWVAKNAEPT IPDAYDPNKKKLPTMLTTD IALRMDPAYDK I CRDYLANPDKFADAFARAWFKLLHRDMGPRTRW
LFKYDWELTKSPAGAHQYVAKGVEPFIPDPFDPS IKHPPRMLTTDLSLRYDPEYEKISRRFLENPDQFADAFARAWFKLTHRDVGPRVLY
LFGYEWELTKSPAGAHQWVAKNAEPT IPHAHDPSKKLLPTMLTTDLSLRFDPVYEKISRHFMDNPDVFADAFARAWFKLTHRDMGPRARY
LEKYEWVQTRSPAGA 1 QFEAVDAPE I IPDPFDPSKKRKPTMLVTDLTLRFDPEFEK I SRRELNDPQAFNEAFARAWFKLTHRDMGPKSRY
LETYEWELEKSPAGKNQWVAKDAPE I 1PDAHDPNKKHRPRMLTADLALRFDPEFSKIARRFLENPEEFEKAFATAWYKLTHRDMGPKDCY
LFKYEWELTKSPAGA QWVAK AEP IPDA DPSKK PTMLTTDL LRFDPEYEKISRRFL NPD FADAFARAWFKLTHRDMGPR RY

IGPEVPSEILPWEDY IPPVDYQI IDDND I AALKKE I LATGVAPKKL I FVAWSSASSFRGSDKRGGANGAR IRLAPQNEWKVNDPSTLREV
QGPEVPSEVL IWQDPVPPLDHPV IDNDD IATLKKATLNSG I SHTDLFSTAWASASTFRGSDKRGGANGAR I RLSPQKNWKVNSQPWLSES
LGPDVPTEEL IWQDP I PAVDHVLTTRN-VAPLKET I LASGLSVAELVSTAWASASTFRGSDKRGGANGAR I RLAPQKDWAVNEPARLAKV
1GPEVPKEDL IWQDPLPQP I'YNPTEQD- I IDLKFAITADSGLSVSELVSVAWASASTFRGGDKRGGANGARLALMPQRDWDVN--AAAVRA
I1GKYVPEETFVWQDPLPRRDYELVDEKDVEELKRRILASGLSLSQLVYFAWASASTYRNSDRRGGANGAR IRLKPMSVWEVNHPEELKKV
IGPEVP E LIWQDP P DY D DIA LK [ILASGLS LVS AWASASTFRGSDKRGGANGARIRL PQ W VN P L V

LAALESVQQKFND-S-SSGKKVSLADL IVLGGVAALEQAS----- GLVVPETPGRNDATQEHTDVHSFTHLEPHADGFRSYGKGTKRVR-
LAALEKTQKQFND-AQSTDKRVSLADL IVLAGAASLEKAARDAGHNVSVSFTPGRTDATQEQTDVDSFENNLEP IADGFRNYGRGTPRVL -
LKVLERIQGEFNS-TQPGGKKISLADL IVLAGGAG I EQAAKRAGHDVVVPFAPGRMDASQEQTDAHSFAVLEPVADGFRNFVKGKFAVP-
LPVLEKIQKE------ S--GKASLAD I 1VLAGVVGVEKAASAAGLS IHVPFAPGRVDARQDQTD I EMFELLEP IADGFRNYRARLDVST-
1AAYEKIQQEFNEGAKGSEKR IS IADL IVLGG I AAVEEAARRAGFSVKVPFE I PGRVDAQQEHVDEEFYRV I EPFADGFRNYFRYPER INE
LAALEKIQ EFN - S KK SLADLIVLAG A E AA AG V VPF PGR DA QEQTD SF LEP ADGFRNY G RV -

—————— TEQFLIDRASLLTLSAPELTAL 1 GGLRVLEANYDGSSYGVLTKTPGKLTNDYFVNLLDTNTAWKIAADNEGEVF 1 GYDRKTHDKK
—————— TEDFLIDKAQLLNLSPPELTVL 1GGLRVLNNNYDRSNLGVFTKRPGQLTNDFFVNLLDMGVQWKPADDTNE I FI1GSDRKTGQAR
—————— AEALLIDKAQLLTLTAPQMTALVGGLRVLNVQTGDEKHGVFTDQPETLTVDFFRNLLDMATEWKP I AG-EDTYEGRDRRTGELK
—————— TESLL IDKAQQLTLTAPEMTALVGGMRVLGANFDGSKNGVFTDRVGVLSNDFFVNLLDMRYEWKATDESKELFEGRDRETGEVK

RDVYTTPEYFLVDKANLLTLTVPEMVVL IGGMRALGANYSHSDYGVLTERPGVLSNDFFVNLLDMSVEWRAADDYRYTFEGYDRKSGELR
—————— TE FLIDKAQLLTLTAPEMTALIGGLRVL ANYD S GVFT RPG LTNDFFVNLLDM EWKAAD E FEG DRKTGE K
WTATRADL I FGAHAELRALAEVYAAVDGEEKFKRDFVAAWHKVMNLDRFDLKQEGRGQ-NAPKL - =—===——————- 753
WKASRADLVFGSHAELRA I SEVYGSSDGEAKFVKDFVAAWEKVSNLDRFDLKQTGLAQRIKPQL--—-—=—=——————— 739

WTGTRVDLVFGSNAVLRALSEVYASADGEAKF IRDFVAAWVKVMNLDRFDLACKKRWY IDASGLPGEPALSARIQWR 760

FTASRADLVFGSNSVLRAVAEVYASSDAHEKFVKDFVAAWVKVMNLDRFDLL ---—————————————————————— 726
WRATRVDL I LGHHDELRAVAEVYGCDDAKEKFVKDFAAVCAKVMHLDRFDLWRSNRKLYKEITAGL--=====———- 740
WTATRADLVFGSHAELRA AEVYAS DGEEKFVKDFVAAW KVMNLDRFDL R L-—m—mmmm 584

Figura 13. Alineamiento de la CAT-2 con algunas catalasa-peroxidasas representativas de los hongos, las

bacterias y las arqueobacterias. La secuencia de aminoacidos de la CAT-2 de N. crassa fue alineada con las
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catalasa-peroxidasas de A. nidulans, B. cepacia, E. coliy A. fulgidus. Se muestra el péptido secuenciado (recuadro),

asi como algunos aminoacidos conservados e importantes para la catdlisis de las catalasa-peroxidasas (*).
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EL ORIGEN DEL GEN cat-2

Paralelamente a nuestro trabajo, se identificaron otras catalasa-peroxidasas de hongos. Debido
a que estas enzimas solo se han encontrado en los hongos y no en otros organismos
eucariontes, nos llamo la atencién el origen de las catalasa-peroxidasas en los hongos y
realizamos un analisis filogenético para tratar de inferir las relaciones genealdgicas de sus
genes.

Estudiamos las relaciones genealdgicas de las catalasa-peroxidasas con las citocromo c
peroxidasas de los hongos, que son las peroxidasas mas parecidas a las catalasa-peroxidasas.
Para ello, obtuvimos todas las secuencias conocidas de las catalasa-peroxidasas y de dos
citocromo c peroxidasas e hicimos un alineamiento multiple. Debido a que las catalasa-
peroxidasas se originaron de un evento de duplicacion de una peroxidasa (Welinder, 1991),
también hicimos un alineamiento de las citocromo ¢ peroxidasas con los extremos N-y C-
terminal de las catalasa-peroxidasas separados. A partir de estos alineamientos realizamos
algunos analisis por los métodos de matrices de distancias, usando los algoritmos UPGMA,
Neighbor-joining y Fitch-Margoliash. En la figura 14 se muestran los analisis obtenidos con el
algoritmo Fitch-Margoliash para las citocromo c peroxidasas y las catalasa-peroxidasas con sus
secuencias completas (Fig. 14 A) y con sus extremos N- y C-terminal separados (Fig. 14 B).

Por otra parte, hicimos un analisis filogenético que incluyé sélo las catalasa-peroxidasas.
Con una serie de analisis preliminares con los métodos de méxima parsimonia (busqueda
heuristica) y de matrices de distancias con los algoritmos mencionados, observamos que las
catalasa-peroxidasas se dividieron en 8 grandes grupos cuya composicion en OTU (unidad
taxondmica operacional, por sus siglas en inglés) fue relativamente constante. Sin embargo, las
inferencias no fueron muy robustas y la topologia de estos arboles vari6é considerablemente
dependiendo del tipo de analisis. Como una estrategia para mejorar la resolucion del andlisis
redujimos el numero de los OTU y realizamos un andlisis filogenético mediante una busqueda
exhaustiva con el método de maxima parsimonia del programa PAUP. Para ello,
seleccionamos algunas enzimas representativas de los grandes grupos antes mencionados y
realineamos sus secuencias. Asi, encontramos un arbol filogenético mas parsimonioso en el
que las catalasa-peroxidasas de los hongos se agruparon con las de B-proteobacterias como
Burkholderia (Fig. 15 B).
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Figura 14. Analisis filogenéticos de las catalasa-peroxidasas y las citocromo c peroxidasas.
(A) Redes que muestran las relaciones de similitud entre las catalasa-peroxidasas y las citocromo ¢
peroxidasas (CCP) de los hongos y (B) entre los extremos C- y N- terminales de las catalasa-
peroxidasas con las citocromo ¢ peroxidasas. Método de matrices de distancias para proteinas,
algoritmo Fitch-Margoliash, distancias: Dayhoff PAM 001 (PHYLIP). En negro se muestran las

secuencias de las bacterias, en verde las de las arqueobacterias y en azul las de los hongos.
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El nimero de secuencias de catalasa-peroxidasas que se conocen se ha incrementado
considerablemente y esto incluye el descubrimiento de catalasa-peroxidasas en otros linajes.
Un andlisis filogenético reciente que incluye estas enzimas y que esta hecho con el método de
maxima parsimonia mediante una busqueda heuristica se muestra en la figura 15 A. Con este
analisis podemos observar que los genes de las catalasa-peroxidasas de los hongos se
agrupan nuevamente en un solo clado; sin embargo, la resolucién del cladograma es muy baja
y se observan varias politomias, una de ellas en la base del arbol y otra en el grupo de los

hongos. Asimismo, los valores de Bootstrap fueron bajos para algunos nodos.

A Synechococcus v parahaemolyticus 1

R. capsulatus V. cholerae

) V. parahaemolyticus 2
L. pneumophila B

Synechocystis .
Y. pestis HPI(I) o W os M. fortuitum II
S. oneidensis 2 M. smegmatis 2

M. fortuitum | M. smegmatis 1

Y. pestis 57 M. tubergulosi
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S.\typhimurium

i P. putida
E. coli (plasmido) E. cgli HPI a7 /54 P. syringae
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L. pneumophila A
: ; H. salinarum
R. leguminosarum G. sulfurreducens A. fulgldus.
R.etli D. hafniense B. pseudomallei
' 5 G. violaceus
S. meliloti M. acetivorans
) ) 66 Pirellula sp
B. japonicum M. loti R. metallidurans
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R. palustris © ¢ crescentus o 80 A ni(?ulans
X. fastidiosa B '

P. marneffei
B. graminis
M. grisea 1

N. crassa

F. graminearum 1

_ C. globosum
U. maydis P. anserina

X. fastidiosa A A. vinelan
X. campestris
X. axonopodis
B. fungorum
B. cepacia
F. graminearum
M. grisea 2

Figura 15. Analisis filogenéticos de las catalasa-peroxidasas. (A) Cladograma de las catalasa-
peroxidasas basado en sus secuencias de aminoéacidos. Arbol mas parsimonioso, método de
maxima parsimonia, busqueda heuristica con una adicién de ramas aleatoria (10 réplicas), prueba
de Bootstrap (300 repeticiones). Sélo se muestran los valores de Bootstrap de los nodos cuyo

valor fue <95. ContinlGa en la pagina siguiente.
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Figura 15. Andlisis filogenéticos de las catalasa-peroxidasas (continuacién). (B) Cladograma
de las catalasa-peroxidasas en el que se han excluido algunos OTU internos. Se muestra el arbol
mas parsimonioso obtenido con una bisqueda exhaustiva. (C) Analisis filogenético de las catalasa-
peroxidasas de los hongos en el que se incluyé como grupo externo la enzima de E. coli. Se
muestra el arbol mas parsimonioso obtenido con una busqueda exhaustiva. En negro se muestran
las secuencias de las bacterias, en verde las de las arqueobacterias y en azul las de los hongos.

Todos los arboles fueron construidos con PAUP.

En las bases de datos de secuencias gendmicas de otros hongos se encuentran
catalasa-peroxidasas incluso de un linaje distinto de los ascomicetos (U. maydis, un
basidiomiceto). Para definir las relaciones genealdgicas de los genes de los hongos y mejorar
la inferencia filogenética, redujimos el nimero de OTU y realizamos una busqueda exhaustiva
por el método de maxima parsimonia. Para ello, seleccionamos todos las secuencias de
enzimas conocidas de los hongos y utilizamos como grupo externo una secuencia de una
Eubacteria. Asi, obtuvimos un arbol filogenético mas parsimonioso en el que se observa que
las catalasa-peroxidasas de los hongos forman dos grandes grupos. Ambos incluyen

secuencias de ascomicetos (Fig. 15 C).
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LA LOCALIZACION CELULAR DE LA CAT-2

Fraccionamiento celular de Neurospora crassa

En un inicio, dos datos nos hicieron pensar que la CAT-2 podia ser una enzima peroxisomal.
Por una parte, la CAT-2 se indujo con sustratos para los que se requiere la funcién peroxisomal
(glioxisomal) (ver la seccion de la regulacion de la CAT-2). Por otra parte, observamos que la
secuencia de aminoacidos de la CAT-2 mostrd en su extremo C-terminal un tripéptido Pro-Lys-
Leu (PKL) que es semejante a la secuencia consenso Ser-Lys-Leu (SKL) de localizacién
peroxisomal PTS-1 (del inglés Peroxisomal Targeting Sequence - 1) de las proteinas de la
matriz de los peroxisomas. Si bien, la secuencia PKL no coincidié exactamente con la
secuencia SKL, se sabe que existen variaciones sobre la secuencia PTS-1. Por ejemplo, el
consenso de la secuencia PTS-1 para las proteinas peroxisomales de N. crassa es A/C/G/S —
K/R/Q/H — I/L/V (de Zoysa y Connerton, 1994). Por ello, para entender la funcién de la enzima,
consideramos importante estudiar su localizacion intracelular.

Algunos resultados previos del laboratorio que consistieron en detectar a la CAT-2
mediante la microscopia electrénica de transmisién y empleando anticuerpos policlonales
indicaban que una parte de la CAT-2 se localiza en la pared celular (Montes de Oca, 1999). Sin
embargo, este estudio se realizé con hifas crecidas en condiciones en las que ahora sabemos
gue la CAT-2 es escasa. Para complementar este estudio, llevamos a cabo experimentos de
fraccionamiento celular a partir de hifas en las cuales sabemos que la CAT-2 se encuentra en
abundancia. Asimismo, estudiamos estas hifas por microscopia electronica de transmision e
intentamos realizar experimentos de inmunolocalizacion de la CAT-2 en ellas.

Para inducir a la CAT-2, el hongo se crecié en medio MV/sacarosa por 14 h y después
se transfirio a medio MV con acetato o con oleato. Observamos que en ambos casos la
maxima acumulacion de la CAT-2 ocurrié 24 h después de la transferencia al sustrato inductor
(Fig. 16 A). También medimos la actividad de la isocitratoliasa para evaluar el metabolismo
peroxisomal y encontramos que esta actividad aparece y aumenta con mayor rapidez que la
CAT-2, de tal forma que la mayor acumulacion de la CAT-2 no coincidié con la aparicion de la

funcién peroxisomal (Fig. 16 B).
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Figura 16. Induccidn de la CAT-2y de la funcion peroxisomal. El hongo se crecié en medio
MV/sacarosa (14h) y después se transfiri6 a medio MV/acetato (oleato). (A) Biomasa del hongo a
diferentes tiempos (ordenadas, eje derecho) y actividad de la isocitrato liasa (ordenadas, eje
izquierdo). (B) Acumulacion de la CAT-2 en zimogramas de catalasa. (C-F) Morfologia de las
hifas (24h post-induccién) por microscopia electrénica de transmision. En (A, C-F) sélo se
muestran los resultados obtenidos con acetato.
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Estudiamos la constitucion subcelular del micelio en cortes de las hifas inducidas con
acetato (24 h). En estas condiciones fueron evidentes los peroxisomas, las mitocondrias, asi
como numerosas vacuolas y los cuerpos de Woronin (Fig. 16 Cy F). Llevamos a cabo ensayos
para inmunolocalizar la CAT-2 en estas células. Para ello, las hifas del hongo se incluyeron en
una resina acrilica, se incubaron con un anticuerpo primario anti-CAT-2 y después con la
proteina A-oro y se observaron con microscopia electrénica de transmisién. A pesar de probar
varias condiciones experimentales, mediante este sistema no fue posible determinar una
localizacién especifica para la enzima; las particulas de oro detectadas mostraron una
distribucion dispersa. Por ello, también hicimos experimentos de fraccionamiento celular
mediante una centrifugacién en gradientes continuos de sacarosa.

Las hifas de N. crassa tienen dos poblaciones de peroxisomas con densidad diferente.
Una de ellas tiene densidad de 1.26 g/cm®y la segunda, que propiamente corresponde a los
glioxisomas, de 1.21 g/cm®. La densidad de las mitocondrias es de 1.19 g/cm? (Kionka y Kunau,
1985). Realizamos el fraccionamiento celular en un gradiente de sacarosa (30 - 60%) que
comprendié este intervalo (1.137 - 1.29 g/cm®). Para definir la localizacion de las estructuras
subcelulares, medimos la actividad de la isocitrato liasa, como marcador glioxisomal; de la urato
oxidasa como marcador peroxisomal y de la fumarasa como marcador de las mitocondrias.
Para eliminar la pared celular, los experimentos se hicieron a partir de protoplastos.

Cuando el micelio se indujo con acetato (Fig. 17 A-C), la actividad de catalasa mostro
una meseta de actividad en las fracciones comprendidas entre las densidades de 1.191 y 1.255
g/cm?; sin embargo, la mayor actividad de catalasa sediment6 en densidades menores de 1.168
g/cm? (fracciones 27-31) con el maximo a 1.117 g/cm?® (Fig. 17 A). La actividad de la CAT-2 se
detect6 en estas fracciones (Fig. 17 E). La fraccion subcelular con la maxima actividad de la
isocitrato liasa sediment6 a una densidad de 1.218 a 1.224 g/cm? (con un pico menor de 1.23
g/cm®) (Fig. 17 B). La fraccién con actividad de fumarasa, por su parte, fue menos compacta y
estuvo dispersa en fracciones con una densidad de 1.191 g/cm? a 1,233 g/cm® observandose el
maximo de la actividad a 1.224 g/cm?® (Fig. 17 C). En este experimento no fue posible detectar
actividad de la urato oxidasa; sin embargo, esta actividad fue evidente cuando la funcién
peroxisomal se indujo con &cido oléico. En un experimento equivalente pero hecho a partir del
micelio inducido con &cido oléico, la actividad de la urato oxidasa sedimenté en dos fracciones
con densidades de 1.191 a 1.209 g/cm® y de 1.263 a 1.28 g/cm?® respectivamente (Fig. 17 D).
En este experimento, la CAT-2 también sedimentd en las fracciones de densidad menor a 1.12
g/cm?®. Estos resultados indican que la CAT-2 esta asociada con la fraccion microsomal de los

gradientes y sugieren que la enzima es citosolica.
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Figura 17. Fraccionamiento celular de N. crassa. Se obtuvieron protoplastos a partir de micelio

inducido en acetato (oleato) (E, carriles 1y 2) y las estructuras subcelulares se sometieron a

centrifugacién en un gradiente de sacarosa (30-60%). El gradiente se fraccion6, se determind su

densidad (linea &, eje derecho de las ordenadas) y las siguientes actividades enzimaticas (linea

/-, eje izquierdo de las ordenadas): (A) catalasa, (B) isocitrato liasa (marcador glioxisomal), (C)

fumarasa (marcador mitocondrial) y (D) uricasa (marcador peroxisomal). (E) Actividad de CAT-2

en zimogramas de catalasa. La actividad de uricasa mostrada en (D) proviene de un

fraccionamiento hecho a partir del micelio inducido con acido oléico.
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LA REGULACION DE LA EXPRESION DE LA CAT-2

La regulacion de la expresiéon de la CAT-2 durante el crecimiento

Estudiamos la regulacién de la expresién de la CAT-2 mediante hibridaciones de tipo Northern y
con zimogramas de actividad de catalasa. El ARNm cat-2 se detecté hibridando el ARN con
una sonda de 2.4 kb del ADNc cat-2 mientras que la actividad de la CAT-2 se identificd por su
movilidad electroforética. Se sabe que el oxigeno en singulete puede oxidar la CAT-2 y
consecuentemente generar isoformas con movilidad electroforética distinta (ver las figuras 19 B
y 21) (Lledias et al., 1998); sin embargo, la movilidad de estas isoformas no coincide con la de
las otras catalasas.

Durante el crecimiento del hongo en medio MV/sacarosa en cultivos liquidos, la actividad
de la CAT-2 aparece en la etapa del crecimiento estacionario (Fig. 18 B). No se detecto el
ARNmM cat-2 ni la actividad de la enzima en el micelio de la etapa de crecimiento exponencial (6-
18 h). Ambos aparecieron en la etapa de crecimiento pre-estacionario (24 h). La acumulacién
del transcrito cat-2 aumenté después y se mantuvo con niveles relativamente constantes hasta
la etapa tardia del crecimiento estacionario (Fig. 18 C). La actividad de la CAT-2 coincidi6é con
la acumulacion del transcrito durante el crecimiento, lo que sugiere que la regulacion de la CAT-

2 en estas condiciones ocurre principalmente a nivel transcripcional.
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Figura 18. Regulaciéon de la CAT-2 durante el crecimiento. N. crassa fue crecido en medio
MV/sacarosa liquido y se colectaron muestras a diferentes tiempos para obtener las proteinas
solubles y el ARN total. (A) Crecimiento del hongo, (B) zimograma de actividad de catalasa, (C)
hibridacion de tipo Northern. El zimograma de actividad fue cargado con 500 ug de proteina total.
El analisis de Northern se hibridé con una sonda del gen cat-2. (D) Se muestra el ARN ribosomal

(ARNr) tefido con bromuro de etidio como control de cargado.
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La regulacion de la CAT-2 durante diferentes condiciones de tensién

La actividad de la CAT-2 durante el crecimiento aumenté cuando se reemplazé la sacarosa por
fuentes de carbono cuyo metabolismo genera especies reactivas de oxigeno, como el metanol y
el acido urico. La enzima también se indujo cuando el hongo crecid en otros sustratos tales
como los acidos grasos (acido oléico), el etanol y el acetato. Esta induccién se observo tanto

en cultivos sélidos como en cultivos liquidos, aunque con diferentes niveles (Fig. 19 Ay B,

respectivamente).
A B
sacarosa
m. veget. m. aéreo acetato urato oleato etanol metanol acetato oleato urato etanol

Actividad de la CAT-2 Actividad de la CAT-2
C D
Privacion de Carbono Choque térmico 45°C
C 60 120 180h 30 60 90 120 150 180h
Actividad
de la CAT-2

ARNm cat-2 \ m-

Figura 19. Regulacion de la CAT-2 durante condiciones de estrés. (A) Zimograma de
actividad de catalasa (50 ug de proteina total) de micelio de N. crassa crecido en medio MV-agar
con sacarosa (micelio vegetativo, carril 1; micelio aéreo, carril 2), acetato, urato, oleato, etanol (5
dias) o con metanol (7 dias). (B) Zimograma de actividad de catalasa (150 ug de proteina total)
de micelio crecido hasta la etapa del crecimiento pre-estacionario en medio MV-liquido con
acetato, urato, oleato o etanol. Micelio del crecimiento exponencial transferido a medio MV sin
fuente de carbono (C) o a medio MV/sacarosa a 45°C (D). Se colectaron muestras del cultivo a
diferentes tiempos y se analizaron mediante zimogramas de actividad de catalasa e hibridaciones

de tipo Northern (como se describe en la Fig. 16 C).
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La privacion de carbono, per se, también indujo la CAT-2 aunque con menor intensidad.
Cuando el micelio de la etapa exponencial del crecimiento se transfirio a medio MV desprovisto
de fuente de carbono se observo la acumulacion del transcrito cat-2 y de la actividad de la
enzima después de 1 hora de la transferencia. La actividad aumenté moderadamente después
de 3 horas (Fig. 19 C). En cambio, no se observo induccién de la CAT-2 cuando el micelio se
privé de nitrégeno (no se muestra el experimento).

La condicién en la que mas fuertemente se indujo la CAT-2 fue después de un choque
térmico. Cuando el micelio en crecimiento exponencial crecido a 30°C fue transferido a 45°C se
observé una rapida induccion de la CAT-2. La acumulacion del ARNm cat-2 alcanzé sus
niveles maximos después de 30 minutos de la transferencia. Estos niveles se mantuvieron, con
un pequeno decremento, después de 3 horas y un patrén semejante se observo para la
actividad de la CAT-2 (Fig. 19 D).

La CAT-2 no se indujo con el estrés osmotico generado con altas concentraciones (1 -
1.2 M) de sorbitol o de NaCl, ni tampoco en las condiciones de tensién oxidativa que se generan
al crecer al hongo en presencia de paraquat (1 - 51 mM), un agente generador de O, (no se

muestran los experimentos).

La regulacion de la expresion de la CAT-2 durante el desarrollo asexual
Estudiamos la regulacién de la CAT-2 durante el desarrollo asexual del hongo. El proceso de
conidiacion se indujo al exponer al aire micelio de |la etapa del crecimiento exponencial crecido
en medio liquido. Las hifas que estan directamente expuestas al aire se adhieren durante los
primeros 40 minutos y a partir de éstas emergen las hifas aéreas (conidiéforos) alrededor de 2
horas después. Los conidiéforos continian creciendo hasta que en sus apices se forman los
conidios después de 9 horas. Se hicieron experimentos de este tipo y se colectaron y
analizaron muestras del hongo en diferentes tiempos. Se observé que el ARNm cat-2 se
comienza a acumular cuando las hifas aéreas se empiezan a formar (3 h de la exposicion al
aire) aunque a un nivel bajo. El nivel aument6 considerablemente antes de la aparicion de los
conidios (7 h) y se mantuvo durante la formacién de éstos (10 h) (Fig. 20 A). La actividad de la
CAT-2 se pudo detectar después de 7 h y coincidié con el aumento en la acumulacién del
ARNmMm; sin embargo, la actividad CAT-2 fue baja (comparar la cantidad de proteina cargada por
zimograma en las figuras 19 y 20).

Para simular las hifas del micelio que no entran en contacto con el aire y que no se
diferencian, se llevé a cabo un experimento que consistio en separar dos capas de micelio con

un papel filtro; la capa superior quedd expuesta al aire mientras que la inferior quedo aislada del
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aire por la capa superior. Mediante este sistema se observé que la induccién de la CAT-2 no
ocurre a menos que se induzca la conidiacion (Fig. 20 B, carril 1, micelio de 8 h no expuesto al
aire). Por otra parte, aislamos las estructuras celulares diferenciadas del proceso de
conidiacion (micelio adherido, micelio aéreo y conidios) y analizamos la presencia de la CAT-2 y
su transcrito en ellas (Fig.20 B). Mostramos que ambos, el ARNm y la enzima estuvieron
presentes tanto en el micelio aéreo como en los conidios, siendo mas abundantes en los

ultimos.

A

Actividad
de la CAT-2

ARNmMm cat-2

ARNr

Figura 20. Regulacion de la CAT-2 durante la
conidiacién. Micelio en crecimiento exponencial fue B

filtrado y expuesto al aire para inducir el proceso de

conidiacion. (A) Actividad de la CAT-2 y acumulacion Micelio  Micelio aéreo conidios
del ARNm cat-2 en el micelio colectado a diferentes 7h 9h

tiempos. El tiempo cero es el micelio sin filtrar. (B)
Actividad de la CAT-2 y acumulacion del ARNm cat-2 en

las diferentes estructuras del proceso de la conidiacion:

micelio que no estuvo expuesto al aire (8 h), micelio
aéreo (7 y 9 h) y conidios aislados (24 h). La CAT-2 se F F

analiz6 por zimogramas de catalasa (panel superior) y el

ARN por hibridaciones de tipo Northern (panel central)

con el ARNr como control de cargado (panel inferior). El

zimograma se cargo con 1200 ug de proteina por carril
en (A) y con 300 pg en (B).
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También observamos que la induccion de la CAT-2 durante la conidiacién ocurre de
manera dependiente de la temperatura. Cuando el experimento de induccion de la conidiacion
se llevd a cabo a 37°C (Fig. 21), la acumulacién del ARNm cat-2 ocurrié antes y fue evidente
incluso después de 30 min de exponer al aire el micelio. En estas condiciones, la actividad de
la enzima aparecio después de 4 h de la exposicién al aire. Nuevamente, la induccién de la
enzima fue dependiente del proceso de conidiacidon ya que no se observé acumulacion de la
enzima ni del ARNm cat-2 en el micelio control no expuesto al aire. Asi, el cambio de

temperatura a 37°C per se no es suficiente para inducir a la enzima (Fig. 21, carriles 1-4).

Micelio no expuesto Conidiacion (micelio expuesto al aire)

3.5 4 5 6h 10min 30 min 1h 2 3 3.5 4 5 6h

Figura 21. Regulacion de la CAT-2 durante la conidiacién a 37°C. Micelio en crecimiento
exponencial fue filtrado y expuesto al aire para inducir el proceso de conidiacion a 37°C.
Zimograma de actividad de catalasa (1200 ug de proteina por carril) (panel superior),
hibridaciones de tipo Northern (panel central) y ARNr (control de cargado, panel inferior). El

micelio control consistié en micelio no expuesto al aire (carriles 1 - 4).

La regulacion de la expresiéon de la CAT-2 durante el desarrollo sexual

Para estudiar la regulacion de la CAT-2 durante el desarrollo sexual, se inocularon cajas de
cultivo con medio SC y después de 6 dias de crecimiento se fertilizaron con conidios de una
cepa del sexo opuesto. Se colectaron los cuerpos fructiferos a diferentes tiempos, asi como
muestras de micelio vegetativo (18 h) y de conidios. Se obtuvieron las proteinas totales, se
obtuvo la CAT-2 con (NH,4).SO, y su actividad se analizé en zimogramas de catalasa. La CAT-2
estuvo presente tanto en los peritecios jévenes (de 2 dias post-fertilizacion) como en los
peritecios maduros (10 dias post-fertilizacion) en niveles comparables con los de los conidios
(Fig. 22 B).

48



Asimismo, se observo que ambas catalasas monofuncionales grandes (CAT-1 y CAT-3)
estuvieron presentes en los peritecios maduros y que la CAT-1 es la principal actividad de
catalasa de los peritecios jovenes (Fig. 22 B). Ya que la CAT-2 se regula durante el ciclo sexual
del hongo, evaluamos la regulacion de la CAT-2 durante el crecimiento (Fig. 22 C) y el
desarrollo asexual (no se muestra) en las cepas de los dos sexos (A y a), asi como en mutantes
de los genes que controlan la reproduccion sexual (mat A-1, A-2, A-3y mat a-1). No se
encontré diferencia alguna en la regulacion de la CAT-2 entre las cepas de los dos sexos, ni en

las cepas mutantes de los genes mat (Fig. 22 C).
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Figura 22. Regulacién de la CAT-2 durante el desarrollo sexual. Micelio de 6 dias fue fertilizado y
después se colectaron los peritecios inmaduros (después de 2 dias) y maduros (después de 10 dias).
Se obtuvieron las proteinas totales de los peritecios, asi como de conidios y de micelio vegetativo de
18 h. (A) Zimograma de catalasa en un gel después de obtener la CAT-2 (a partir de 300 ug de
proteina total) con (NH4),SO,. (B) Zimograma de catalasa en un gel después de una electroforesis de
dos dimensiones con proteinas (50 ug por gel) de peritecios inmaduros (panel superior) y maduros
(panel inferior). (C) Las cepas silvestres de ambos sexos y las cepas mutantes en los genes mat se
crecieron en medio MV/sacarosa-liquido y la actividad de la CAT-2 se analizé en diferentes tiempos

mediante zimogramas de catalasa (600 pg de proteina por carril).
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LA FISIOLOGIA DE N. crassa EN AUSENCIA DE LA CAT-2

La generacion de las cepas carentes de CAT-2

Para obtener las cepas mutantes del hongo carentes de CAT-2, se empleo el sistema de
silenciamiento de genes de N. crassa conocido como RIP (del inglés Repeat-induced point
mutation). En este proceso las secuencias del ADN que se encuentran duplicadas en el
genoma del hongo son mutadas durante la reproduccion sexual debido a la generacién de
transiciones G - A o C — T. Las mutaciones mas frecuentes ocurren en las citosinas de los
dinucledtidos CpA y se ha observado ademas que las citosinas que no son mutadas pueden ser
metiladas. Como consecuencia de este proceso se generan muchas mutaciones que
introducen codones de terminacién o alteran la especificacion de los aminoacidos; de manera
que el RIP es un sistema irreversible de silenciamiento de genes (Selker, 1997).

El plasmido pCP2 circular fue usado para transformar la cepa his-3" (FGSC 6103) y
dirigir la integracion ectopica de una copia del ADNc cat-2 al cromosoma | de manera adyacente
al locus his-3. El evento de integracion esperado se muestra en la figura 23 A. Las
transformantes protétrofas de histidina fueron recuperadas y analizadas por hibridacion de tipo
Southern. La cepa de N. crassa pcp2-15 mostré el patrén esperado que consistié en 2 copias
del gen cat-2 que fueron evidentes después de hibridar el ADN digerido con EcoRI o Sall con la
sonda cat-2. Una de ellas correspondiente al gen cat-2 silvestre (fragmento mayor de 9 kb) y la
segunda a la integracién ectépica (fragmento EcoRI de 2.4 kb 6 Sall de =8 kb) (Fig. 23 B y C).
Asimismo, debido a que esperabamos la integracion del plasmido pCP2 completo, podiamos
esperar también dos copias del gen his-3. En concordancia, la hibridacién del ADN digerido con
ambas enzimas con la sonda his-3 mostré ambas copias del gen, la copia silvestre y la copia
proveniente del plasmido pCP2 (un fragmento Sall de =1.5 kb 6 EcoRI de =8 kb) (Fig. 23 Dy E).
Debido a que la transformacion con el plasmido pCP2 se llevé a cabo con conidios, que son
células multinucleadas, para asegurar el estado homocarionte de la cepa pcp2-15 se realizaron
3 resiembras a partir de una colonia aislada, después de las cuales se analizé su ADN
nuevamente con una hibridacion de tipo Southern con las enzimas EcoRl, Sall y Sspl (Fig. 23
F). La cepa pcp2-15 fue cruzada por una cepa silvestre y de su descendencia se seleccionaron
las cepas protétrofas de histidina (cepas cat-27"). Se analizé la actividad de catalasa de la
CAT-2 mediante zimogramas de actividad y se observo que de las 78 cepas recuperadas el

28% perdi6 la actividad de CAT-2. En la figura 24 A se muestra un zimograma representativo.
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Figura 23. Integracion ectopica de un fragmento del gen cat-2 en el cromosoma-|l de N. crassa. La
cepa his-3" (6103) fue transformada con el plasmido pCP-2 circular. (A) Esquema del evento de
integracion esperado y de las sondas utilizadas. (B-E) hibridacién tipo Southern del ADN de las cepas
transformadas (cepas pcp2-13 a 16) y de la cepa 6103 (carril ¢). (B) ADN digerido con EcoRI e hibridado
con la sonda del gen cat-2, (C) digerido con Sall e hibridado con la sonda del gen cat-2, (D) digerido con
EcoRI e hibridado con la sonda del gen his-3 y (E) digerido con Sall e hibridado con la sonda del gen his-
3. (F) La cepa que mostro el patron esperado pcp2-15 se recuperd en estado homocarionte y su ADN se
digirié con las enzimas EcoRlI, Sall y Sspl y se hibrido con la sonda cat-2. Los marcadores de peso
molecular se muestran en orden descendente 4,000, 3,000, 2,000 y 1,650 pb (B-F, lineas de la izquierda).
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Cepas cat-2"" Wt Wt Cepas cat-2""
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Figura 24. Caracterizacion de las cepas mutantes cat-2~"

. (A) La cepa pcp2-15 fue cruzada
con una cepa silvestre (Wt) y se analiz6 la actividad de la CAT-2 de la descendencia mediante un
zimograma de catalasa. Las cepas sin actividad de catalasa se hicieron crecer en metanol y se
analiz6 la acumulacion del ARNm cat-2 y las actividades de la CAT-2. (B) Hibridacién de tipo
Northern. (C) Zimograma de catalasa. (D) Zimograma de peroxidasa (con dianisidina y H,0,).
(E) EI ADN de las cepas cat-27" digerido con EcoRlI fue analizado con una hidridacion de tipo
Southern con la sonda cat-2. Se compara el patrén de hibridacion con el de una cepa silvestre

(Wt) y la transformante pcp2-15.
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Se seleccionaron 8 de las cepas que perdieron por completo la actividad de catalasa de
la CAT-2 y se caracterizaron con mas detalle. Se evalud la ausencia de la actividad de la CAT-
2 en las diferentes condiciones en las que se induce la enzima, tales como la conidiacion, el
crecimiento estacionario y en metanol (Fig. 24 C, se muestra la actividad de catalasa de las
cepas que crecieron en metanol). En todas las condiciones evaluadas las cepas carecieron por
completo de la actividad de la CAT-2. Asimismo se evalué la actividad de peroxidasa de estas
cepas en zimogramas de actividad con o-dianisidina y se observé que todas ellas perdieron
también la actividad de peroxidasa (Fig. 24 D). También intentamos evaluar la presencia de la
proteina CAT-2 mediante inmunodetecciones de tipo Western; sin embargo, esto no fue posible
debido a la poca especificidad de nuestros anticuerpos.

Evaluamos la acumulacién del transcrito cat-2 por hibridaciones de tipo Northern. La
mayoria de las cepas mutantes no acumulé el ARNm del gen cat-2. Asi, en estas cepas, la falta
de actividad de CAT-2 se debe a la ausencia del transcrito y de la proteina (Fig. 24 B, muestra
la acumulacion del transcrito en 5 cepas).

Por otra parte, nos asegurarnos de que después de la cruza sélo la secuencia
cromosomal mutada del gen cat-2 estuviese presente en las cepas cat-2"". Para ello,
determinamos la presencia de la integracion ectopica de cat-2 junto al locus his-3 mediante una
hibridacién de tipo Southern. EI ADN de las cepas cat-2"" fue digerido con EcoRlI e hibridado
con la sonda cat-2 (Fig. 24 E). En ninguna de las cepas analizadas se encontr6 la secuencia
ectdpica del gen cat-2, lo que sugirié que todas ellas son silvestres para el locus his-3.

También se determiné el patrén de segregacién de la CAT-2 en cruzas sexuales. Asi,

se seleccionaron al azar cuatro de las cepas caracterizadas (cat-2R'"% RIP8. RIP12y RIP39)

y se
cruzaron con la cepa silvestre. Se observé que entre el 40 y el 55% (42, 40, 50 y 55%
respectivamente) de la descendencia carecié de la actividad de la CAT-2, lo que sugirié una

segregacion 1:1 para todas ellas (en la Fig. 25 se muestra un gel representativo).

cat-2""¥ x Wit
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Actividad de la CAT-2 cat-2° 55%
cat-2" 45%
Figura 25. Segregacion del fenotipo CAT-2" de una cepa mutante cat-2"". La cepa cat-2""*°
fue cruzada con una cepa silvestre y de su descendencia se recuperaron al azar 20 colonias.
Estas fueron crecidas hasta la etapa estacionaria del crecimiento y la actividad de la CAT-2 se

analizé en zimogramas de catalasa.
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Finalmente, seleccionamos tres de las cepas que carecieron del ARNm cat-2 (cat-2R'""?

RIP3.RIP12) " clonamos el gen cat-2 y secuenciamos una porcién de su extremo 5’ (Fig. 26 A).
Como esperabamos, en las tres secuencias determinadas se encontraron numerosas
mutaciones caracteristicas del proceso de RIP, siendo algunas de ellas especificas de una cepa
mientras que otras estuvieron presentes en las tres secuencias. Todas las mutaciones
observadas fueron transiciones y la mayor parte de ellas resulté en mutaciones de terminacion
o de aminoacido (Fig. 26 B). La primera mutacion de terminacion resulté de una transiciéon
(G—A) en el codoén de un triptofano (Trp 118) que resulté en un codén de terminacion (TGG—
TAG) y estuvo presente en las tres secuencias determinadas. Nuestros resultados demuestran
que la ausencia de la actividad CAT-2 se debe a las mutaciones generadas en su gen durante
el proceso de RIP e indican la ausencia de la proteina CAT-2 en las cepas cat-2%"% RIP3yRiIP12.
La falta del ARNm cat-2 en estas cepas se puede explicar por la induccion del proceso de
degradacién del ARNm debida a la mutacion de terminacion (NMD por sus siglas en inglés,
Nonsense-mediated mRNA decay) por la presencia de un codén de terminacion prematuro

(Gonzalez et al., 2001).

La caracterizacion de las cepas carentes de CAT-2

Para estudiar la fisiologia de las cepas mutantes sin CAT-2, seleccionamos al azar cepas de

RIP2 RIP12
2 2

ambos sexos de la progenie (F2 y F3) de las mutantes cat- y cat- . Se encontré que el

fenotipo de estas cepas tenia diferencias importantes con respecto a la cepa silvestre
relacionadas con el desarrollo sexual y la tolerancia al estrés. Sin embargo, demostramos que
este fenotipo no fue consecuencia de la mutacién del gen cat-2. En adelante, a estas cepas se

les denominara cat-2R'"PF2

y la descripcion de su fenotipo se muestra en el apéndice 3. Fuimos
capaces de obtener, mediante cruzas sexuales, algunas cepas de N. crassa mutantes para el
gen cat-2 (cat-2"") pero que no presentaron el fenotipo anteriormente mencionado, que fue
debido, presumiblemente, a otra mutacién. Analizamos la progenie (F5) de una de estas cepas

RIP12
2

(derivada de la cepa cat- ) y observamos que todas ellas fueron silvestres con respecto

este fenotipo. De esta progenie seleccionamos cepas de ambos sexos (cat-27"*" Ay cat-
2RIP128 3) y éstas se caracterizaron nuevamente, haciendo particular énfasis en las diferencias

encontradas con anterioridad.
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A cat-2 ATGTCCGAGTGCCCCGTCCGCAAGTCCAACGTCGGCGGTGGTGGCACCAGGAACCACGACTGGTGGCCCGCCCAGCTTAG 80

cat-2%""? ATGTCCGAGTGCCCCGTCCGCAAGTCCAACGTCGGCGGTGGTGGCACCAGGAACCACGACTGGTGGCCCGCCCAGCTTAG 80
cat-2""® ATGTCCGAGTGCCCCGTCCGCAAGTCCAACGTCGGCGGTGGTGGCACCAGGAACCACGACTGGTGGCCCGCCCAGCTTAG 8o
cat-2RF2 ATGTACGAGCGCCCCGNACGCAAGTCCAACGTCGGCGGTGGTGGCACCAGGAACCACGACTGGTGGCCCGCCCAGCTTAG g

cat-2  GCTCAACATCCTCCGCCAACATACCCCCGTCTCCAACCCCCTCGACAAAGACTTCGACTATGCCGCTGCCTTCAAGAGCC 160
cat-2""? GCTCAACATCCTCCGCCAACATACCCCCGTCTCCAACCCCCTCGACAAAGACTTCGACTATGCCGCTGCCTTCAAGAGCC 160
cat-2R"™ GCTCAACATCCTCCGCCAACATACCCCCGTCTCCAACCCCCTCGACAAAGACTTCGACTATGCCGCTGCCTTCAAGAGCC 160
cat-2RP12 GCTCAACATCCTCCGCCAACATACCCCCGTCTCCAACCCCCTCGACAAAGACTTCGACTATGCCGCTGCCTTCAAGAGCC 160

cat-2 TCGACTACGAAGGCCTCAAGAAGGACCTCACTAAACTCATGACCGACTCGCAAGACTGGTGGCCTGCTGATTTCGGCCAC 240
cat-2""? TCGACTACGAAGGCCTCAAGAAGGACCTCACTAAACTCATGACCGACTCGCAAGACTGGTGGCCTGCTGATTTCGGCCAC 240
cat-2"" TCGACTACGAAGGCCTCAAGAAGGACCTCACTAAACTCATGACCGACTCGCAAGACTGGTGGCCTGCTGATTTCGGCCAC 240
cat-2"P*2 TCGACTACGAAGGCCTCAAGAAGGACCTCACTAAACTCATGACCGACTCGCAAGACTGGTGGCCTGCTGATTTCGGCCAC 240

cat-2 TATGGCGGTCTCTTCATCCGCATGGCATGGCACAGCGCCGGCACCTACCGTGTCACGGATGGCCGTGGAGGCGGTGGTGA 320
cat-2""? TATGGCGGTCTCTTCATCCGTATGGCATGGCACAGCGCCGGCACCTACCGTATCACGGATGGCCGTAGAGGCGGTAGTAA 320
cat-2R™ TATGGCGGTCTCTTCATCCGCATGGCATGGCACAGCGCCGGCACCTACCGTGTCACGGATGGCCGTAGAGGCGGTGGTGA 320
cat-2R™2 TATGGCGGTCTCTTCATCCGTATGGCATGGCACAGCGCCGGCACCTACCGTATCACGGATGGCCGTAGAGGCGGTAGTAA 320

cat-2 GGGTCAGCAGCGTTTTGCTCCTCTCAACAGCTGGCCCGACAACGTCTCTCTCGACAAGGCCCGTCGTCTCCTGTGGCCCA 400
cat-2"""? GGGTCAGCAGCATTTTGCTCCTCTCAATAGCTAGCCCGACAACGTCTCTCTTAATAAGGCCCGTCGTCTCCTATAGCCCA 400
cat-2"" GGGTCAGCAACGTTTTACTCCTCTCAATAGCTAGCCCGACAACGTCTTTCTCGACAAAGCCCGTCGTCTCCTGTAGCCCA 400
cat-2"P*2 GGGTCAGCAGCATTTTGCTCCTCTCAATAGCTAGCCCGACAACGTCTCTCTTAATAAGGCCCGTCGTCTCCTATAGCCCA 400

cat-2 TCAAGCAAAAGTACGGCAACAAGATCTCGTGGTCCGACCTGCTCCTTCTAACCGGTAACGTTGCGCTCGAGTCCATGGGC 480
cat-2""2 TCAAACAAAAGTACAGCAACAAAATCTCGTAGTCCGACTTACTCCTTCTAACTAGTAACGTTACGCTCGAGTCTATAGGC 480
cat-2R"® TCAAGTAAAAGTACGGCAATAAGATCTCGTAGTCCGACCTGCTCCTTCTAACCGGTAACGTTACGTTCGAATCCATAGGC 480
cat-2%""*2 TCAAACAAAAGTACAGCAACAAAATCTCGTAGTCCGACTTACTCCTTCTAACTAGTAACGTTACGCTCGAGTCTATAGGC 480

cat-2 TTCAAGACCTTTGGCTTTGCCGGTGGCCGTCCCGACACCTGGGAGGCTGACGAGTCTGTATACTGGGGTGCTGAGACCAC 560
cat-2"" TTTAAGACCTTTGGCTTTACCGGTAGCCGTCTTGATACTTAGGAGGTTGACGAGTTTGTGTATTAGGGTATTGAAACTAT 560
cat-2%""® TTCAAGACCTTTGGCTTTGCCGGTAGCCGTCCCAACACCTAGGAGGCTAACAAGTCTATATACTGGGGTGCTGAGACTAC 560
cat-2RP2 TTTAAGACCTTTGGCTTTACCGGTAGCCGTCTTGATACTTAGGAGGTTGACGAGTTTGTGTATTAGGGTATTGAAACTAT 560

cat-2 ATGGTTGGGTAACGAGGACCGTTACTCCGAGGGTCAGGAAGGCCACGAAGGACATGGTGTCGTCCAAGGTGACGAGTCCA 640
cat-2""2 ATGGTTGGGTAACGAGGACCGTTACTCCGAGGGTTAGGAAGGCTACGAAGGATATAGTATTATTTAAGGTGACGAGTTTA 640
cat-2""® ATGGTTGGGTAACGAGGACCGTTACTCCGAGGGTTAGGAAGGCTACGAAGGATATAGTGTCGTCCAAAGTAACAAGTCCA 640
cat-2"F*2 ATGGTTGGGTAACGAGGACCGTTACTCCGAGGGTTAGGAAGGCTACGAAGGATATAGTATTATTTAAGGTGACGAGTTTA 640

cat-2 AGAAACAGCACACGGACATCCACAACC-GTGATCTGCAAAGCCCCCTTGCCTCCTCCCATATGGGCCTTATCTACGTCAA 719
cat-2f"? AGAAATAGTATACGGATATTTATAACC-GTAATTTGTAAAGCCCCTTTACCTCCTCCTATATAGGCCTTATTTACGTTAA 719
cat-2%""® AGAAATAGCATACGGACATCCACAACC-GTAATCTATAAAGCCCCCTTGCCTCCTCCTATATAGGCTTTATCTACGTTAA 719
cat-2"P*2 AGAAATAGTATACGGATATTTATAACCCGTAATTTGTAAAGCCCCTTTACCTCCTCCTATATAGGCCTTATTTACGTTAA 720

cat-2 MSECPVRKSNVGGGGTRNHDWWPAQLRLN I LRQHTPVSNPLDKDFDYAAAFKSLDYEGLKKDLTKLMTDSQDWWPADFGH 80
cat-2""? MSECPVRKSNVGGGGTRNHDWWPAQLRLN I LRQHTPVSNPLDKDFDYAAAFKSLDYEGLKKDLTKLMTDSQDWWPADFGH 80
cat-28"° MSECPVRKSNVGGGGTRNHDWWPAQLRLN I LRQHTPVSNPLDKDFDYAAAFKSLDYEGLKKDLTKLMTDSQDWWPADFGH 80
CaPZMMZMYERPXRKSNVGGGGTRNHDWWPAQLRLNILRQHTPVSNPLDKDFDYAAAFKSLDYEGLKKDLTKLMTDSQDWWPADFGF 80

cat-2 YGGLFIRMAWHSAGTYRVTDGRGGGGEGQQRFAPLNSIWPDNVSLDKARRLLWP IKOKYGNKISWSDLLLLTGNVALESMG 160
cat-2""> YGGLF IRMAWHSAGTYRI TDGRRGGSKGQQHFAPLNS*PDNVSLNKARRLL*P IKQKYSNKIS*SDLLLLTSNVTLESIG 160
cat-2"" YGGLFIRMAWHSAGTYRVTDGRRGGGEGQQRF TPLNS*PDNVFLDKARRLL*PIK*KYGNK I S*SDLLLLTGNVTFESIG 160
cat-28"" YGGLF IRMAWHSAGTYRI TDGRRGGSKGQQHFAPLNS*PDNVSLNKARRLL*P IKOKYSNK 1 S*SDLLLLTSNVTLESIG 160

cat-2  FKTFGFAGGRFPDTWEADESVYWGAET TWLGNEDRYSEGQEGHEGHGVVQGDESKKQHTDIHNRDLQSPLASSHMGL IYVN 240
cat-2®"? FKTFGFTGSRLDT*EVDEFVY*GIET IWLGNEDRYSEG*EGYEGYS 1 I*GDEFKK*YTDIYNRNL*SPFTSSYIGLIYVN 240
cat-2R"™ FKTFGFAGSRPNT*EANKS 1 YWGAET TWLGNEDRYSEG*EGYEGYSVVQSNKSKK*HTDIHNRNL*SPLASSY IGFI1YVN 240
cat-2""2 FKTFGFTGSRLDT*EVDEFVY*GIET IWLGNEDRYSEG*EGYEGYS I I*GDEFKK*YTDIYN *FVKPLYLLLYRPYLR* 240

Figura 26. Secuenciacion del gen cat-2 de cepas mutantes cat-2%"

. (A) El gen cat-2 de las
cepas cat-27""* % ? fue amplificado por PCR, clonado y la secuencia de nucleétidos de una porcidn
de su extremo 5’ fue determinada (s6lo se muestran los primeros 720 pb). (B) Secuencia de
aminoacidos predecible de dichos genes (s6lo se muestran los primeros 240 aminoéacidos). Se

indican los codones de terminacién (*) y las posiciones idénticas en las 4 secuencias (amarillo).
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El crecimiento de las cepas cat-28"

Se evalud el crecimiento de las cepas cat-2"'"" en medio MV liquido y sélido con distintas
concentraciones de sacarosa o glucosa (0.05-1.5%) como fuente de carbono. Asimismo, se
evaluo el crecimiento de estas cepas en los sustratos en que se observé una fuerte induccion
de la CAT-2, tales como el acido oléico (1 — 6 mM), el acido urico (10 — 20 mM), el metanol (2 -
4%), el acetato (20 — 40 mM), el etanol (2 - 4%) y el glicerol (2-3%), asi como en medios en los
que se remplazo la fuente de nitrégeno (NH4NO3) por KNO3; (10 mM) o por acido urico (5 mM)
(con glucosa, sacarosa o acido oléico como fuente de carbono). En ninguna de las condiciones
evaluadas se encontré diferencia significativa entre el crecimiento de las cepas, ni se
encontraron diferencias con respecto a la morfologia de las hifas, ni a los patrones de
ramificacion del micelio (Fig. 28, sélo se muestra la morfologia de la cepa cat-2"" durante el

crecimiento estacionario).

Las cepas cat-2""y el estrés

Debido a la dualidad funcional de la CAT-2, estudiamos la sensibilidad de las cepas cat-2%"
ante el H,0O, y ante un perdxido organico, el tert-butil hidroperéxido (butilperéxido). Evaluamos
la supervivencia de las esporas (conidios) y de las células en crecimiento (conidios germinados
durante 5 horas) ante diferentes concentraciones de los hidroperéxidos (durante 30 y 60
minutos) y observamos que la sensibilidad de la cepa mutante sin CAT-2 fue la misma que la
de la cepa silvestre en todos los casos (Tabla 5). Por otra parte, se ha demostrado que las
catalasa-peroxidasas también poseen actividad de peroxinitritasa (Wengenack et al., 1999) por
lo que son capaces de contender con especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Un sistema
que se ha empleado comunmente para generar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
consiste en provocar la protonacién del nitrito en pH acido. Esto genera HNO, que es capaz de
dismutar y reacionar con el O, y el O," para formar especies como el NO', NO,, NO3, N,O3,
N,O, y el ONOO™ (ONOOH). Asi, evaluamos el crecimiento de la cepa cat-2%"
medio MV/sacarosa con NaNO; (5 —10 mM) con pH acido (pH 5.0 y 5.5) y pH 7.0 (control). La

sensibilidad de las cepas mutantes sin CAT-2 ante estos tratamientos fue la misma que la de la

en cajas de

cepa silvestre (no se muestra).

El crecimiento de las cepas cat-2R'"

en medio MV/sacarosa-agar (1.5%) no se vio
afectado, con respecto al de las cepas silvestres, por la temperatura en un intervalo de 30 -
42°C. Tampoco se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de las cepas en este

intervalo de temperatura cuando la fuente de carbono se remplazé por glucosa (0.05-1.5%),
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acido oléico (6 mM) o metanol (4%), ni cuando se empled nitrato (KNO3, 10 mM) o acido urico
(5 mM) como Unica fuente de nitrégeno (no se muestra).

También se evalué el efecto de un choque térmico (de 30 6 60 minutos) en la viabilidad
de los conidios y de las células del hongo en crecimiento. Los conidios de ambas cepas fueron
sometidos a un choque de calor de 50°C, o fueron germinados durante 5 horas y después
incubados a una temperatura letal (48°C). Se determiné el porcentaje de supervivencia en
funcion de los experimentos control mantenidos a 30°C. No se observaron diferencias
significativas en la viabilidad de las dos cepas (Tabla 5).

Finalmente, evaluamos la sensibilidad de la cepa mutante ante las condiciones de estrés
osmoético generadas con concentraciones elevadas de NaCl o sorbitol (1 - 1.2 M). Tampoco se

encontraron diferencias ante estos tratamientos (no se muestra).

Tabla 5. Efecto de los hidroperéxidos y del choque de calor

en la supervivencia de las cepas cat-2"" y silvestre de N. crassa

Tratamiento Tiempo Células® % Sobrevida®
(min) Wit cat-27"

t-BOOH, 0.5 mM 30 CG 93 100
t-BOOH, 1.0 mM 30 CG 77 71
t-BOOH, 1.0 mM 60 CG 67 70
H,0,, 1.0 mM 30 CG 100 100
H,0,, 10 mM 30 CG 71 70
H,0,, 10 mM 60 CG 60 62
48°C 30 CG 56 65
48°C 60 CG 10 15
t-BOOH, 2.0 mM 30 C 12 11
t-BOOH, 2.0 mM 60 C 5 3
H,0,, 20 mM 30 C 100 100
H,0,, 20 mM 60 Cc 100 94
50°C 30 C 26 17
50°C 60 C 12 12

' CG, conidios germinados; C, conidios.
2Con respecto a las células control mantenidas a 30°C o sin perdxidos. En todos los casos la

desviacion estandar fue menor o cercana al 15%.
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La conidiacion de las cepas cat-2~"

Estudiamos con detalle el proceso de conidiacion de las cepas cat-2%". Para ello, se evalué la
formacion del micelio aéreo y de los conidios en las cepas mutantes y silvestres de ambos
sexos (A y a) mediante diferentes estrategias. En primera instancia, se evalué la conidiacion
inducida a partir de un micelio en diferentes etapas del crecimiento. Se filtré el micelio de la
etapa del crecimiento exponencial (16 h), estacionario (3 dias) o estacionario tardio (4-5 dias) y
se expuso al aire. Se determiné la masa del micelio aéreo y el nimero de conidios formados
por ambas cepas después de 24 horas. No se encontraron diferencias significativas en ninguna
de las condiciones evaluadas (Fig. 27 A y B, s6lo se muestra la induccion de la conidiacién del

micelio en crecimiento exponencial).
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Figura 27. Laformacién de macroconidios en la cepa cat-2""

RIP

. Micelio del crecimiento
exponencial de las cepas cat-2™" y silvestre fue filtrado y expuesto al aire y después de 24 h
se determino la biomasa aérea y el numero de conidios formados. Por otra parte, se coloco
un portaobjetos en el micelio de un cultivo estatico y se determiné la longitud del micelio
aéreo y la morfologia de las hifas aéreas. (A) Micelio expuesto al aire por 24 h. (B) Peso
seco del micelio aéreo y numero de conidios producidos después de 24 h.

(C) Ramificaciones del micelio aéreo. D) Longitud del micelio aéreo.
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También se evalué el desarrollo de los conidiéforos en la interfase (aire-liquido) de
cultivos estaticos. Tampoco se observaron diferencias en la morfologia de las hifas aéreas o en
su patrén de ramificacion (Fig. 27 C), ni en su crecimiento (Fig. 27 D) o en el tiempo de la
formacion de los conidios (no se muestra). A pesar de la regulacion que existe de la CAT-2 por
la temperatura durante la conidiacion, tampoco se observaron diferencias cuando los
experimentos se llevaron a cabo a diferentes temperaturas (no se muestra).

La formacion de los conidios en N. crassa también se puede inducir en cultivos liquidos
después de privar de carbono o de nitrégeno al hongo (Muller y Russo, 1989). Este proceso
también ocurre en la etapa del crecimiento estacionario, en donde se induce la CAT-2. Durante
esta etapa, en el apice de las hifas es posible observar cadenas conidiales semejantes a los
conidiéforos aéreos (Fig. 28 A). Asimismo, es posible observar septos que fragmentan el
micelio en estructuras semejantes a los artroconidios (Fig. 28 B). Sin embargo, ninguno de
estos dos eventos tiene como resultado la formacién de esporas libres, sino que las esporas se
liberan en cumulos formados por varias células (Fig. 29 C-D). Estas esporas, ademas, son de
mayor dimension que los macroconidios que se forman en el aire y presentan muchas vacuolas
(Fig. 28 Ay B). Debido a estas diferencias y a que el proceso ha sido muy poco estudiado,
determinamos si la formacion de estas estructuras depende de los genes que regulan la
macroconidiacion del hongo. Para ello, evaluamos el desarrollo de las cepas mutantes acon-2,
acon-3 y fl (fluffy) en cultivos liquidos. El desarrollo de estas cepas esta bloqueado en un
evento anterior a la formacion de las constricciones menores (acon-2) o mayores (fl y acon-3)
de los conidioforos, de manera que nunca se forman macroconidios. Observamos que ninguna
de las cepas formo conidios en los cultivos liquidos. Ademas, en los cultivos de las cepas acon-
3y fl (Fig. 28 C y D) fue posible observar hifas con constricciones menores semejantes a los
conidiéforos caracteristicos de las fases aéreas de estas cepas. Este resultado sugiere que las
estructuras formadas en medio liquido son macroconidios.

La formacion de los macroconidios en los cultivos liquidos comenzé al tercer dia de
crecimiento (Fig. 28 Ay B). El nUmero de esporas que formaron las cepas silvestre y la
mutante cat-2"'" durante este dia fue semejante, asi como el nimero de células en el que se
fragmenté cada segmento (3.3 - 3.5 células/segmento). Sin embargo, en la etapa tardia del
crecimiento estacionario (4-5 dias) la cepa cat-27'F formé mas conidios que la cepa silvestre
(Fig. 29 A, se muestra para las cepas mutantes cat-2"'"" de ambos sexos). La diferencia en el
numero de conidios que formaron estas cepas se increment6 al utilizar como fuente de carbono

el acido oléico en presencia de bajas concentraciones de sacarosa (Fig. 29 B-D).
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Figura 28. Laformacion de los conidios en medio liquido durante la etapa del crecimiento

estacionario. Cultivos de diferentes cepas en la etapa estacionaria del crecimiento se analizaron bajo el

microscopio. (A) Imagen de la formacion de los blastoconidios en la cepa cat-27"

RIP

. (B) Formacién de los
artroconidios en la cepa cat-2" . (C) Conidiéforos con constricciones menores formados por la cepa fl y
(D) por la cepa acon-3. (E) Imagen de la formacion de los septos y las vacuolas en las hifas de la cepa

cat-2""

. (F) Viabilidad de las hifas de la cepa cat-2%" con azul de tripano. Las flechas muestran las

constricciones mayores que delimitan los blastoconidios (A), los septos que delimitan los artroconidios (B),
las constricciones menores en que esta bloqueado el desarrollo de las cepas fl (C) y acon-3 (D), los septos
y las vacuolas de las hifas (E, punta abierta y cerrada, respectivamente) y las células muertas tefiidas con

azul de tripano (F). El desarrollo de la cepa cat-2%" fue indistinguible del de la cepa silvestre.
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Figura 29. La formacién de conidios en medio liquido por la cepa cat-2"". (A) Las cepas

cat-2"" y silvestre se crecieron en medio MV/sacarosa y se cuantifico el nimero de conidios
libres a diferentes tiempos. (B) Numero de conidios libres formados en la etapa estacionaria del
crecimiento en medio MV/sacarosa-oleato. (C-D) Imagenes de los conidios fromados por las
cepas silvestre y cat-27" en medio MV/sacarosa (0.2%) - oleato (0.5%).

Al mismo tiempo que se forman los conidios durante la etapa del crecimiento
estacionario, el micelio muestra signos de autofagia, como es la formacién profusa de vacuolas
y de septos que delimitan las células viables de los segmentos de las hifas que se mueren. Sin
embargo, no se observaron diferencias en la abundancia o en la distribucion ni de las vacuolas
ni de los septos formados por las cepas silvestre y cat-2"" (Fig. 28 E). Tampoco encontramos
diferencias al evaluar la viabilidad de las hifas con colorantes vitales como el azul de tripano y el

azul de metileno (Fig. 28 F).
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La formacion de peritecios durante el desarrollo sexual de las cepas cat-2""

Estudiamos la participacién de la CAT-2 en el desarrollo sexual del hongo. Las cepas cat-2""
de ambos sexos fueron fértiles como receptoras (cepas femeninas) y donadoras (masculinas),
tanto en cruzas homacigas como heterécigas. No se observaron alteraciones morfoldgicas ni
de los peritecios ni de las ascosporas en las cepas mutantes y las ascosporas fueron viables y
germinaron con la misma frecuencia que las silvestres.

Para seqguir el proceso de reproduccion sexual con mas detalle, se inocularon conidios
de las cepas silvestre y cat-2"'" en cajas con medio SC. Los conidios fueron plaqueados o
inoculados por punto para obtener colonias concéntricas. Las colonias fueron fertilizadas
después de 6 dias de crecimiento con una suspension de conidios del sexo opuesto, ya sea
cubriendo toda la colonia de forma homogénea, o bien, con gotas de 10 ul en areas definidas
de las colonias. Se analiz6 el desarrollo de los cuerpos fructiferos en el transcurso de los
siguientes 8 dias, asi como en las diferentes regiones de las colonias concéntricas. No se
encontraron diferencias en el niumero de los peritecios formados por ambas cepas durante el
desarrollo sexual. Tampoco se observaron diferencias en el momento de su formacién ni en su
distribucion a lo largo de las colonias concéntricas (Fig. 30 A y B). También estudiamos la
formacion de los peritecios mediante experimentos de confrontacion de las distintas cepas.
Para ello, las cepas de ambos sexos se inocularon en los extremos de cajas de petri con medio
SC y se evalué la formacién de los peritecios en la zona de contacto entre las dos cepas.
Tampoco encontramos diferencias en los cuerpos fructiferos que se formaron con respecto a la
cepa silvestre ni en cruzas homaécigas ni heterécigas (no se muestra).

Asimismo, estudiamos la participacién de la CAT-2 en la formacion de los
protoperitecios. Los protoperitecios se pudieron detectar en ambas cepas después de 5 dias de
crecimiento y fueron evidentes después de los 6 dias. No se observaron diferencias
importantes en su ndmero ni en su tamano (Fig. 30 Ay C; Fig. 31 Ay B). De igual forma,
evaluamos la formacion de los protoperitecios a lo largo de diferentes regiones de colonias
concéntricas inoculadas por punto. El niumero de peritecios formados después de 6 dias y su
distribucion fue semejante para ambas cepas (Fig. 30 C y D). Ademas se evalud la formacion
de las especies reactivas del oxigeno durante el desarrollo de los protoperitecios y la
participacién de la CAT-2 en este evento. La formacién de las especies reactivas del oxigeno
se examin6é mediante el diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (H,DCFDA). Este compuesto
es permeable a las células y una vez dentro de ellas sus grupos acetato son removidos
(H2.DCF), lo cual limita su salida. EI H,DCF es susceptible de ser oxidado (DCF) por diferentes

especies del oxigeno, entre ellas el H,O,. Cuando esto ocurre la molécula es fluorescente.
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Pudimos detectar un aumento en la fluorescencia de los protoperitecios con respecto a la del
micelio vecino. Esta fluorescencia fue evidente tanto en protoperitecios de 1 dia (después de 6

27"y como de 3 dias

dias de crecimiento, Fig. 31 C y D, s6lo mostrado para la cepa cat-
(después de 8 dias, Fig. 31 E y F). Esto sugiere que durante el desarrollo de los protoeritecios
se forman algunas especies del oxigeno reactivas. Sin embargo, la emisién de fuorescencia de
los protoperitecios no se vio modificada por la ausencia de la CAT-2 en las cepas cat-2~" (Fig.
31 E y F). Esto sugiere que la enzima no participa en el proceso, o bien, que su funcién puede

ser reemplazada por otra actividad antioxidante en las cepas mutantes.

cat-2R"
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Figura 30. Laformacién de peritecios y protoperitecios en la cepa cat-2"". Las cepas
RIP

silvestre (Ay C) y cat-2"" (B y D) fueron sembradas en placas (A y B) o inoculadas por punto
(C y D) en medio SC. Después de 6 dias el centro de las colonias fue analizado bajo el
microscopio estereoscopico (C y D) o las colonias fueron fertilizadas con una suspension de
conidios del sexo opuesto y analizadas después de 6 dias (A y B). Las imagenes

equivalentes tienen el mismo aumento, barra = 0.1mm. Sdlo se indica la cepa receptora.
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Figura 31. Las especies del oxigeno reactivas durante la formacion de los protoperitecios de
N. crassa. (A) Las cepas silvestre y (B) cat-2"" fueron inoculadas en medio SC y después de 6
dias sus protoperitecios fueron analizados bajo el microscopio 6ptico. Las muestras del micelio de
6 (CyD)y8 (EvyF) dias fueron incubadas con H,DCFDA (20 min) y se analizaron con microscopia
de contraste de fases (C y E) y de fluorescencia (D y F). Las imagenes tienen el mismo aumento.
En (E y F) se compara la fluorescencia de un protoperitecio silvestre y uno mutante cat-2"" mientas

que en (C y D) sdlo se muestra la cepa cat-27".
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La CAT-2 de N. crassa es una catalasa-peroxidasa
La catalasa-2 de N. crassa se describi6 inicialmente como una enzima de rapida movilidad
electroforética (en geles electroforéticos en condiciones no desnaturalizantes) presente en los
extractos de la etapa estacionaria del crecimiento (Simmons et al., 1987). Con base en los
polimorfismos naturales presentes en las cepas silvestres provenientes de Oak Ridge y de
Mauriceville, se demostré la segregacién mendeliana de la CAT-2 y se maped el locus cat-2 en
el brazo derecho del cromosoma VII (Simmons et al., 1987). Asimismo, se demostré que la
CAT-1, la CAT-2 y la CAT-3 son codificadas por tres genes distintos. También se encontré que
la CAT-2 posee una masa molecular de = 165 kDa con un pl cercano a 5.4 y se observo su
induccién por choque térmico y durante la conidiacion (Chary y Natvig, 1989).

La primera parte de nuestra investigacion consistié en definir la identidad de la CAT-2.
Para ello, la enzima fue purificada y parcialmente caracterizada. El tamafo de la enzima, su
espectro de absorcién, sus propiedades cataliticas y su sensibilidad ante distintos inhibidores
fueron congruentes con una catalasa-peroxidasa mas que con una catalasa monofuncional.
Asimismo, la determinacién de una porcién interna de su secuencia de aminoacidos y la
clonacion del gen cat-2 demostréo de manera concluyente que la enzima es una catalasa-

peroxidasa.

La estructura del gen cat-2 y de la enzima

La masa molecular de la CAT-2 calculada mediante una regresién lineal basada en la movilidad
electroforética de la enzima en geles de electroforesis desnaturalizantes fue de 89 kDa y
después de entrecruzar la enzima con diferentes concentraciones de glutaraldehido se observé
una forma de la enzima cuya masa coincide con la de un homodimero (Montes de Oca y
Hansberg, resultados sin publicar). Esta masa es semejante a la descrita para la enzima nativa
(Chary y Natvig, 1989) y sugiere que la forma funcional de la enzima es un homodimero. La
masa molecular de la enzima que se predice con base en la secuencia del gen clonado fue de
83.4 kDa (=84 kDa con el grupo hemo). Esta dimension coincide con la de otras catalasa-
peroxidasas diméricas y con la de la mayoria de las enzimas de los hongos (Fraaije et al., 1996;
Scherer et al., 2002; Paris et al., 2003), siendo la excepcion la enzima tetramérica de S. tritici
cuyas subunidades son de 61 kDa (Levy et al., 1992). En cuanto a la estructura cuaternaria,
ademas de esta enzima tetrameérica, en los hongos se han descrito enzimas diméricas y

monomeéricas (Fraaije et al., 1996; Paris et al., 2003).
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También se evalud la glicosilacion de la CAT-2 mediante diferentes lectinas capaces de
detectar residuos de a-manosa, a-glucosa, a-galactosa, a-galactosamina, N-acetil-glucosamina
y N-acetil-galactosamina. Ninguna de las lectinas fue capaz de unirse a la CAT-2, indicando
que la enzima no contiene estos residuos. Asimismo, el reactivo de Schiff (tincién de PAS), que
revela grupos aldehidos, fue incapaz de tefiir a la CAT-2, lo que sugirié que la enzima no esta
glicosilada (Montes de Oca, 1999). Otra catalasa-peroxidasa de un hongo en la que también se
evaluo la glicosilacion fue la de P. simplicissimum y en ella tampoco se detectaron
carbohidratos unidos (Fraaije et al., 1996).

El patron de absorcion de la CAT-2 indicé que es una hemo-proteina, con una banda de
Soret tipica de 400 nm (Fig. 2 A). Ambas, las catalasas y las catalasa-peroxidasas, son hemo-
proteinas; sin embargo, sus espectros electronicos son distintos y esto se refleja en sus valores
de R, (A406/A280), Ssiendo para las catalasas monofuncionales cercano a 1 mientras que para las
catalasa-peroxidasas es cercano a 0.5 (Zamocky y Koller, 1999). El valor de R, de la CAT-2 fue
de 0.46. Este bajo valor de R, tradicionalmente ha sido interpretado como una unién del grupo
hemo no estequiométrica (0.5 grupos hemo/mondémero) y probablemente es el resultado de que
las enzimas pierden el grupo hemo con facilidad in vitro (Claiborne y Fridovich, 1979; Welinder,
1991; Marcinkeviciene et al., 1995; Youn et al., 1995; Obinger et al., 1997; Zamocky y Koller,
1999). El hemo de la CAT-2 pudo ser obtenido con acetona acida, sugiriendo que, al igual que
las peroxidasas de las plantas y los microorganismos, su union con la proteina no es covalente
(Hultquist y Morrison, 1963). El perfil de elucion del grupo hemo por HPLC mostré dos picos
con tiempos de retencion distintos (Fig. 2 C). Uno de ellos salié de la columna junto con la
protoporfirina-1X (hemo-b), pero la mayor parte del hemo correspondié a una porfirina dihidroxi /
dicarboxilica, que es mas hidrofilica que la protoporfirina-IX y que tiene un espectro de
absorcion distinto (Fig. 2 B). Si bien, la mayor parte de las catalasa-peroxidasas tienen como
grupo prostético el hemo-b (Claiborne y Fridovich, 1979; Welinder, 1991; Levy et al., 1992;
Cendrin et al., 1994; Marcinkeviciene et al., 1995; Youn et al., 1995; Obinger et al., 1997;
Yamada et al., 2002; Bertrand et al., 2004), se ha demostrado la presencia de un grupo hemo
modificado en la catalasa-peroxidasa de Burkhoderia pseudomallei que presumiblemente se
genera por una oxidacion y que resulta en un hemo mas polar (Carpena et al., 2003). Se sabe
que el hemo-b puede ser modificado por oxidacién y como resultado se generan hemo-
proteinas que contienen una mezcla de grupos hemo (Loewen et al., 1993; Lledias et al., 1998;
Diaz et al., 2004). Por otra parte, sabemos que la CAT-2 es modificada por el oxigeno en
singulete de manera semejante a la CAT-1, en donde se ha demostrado que la oxidacién ocurre

en el grupo hemo (Lledias et al., 1998).
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A partir de la secuencia de una porcién interna de la CAT-2 pudimos clonar el gen cat-2.
En concordancia con los experimentos de Simmons y cols (1987) que mapearon el gen cat-2, la
secuencia gendmica revel6 que el gen cat-2 se localiza en el contig 3.330 (supercontig 23) que
corresponde al cromosoma VII. Esta flanqueado en un extremo por poi-2 (4.8 kb arriba del gen
cat-2, en la hebra opuesta), un marcador del cromosoma VII que coincide con un marco de
lectura abierto (NCU05768.1) que tiene semejanza con una metionina-aminopeptidasa. Por el
extremo opuesto lo flanquean tom-6 (2.5 kb abajo de cat-2, en la misma hebra), una proteina
del complejo TOM (de translocacion de la membrana externa de las mitocondrias) (Dembowski
et al., 2001), y un marco de lectura abierto (2.6 kb abajo de cat-2, en la hebra opuesta) que
predeciblemente codifica para una proteina (NCU05771.1) con semejanza a las proteinas HMG
(High mobility group). Este marco de lectura se traslapa con tom-6. No se conoce la posicion
relativa del supercontig 23 en el mapa fisico del cromosoma VII.

La secuencia de aminoacidos de la CAT-2 indica que, al igual que en las otras catalasa-
peroxidasas, los aminoacidos conservados esenciales del sitio activo (Arg 87, Trp 90 e His 91,
Fig. 32 A) y el quinto ligando del hemo (His 279, Fig. 32 B) estan presentes solo en el dominio
N-terminal (Figuras 13 y 32) por lo que ambas actividades deben residir en él.

El plegamiento estructural caracteristico de la familia de peroxidasas de las plantas y los
microorganismos se caracteriza por 10 hélices a conservadas (hélices A-J) dentro de las que se
localiza el grupo hemo. Esta estructura se conserva en cada uno de los extremos de las
catalasa-peroxidasas. Las diferencias mas importantes con las peroxidasas se encuentran en
la superficie del extremo N-terminal de las catalasa-peroxidasas, donde existe una serie de
inserciones (asas y extensiones) entre las hélices a que se localizan hacia la superficie de la
molécula y limitan el acceso de los sustratos al sitio activo. Como consecuencia, el grupo hemo
esta oculto de forma mas parecida al sitio activo de las catalasas que al de las peroxidasas.
Dos de estas asas (LL1 y LL2) cubren un canal que se dirige al sitio activo y mantienen
contactos con el extremo C-terminal de la molécula (Welinder, 1991; Yamada et al., 2002;
Carpena et al., 2003). La secuencia de la CAT-2 sugiere que la estructura secundaria y
terciaria de la enzima son semejantes a la de las demas catalasa-peroxidasas. La diferencia
mas notable con respecto a la mayoria de las catalasa-peroxidasas fue una insercion de 26
aminoacidos entre las héices D y E que presumiblemente se localiza en el asa LL1 (Fig. 13y
Fig. 33 D). Una insercion semejante también esta presente en otras enzimas de los hongos vy,
aunque de un tamafo menor, en las de las bacterias Xylella, Xanthomonas, Burkholderia y

Pseudomonas (Mostrado en la Fig.13 para B. cepacia).
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Figura 32. Alineamiento de los extremos N-y C- terminal de algunas catalasa-peroxidasas y
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citocromo c peroxidasas. Las secuencias de aminoacidos de 33 catalasa-peroxidasas fueron alineadas

con las citocromo ¢ peroxidasas (CCP) de S. cerevisiae y de N. crassa y se definieron los extremo N-

terminal y C- terminal. Estos extremos fueron separados (N- y C-) y realineados con las CCP. Se

muestran tres segmentos representativos del alineamiento de 5 catalasa-peroxidasas con las CCP (A,By

C). Se indican algunos de los residuos importantes para la catalisis de las catalasa-peroxidasas (* en A)

asi como para coordinar el grupo hemo (*en B y C). Nc- N. crassa, An- A. nidulans, Ec- E. coli, Bc- B.

cepacia, Af- A. fulgidus y Sc- S. cerevisiae.
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Para ilustrar mejor estas caracteristicas generamos un modelo estructural tridimensional
de la CAT-2. Este se construy6 con base en la identidad de la CAT-2 con proteinas homdlogas
cuya estructura se conoce (como las catalasa-peroxidasas de B. pseudomallei, Mycobacteruim
tuberculosis, Haloarcula marismortui Synechococcus sp., el dominio C-terminal de la HPI de E.
coli y peroxidasas como la citocromo ¢ peroxidasa de S.cerevisiae y la peroxidasa de
ascorbato) y se optimizoé con la estructura de la enzima de B. pseudomallei (Carpena et al.,
2003), que tiene un 60% de identidad en su secuencia de aminoacidos con la CAT-2 (Fig. 33).
El modelo de la CAT-2 se ajustd bien al de las demas catalasa-peroxidasas (Fig. 33 F,
mostrado sélo para la enzima de Burkholderia) y en él se pueden observar muchas de las
interacciones intramonoméricas descritas como importantes para la formacioén de los dimeros,
asi como la ubicacion de los aminoacidos importantes para la catalisis y la coordinacién del
grupo hemo. Destaca en el modelo de la CAT-2 la extensién adicional de 26 aminoacidos (del
asa LL1) que no tiene contraparte en las demas catalasa-peroxidasas (Fig. 33 F y mostrada en
amarillo en D-E). En el primer modelo generado, esta extensién protruye de la estructura
medular sin un arreglo definido; sin embargo, cuando la estructura se optimizé con la enzima de
Burkholderia que tiene una insercion menor en esa region, la extensién formé un asa LL1 mas
amplia que cubre la hendidura formada por los dos dominos del monémero (Fig. 33 D). El asa
LL1 se encuentra localizada en el dominio N- terminal y en ella se encuentran algunos residuos
que se encuentran en la ruta de acceso al sitio activo y que median algunas de las interacciones

importantes con el extremo C- terminal (Yamada et al., 2002).

Figura 33. Modelo de la estructura tridimensional de la CAT-2 (Pagina siguiente).

(A) Representacion en listones del dimero de la CAT-2 con sus monémeros en distinto color.

(B) Imagenes rotadas 90° en el plano de Y y (C) en el plano de X. (D) Monémero y (E) dimero de la CAT-
2 en los que se ilustra su estructura secundaria (verde, laminas f3; azul claro, hélices a y azul obscuro,
hélices 34¢) y la extensién adicional del asa LL1 de la CAT-2 (amarillo). En (F) se muestra la superposicion
de la cadena principal de la CAT-2 (azul) con la KatG de B. pseudomallei (rojo). Las flechas indican el
asa LL1 de la CAT-2 (punta abierta) y la KatG (punta cerrada). En todas la imagenes se muestra el grupo

hemo representado en bastones y esferas.
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Figura 33. Modelo de la estructura tridimensional de la CAT-2 (pagina anterior).
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Propiedades cataliticas de la enzima

Las catalasa-peroxidasas son capaces de reducir los hidroperoxidos usando agentes reductores
como el H,O, (reaccion de catalasa) o sustratos como el guaiacol, la bencidina, la dianisidina, el
4-cloronaftol, las hidrazonas, algunos alcoholes y el ascorbato (Zou et al., 1999). Algunas
enzimas también pueden oxidar algunos fenoles y anilinas (Regelsberger et al., 1999),
nucleoétidos de purinas como el NADH y el NADPH (Levy et al., 1992; Marcinkeviciene et al.,
1995) o incluso proteinas, como el citocromo ¢ (Brown-Peterson y Salin, 1993). La CAT-2
mostré actividad de catalasa y de peroxidasa. Pudo reducir el peréxido de hidrégeno y los
perdxidos organicos como el ter-butil hidroperdxido y fue capaz de usar como agentes
reductores compuestos aromaticos (como la dianisidina, el guaiacol, la diaminobencidina, el
ABTS) y el ascorbato (Tabla 2), siendo, este ultimo, el Unico compuesto que se encuentra en las
células.

Se ha demostrado que algunas catalasa-peroxidasas son capaces de llevar a cabo otro
tipo de reacciones de oxido-reduccion. Por ejemplo, algunas enzimas tienen actividad de
halogenasas, oxidan cloruros, bromuros o yoduros (Jakopitsch et al., 2001); algunas tienen
actividad de NADH oxidasa, es decir, son capaces de oxidar el NADH a partir del oxigeno
(Singh et al., 2004), mientras que otras son capaces de catalizar la reduccién del Mn" en Mn"
de manera dependiente del H,O, pero independiente del grupo hemo. Esta actividad de
peroxidasa de manganeso se ha asociado al extremo C-terminal de algunas enzimas
(Magliozzo y Marcinkeviciene, 1997; Zou y Schrempf, 2000). La CAT-2, sin embargo, fue
incapaz de tomar NADH o NADPH como agentes reductores en presencia de oxigeno (reaccion
de oxidasa) o de H,0,, (reacion de peroxidasa). La enzima tampoco tuvo actividad de
manganeso peroxidasa.

Si bien, la CAT-2 tiene una actividad de peroxidasa considerable, su actividad de
catalasa fue mas eficiente que la de las peroxidasas monofuncionales, por lo que claramente es
una enzima bifuncional. Por ejemplo, dentro de las peroxidasas de su misma familia, las
enzimas que tienen actividad de catalasa, como la peroxidasa de raiz fuerte (clase Ill), tienen
una kea/Km de 10%-10° M™ s (Hernandez-Ruiz et al., 2001) que es por lo menos tres érdenes
de magnitud menor que la de la CAT-2. La actividad de catalasa de algunas otras peroxidasas
puede ser sustancialmente mayor. Tal es el caso de la cloroperoxidasa, una hemo-enzima
multifuncional que ademas de su actividad de halogenasa tiene una alta actividad de catalasa.
La actividad de catalasa de esta enzima puede ser comparable con la de algunas catalasa-

peroxidasas (Sun et al., 1994; Hillar et al., 2000); no obstante, la eficiencia catalitica de la CAT-
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2 fue cerca de dos 6rdenes de magnitud mayor que la de la cloroperoxidasa de Caldariomyces
fumago (10° M s™) (Sun et al., 1994).

Ademas de la dualidad funcional de la enzima, sus propiedades cinéticas ante el H,O,
fueron mas semejantes a las de las catalasa-peroxidasas que a las de las catalasas. La
eficiencia catalitica de las catalasas (Kea/Km ~ 10°- 102 M s") suele ser un orden de magnitud
mayor que la de las catalasa-peroxidasas (Keat/Km ~ 10° - 10’ M s™") (Zamocky y Koller, 1999;
Hillar et al., 2000) y, en términos generales, las catalasa-peroxidasas tienen una afinidad mayor
por el H,O,. Su K, aparente es uno o dos ordenes de magnitud menor que la de las catalasas
(Ogura y Yamazaki, 1983; Cendrin et al., 1994; Fraaije et al., 1996; Shima et al., 1999). En la
tabla 6 se muestran algunos paramentros cinéticos de las catalasas y las catalasa-peroxidasas
que se comparan con los obtenidos mediante un ajuste Michaelis-Menten para la CAT-2. La
eficiencia catalitica de la CAT-2 fue por lo menos 10 veces menor que la de la CAT-1, una
catalasa monofuncional de N. crassa; sin embargo, ésta fue relativamente alta en comparacion
con las catalasa-peroxidasas de las bacterias e incluso con la de varias catalasas
monofuncionales. Asimismo, la CAT-2 tuvo una afinidad mayor por el H,O, que las catalasas y
alcanzé el nivel de saturacion maxima en concentraciones milimolares. Si bien, estas
caracteristicas coinciden mas con las de las catalasa-peroxidasas, la CAT-2 no fue una
catalasa-peroxidasa tipica, particularmente en su eficiencia catalitica. La caracterizacion de
otras catalasa-peroxidasas de hongos (Levy et al., 1992; Fraaije et al., 1996) no incluye los
paramentros como la eficiencia catalitica (o la k.,) de manera que a la fecha no es posible
saber si estas caracteristicas son comunes en las enzimas de los hongos.

Si bien es comun que las enzimas con actividad de catalasa sean tratadas como
enzimas Michaelianas, estas enzimas no siguen una cinética hiperbdlica. En primer lugar, su
mecanismo catalitico consta de dos reacciones secuenciales y requiere la incorporacion
ordenada de dos moléculas de sustrato, aunque ambas son H,O, (ver reacciones 1,4y 5). En
este sentido, el mecanismo catalitico impica una reaccion bisustrato en la que se requiere que
un producto sea liberado (H,O) antes de la incorporacién del segundo sustrato (reaccion de tipo
Ping Pong). Por otra parte, se ha demostrado que las catalasas monofuncionales solo siguen
una cinética hiperbdlica a bajas concentraciones de sustrato (200 mM) y, dependiendo de la
estructura de la enzima, arriba de esta concentracién su velocidad disminuye (en las catalasas
de subunidades pequefias) o continia en aumento y sobrepasa la Vo« calculada (en las
catalasas de subunidades grandes) (Switala y Loewen, 2002; Diaz et al., 2005). Si bien, el
mecanismo catalitico para la actividad de catalasa de las catalasa-peroxidasas es el mismo que

el de las enzimas monofuncionales, se desconoce si las primeras también siguen una cinética
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compleja. Fue evidente que el ajuste Michaelis-Menten de la CAT-2 no reprodujo los valores
experimentales y a altas concentraciones de sustrato la velocidad de la enzima sobrepaso la
Vmax Calculada. En este sentido, la actividad de la CAT-2 fue mas semejante a la de las
catalasas monofuncionales de subunidad grande que a las catalasas de subunidad pequefia.
La actividad de la CAT-2 se ajusté bien a una cinética compleja con dos componentes. Fue
claro que el primer componente, el observado a bajas concentraciones de sustrato, no presenté
cooperatividad. Sin embargo, fue dificil definir si para el segundo hay cooperatividad, ya que el
ajuste con ambas ecuaciones (nyz) =1 6 nNy)=1.37) fue parecido (Fig. 9 y Tabla 3). Esta
heterogenidad cinética podria ser el resultado de dos poblaciones de enzimas (o de sitios
activos) con una afinidad distinta por el sustrato, que difieren por lo menos 30 veces; o bien, de

una activacion por el sustrato.

Tabla 6. Propiedades cataliticas de algunas catalasas y catalasa-peroxidasas.

Enzima Km Keat/ K pH 6ptimo
(mM) M's™ catalasa  peroxidasa
CAT-2 (N. crassa) 13.0 1x 10’ 6.3 4.8
Catalasas
Archaea ' 25-60° N.D. 4-10 -
Bacterias ° 20 - 500 ° 1.3-3.6 x 10° 4-11 -
Hongos ° 22° 4.1 x10° 4-12 -
200 - 465 ° 2.2 x 10°
Animales * 80-90° 2-7x10° -
1,290 - 1,390 ° 1.7 x 107 -
Catalasa-peroxidasas
Archaea ° 25-86 N.D. 6-7.5 45-75
Bacterias ° 39-59 9x10°-4.6 x 10° 7-75 46-6.5
Hongos ’ 3.5-11 N.D. 6-6.5 5.4

! (Brown-Peterson y Salin, 1995; Shima et al., 1999; Shima et al., 2001).

2 (Loewen y Switala, 1986; Obinger et al., 1999; Switala y Loewen, 2002).

3 (Diaz et al., 2001; Switala y Loewen, 2002).

4 (Ogura 'y Yamazaki, 1983; Switala y Loewen, 2002).

5(Brown-Peterson y Salin, 1993; Cendrin et al., 1994; Kengen et al., 2001).
6 (Claiborne y Fridovich, 1979; Hillar et al., 2000; Zou y Schrempf, 2000).

" (Levy et al., 1992; Fraaije et al., 1996).

@ calculada para bajas concentraciones de H,O, (£200mM).

® altas concentraciones de Hz0; (=M).

N.D. no determinada.
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Al igual que otras catalasa-peroxidasas y a diferencia de las catalasas monofuncionales,
la actividad de la CAT-2 fue sensible al pH. Esto ocurrié para ambas actividades y el valor
6ptimo fue en un pH mas acido para la actividad de peroxidasa que para la de catalasa. Esto
se ha observado en la mayoria de las catalasa-peroxidasas. La excepcion es la enzima de H.
halobium cuyo 6éptimo para la actividad de catalasa es mas acido (pH 6.5) que para la actividad
de peroxidasa (pH 7.5) (Brown-Peterson y Salin, 1993).

Por otra parte, la CAT-2 fue poco sensible al inhibidor de las catalasas monofuncionales
3-amino1,2,4 triazol (Fig. 11 C) y después de 60 min en presencia de una concentracién 20 mM
de este inhibidor perdi6 el 50% de su actividad. Este patron de inhibicion fue claramente
distinto al de las catalasas monofuncionales que en ese intervalo de tiempo se inactivan
completamente; sin embargo, tampoco coincidié con el de la mayoria de las catalasa-
peroxidasas que son insensibles a este compuesto. La catalasa-peroxidasa de A. fulgidus si es
sensible al 3-amino-triazol (Kengen et al., 2001). Por otra parte, como era de esperarse para
una hemo-proteina, la CAT-2 fue sensible al cianuro. Ambas actividades de la enzima, la de
catalasa y la de peroxidasa, se inhibieron en presencia de este compuesto lo que indic6 que

ambas actividades dependen del grupo hemo.

Las catalasa-peroxidasas de los hongos tienen un origen procarionte

Con la clonacion del primer gen completo de una catalasa-peroxidasa en un hongo y la
demostracion de su identidad, quedd probada la presencia de estas enzimas en los organismos
Eukaryota. Posteriormente se identificaron otras catalasa-peroxidasas de hongos; sin embargo,
no se han descrito en ningun otro linaje eucarionte y estan ausentes de los genomas de los
otros organismos eucariontes secuenciados a la fecha. Por otra parte, si bien, las catalasa-
peroxidasas estan presentes en organismos de los tres dominios de los seres vivos: Archaea
Eubacteria y Eukaryota, su distribucidn no es ubicua ni sigue el patrén filogenético de los
organismos en que se encuentra. Asi, ademas de los eventos de duplicacion del gen en
algunas especies, parece ser una enzima que se ha perdido en varios linajes y que esta
presente en otros debido a eventos de tranferencia horizontal. Tal puede ser el caso de las
catalasa-peroxidasas en los hongos.

Desde hace tiempo se ha propuesto que las catalasa-peroxidasas forman parte de la
familia de peroxidasas de plantas, bacterias y hongos, y que se originaron por un sélo evento de
duplicacion (en tdndem) y fusién del gen de una enzima ancestral de este grupo (Welinder,
1991; Welinder, 1992; Zamocky et al., 2000). La divergencia que existe entre los extremos C-y

N-terminal de las catalasa-peroxidasas es mayor que con las otras peroxidasas de la clase | de
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esta familia, tales como las ascorbato peroxidasas y las citocromo c peroxidasas (Fig. 14 B)
(Zamocky et al., 2000; Zamocky, 2004). Esto hace pensar que hubo una divergencia
considerable entre las dos copias después del evento de duplicacién, probablemente previa a la
fusion, que dio lugar a las catalasa-peroxidasas.

Las relaciones de algunas catalasa-peroxidasas de las bacterias coinciden con la
filogenia propuesta para las bacterias. Por ejemplo, existen 5 clados que incluyen
exclusivamente secuencias de proteobacterias, dos de ellos incluyen sélo y-proteobacterias y
uno es exclusivo de a-proteobacterias (Rhizobiales y Caulobacteriales); sin embargo, también
existen clados que incluyen secuencias de distintos taxa, tal es el caso de las secuencias de las
cianobacterias que se agrupan con otras a- y y-proteobacterias. Asimismo, existen organismos
con dos catalasa-peroxidasas en donde sus genes son claramente paralogos (como Yersinia
pestis), pero también hay casos en que un evento de transferencia horizontal como origen es
mas plausible (E. coli y Legionella pneumophila). En cuanto a los genes de las enzimas de las
arqueobacterias, los géneros Haloarcula, Halobacterium y Archaeoglobus forman un grupo
monofilético con respecto a las demas catalasa-peroxidasas, pero la ubicacion del gen de la
enzima de Methanosarcina acetivorans no es clara. Nuestro estudio arrojo resultados
semejantes mediante distintos analisis filogenéticos y coincidieron con los estudios hechos por
otros grupos (Klotz y Loewen, 2003; Zamocky, 2004).

En cuanto a los hongos, el numero de catalasa-peroxidasas descritas ha aumentado, se
ha demostrado la presencia de intrones en algunos de sus genes (como en Blumeria graminis)
(S.J. Gurr, comunicacion personal) y se han encontrado organismos con dos genes de catalasa-
peroxidasas (como M. grisea) (Broad Institute). Por otra parte, se ha encontrado un gen que
tiene gran similitud con las catalasa-peroxidasas en un hongo basidiomiceto (U. maydis). Con
base en nuestros analisis filogenéticos iniciales encontramos un arbol filogenético que es el mas
parsimonioso y cuya topologia sugirié un origen cercano comun para las catalasa-peroxidasas
de los hongos y B-proteobacterias como Burkholderia (Fig. 15 B). Este resultado, junto con la
ausencia de intrones en las (hasta entonces conocidas) catalasa-peroxidasas de los hongos,
nos llevé a sugerir un origen procarionte, consecuencia de un evento de transferencia horizontal
para las catalasa-peroxidasas de los hongos. Otro grupo obtuvo posteriormente resultados
semejantes mediante analisis distintos (Klotz y Loewen, 2003).

Las catalasa-peroxidasas de los hongos forman un grupo monofilético que incluye las
secuencias de los ascomicetos y de los basidiomicetos (Fig. 15). No se han descrito catalasa-
peroxidasas en hongos quitridiomicetos o zigomicetos y el gen no se encuentra en el genoma

del zigomiceto Rhizopus oryzae (Broad Institute). Por ello, es probable que las catalasa-
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peroxidasas fueron adquiridas por el ancestro comun de los ascomicetos y los basidiomicetos.
La divergencia de estos dos linajes se ha datado en 1,200 millones de afos (Heckman et al.,
2001). Asimismo, dentro de este clado se pueden ver dos grandes grupos de catalasa-
peroxidasas y ambos clados incluyen secuencias de los ascomicetos. Es posible que estos dos
grupos sean consecuencia de un evento de duplicacion anterior a la divergencia de los
ascomicetos y los basidiomicetos. Si asi fuera, los hongos como M. grisea y Fusarium
graminearum (anamorfo de Gibberella zeae) conservaron ambas copias, mientras que otros
perdieron una de ellas (por ejm: Neurospora). Es interesante observar que todos los hongos
que han conservado las dos copias del gen son patégenos de plantas. Asimismo, existen
hongos tanto ascomicetos como basidiomicetos que claramante han perdido ambas copias. En
los ascomicetos, el gen esta ausente de los genomas de los Archaeascomycetes (como
Schizosaccharomyces pombe) y de los Hemiascomycetes (S. cerevisiae y Candida spp.)
mientras que en los basidiomicetos, no se ha encontrado catalasa-peroxidasas en los genomas
de los Hymenomycetes (Coprinus cinereus, Phanerochaete chrysosporium y Cryptococcus

neoformans) (Broad Institute y DOE Joint Genome Institute).

La CAT-2 es una enzima citosolica

Algunas de las enzimas antioxidantes de los organismos eucariontes han sido localizadas en
los peroxisomas, tal es el caso de algunas catalasas, superéxido dismutasas (tanto de Fe como
de Mn y de Cu/Zn), peroxirredoxinas y otras peroxidasas (Horiguchi et al., 2001; del Rio et al.,
2003). La expresion de la CAT-2 coincidio en ocasiones con la funcién peroxisomal. Se indujo
con sustratos cuyo metabolismo se lleva a cabo en los peroxisomas y se encontré en fases del
desarrollo, como la reproduccion sexual, en las que hay una proliferacion peroxisomal
importante en los hongos (Berteaux-Lecellier et al., 1995). Asimismo, la CAT-2 tiene una
secuencia que muestra semejanza con la secuencia de localizacién peroxisomal PTS-1. La
secuencia PTS-1 es un tripéptido C-terminal con el consenso SKL; sin embargo, se sabe que
existen variaciones sobre este consenso tales como A o C en lugar de S en la primera posiciéon
y R o H enlugar de K en la segunda posicion. Incluso se han descrito secuencias PTS-1
tetrapeptidicas (Purdue y Lazarow, 2001). En N. crassa se ha demostrado que otros
aminodacidos pueden formar parte de la secuencia PTS-1 y el consenso se ha extendido a
(A/C/GIS) - (H/IK/IQ/R) - (I/IL/V) (de Zoysa y Connerton, 1994). Es interesante observar que
varias catalasa-peroxidasas fungicas tienen una secuencia que soélo difiere de la secuencia
PTS-1 en tener una prolina en la primera posicion. La secuencia PKL esta presente en las

enzimas de N. crassa, Podospora anserina (P. anserina Genome Project, Institut de Génétique
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et Microbiologie - Université de Paris-Sud XI / CNRS) y Chaetomium globosum (Broad Institute),
mientras que una de las enzimas de F. graminearum tienen una secuencia PRL y la de A.
nidulans una PQL. De hecho, la enzima de A. fumigatus tiene una secuencia C-terminal que
coincide con el consenso PTS-1 (ARL). Por otra parte, algunos resultados preliminares
sugieren que la catalasa-peroxidasa de P. simplicissimum esté localizada en los peroxisomas
(Fraaije et al., 1996). Debido a estas observaciones, nos parecio importante explorar la
localizacion intracelular de la CAT-2.

N. crassa tiene dos poblaciones independientes de microcuerpos. Uno de ellos se
caracteriza por tener una densidad de 1.26 g/cm® y contiene enzimas como la catalasa y la
urato oxidasa. El segundo tiene una densidad de 1.21 g/lcm® y contiene las enzimas de la -
oxidacion de los acidos grasos y las del ciclo del glioxilato. Este segundo microcuerpo, al que
se denomina glioxisoma, es atipico por que la B-oxidacién de los acidos grasos que ocurre en él
no depende de una acil-CoA-oxidasa sino de una acil-CoA-deshidrogenasa (semejante a la de
la B-oxidacién mitocondrial) de manera que en la primera reaccién de esta via no se forma H,O,
(Kionka y Kunau, 1985; Thieringer y Kunau, 1991).

Nosotros evaluamos la localizacién de la CAT-2, en primer lugar, en hifas que fueron
inducidas con acetato; sin embargo, no fue posible rastrear la fraccion peroxisomal debido a
que en estas condiciones no hubo actividad de urato oxidasa. La CAT-2 se localiz6é en una
fraccion cuya densidad fue distinta de la esperada para los peroxisomas y que no coincidié con
las fracciones glioxisomal ni mitocondrial. En experimentos en los que la fraccion peroxisomal
fue evidente, la actividad de la urato oxidasa se localizé en dos fracciones subcelulares, una de
ellas con una densidad que coincidié con la descrita para los peroxisomas (1.263 - 1.28 g/cm®) y
una segunda con una densidad semejante a la de los glioxisomas (1.191 — 1.209 g/cm?®) (Kionka
y Kunau, 1985). Nuevamente la CAT-2 sedimento en las fracciones menos densas de los
gradientes de sacarosa y estas fracciones fueron distintas de las fracciones glioxisomal,
peroxisomal y mitocondrial, tanto por su densidad como por sus actividades enzimaticas. Estos
resultados sugieren que la CAT-2 es una enzima citosdlica. Si bien, la induccién de la enzima
ocurrio con sustratos que requieren el metabolismo peroxisomal, esta inducciéon no coincidié
temporalmente con la induccion de enzimas tipicas de la funcién peroxisomal. Esto apoya la
idea de que la enzima no esta asociada con estos organelos.

La microscopia electrénica de las hifas en que se indujo la CAT-2 mostré numerosas
vacuolas y cuerpos de Woronin. Estas estructuras son derivadas de los peroxisomas y también
tienen una actividad de catalasa; sin embargo, su densidad, que es semejante a la de las

vacuolas, es incluso mayor que la de los peroxisomas (Jedd y Chua, 2000; Tenney et al., 2000).
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Ya que no se observé actividad de la CAT-2 en las fracciones con dicha densidad, pensamos
que tampoco esta asociada con estas estructuras. La CAT-4 es una catalasa de subunidades
pequenas que se predice del genoma de N. crassa y tiene una secuencia PTS-1 tipica. Su gen
es ortélogo de las catalasas que tradicionalmente son peroxisomales en otros organismos (Klotz
y Loewen, 2003) por lo que, presumiblemente, ésta es la actividad de catalasa asociada con
los peroxisomas (y cuerpos de Woronin) del hongo.

Por otra parte, el tratamiento con las enzimas liticas para digerir la pared celular no fue
suficiente para liberar la CAT-2 de las hifas, sino que la mayor parte de la enzima permanecio
asociada a los protoplastos. Esto, junto con la ausencia de glicosilacion de la enzima, apunta a
que tampoco esta relacionada con la pared celular del hongo. Estos resultados sugieren que la
CAT-2 es una enzima citosoélica lo cual concuerda con los resultados que arrojaron distintos
algoritmos de prediccién de la localizacién celular de las proteinas con base en su secuencia:
PSORT (Nakai y Horton, 1999), TargetP, SignalP (Emanuelsson et al., 2000) y MitoProt (Claros
y Vincens, 1996) (los detalles se muestran en el apéndice 2). Esta localizacion celular coincide
también con la de la enzima de A. nidulans, que fue demostrada mediante una fusién con la

proteina verde fluorescente (Scherer et al., 2002).

La funcién de la CAT-2

En algunos organismos, como en las cianobacterias, la Unica actividad de catalasa presente en
es la de la catalasa-peroxidasa. En estas bacterias, la tiorredoxina peroxidasa y la ascorbato
peroxidasa son, junto con la catalasa-peroxidasa, las enzimas responsables de eliminar el H,O,.
Se ha demostrado que las catalasa-peroxidasas de algunas cianobacterias (Synechocystis y
Synechococcus) son esenciales para contender con altas concentraciones de H,O, que se
generan extracelularmente, mientras que las tiorredoxina peroxidasas parecen ser las
responsables de eliminar el H,O, que se genera durante su metabolismo (Obinger et al., 1997;
Obinger et al., 1999; Tichy y Vermaas, 1999; Perelman et al., 2003).

En las bacterias como Rhodobacter capsulatus, Caulobacter crescentus, Salmonella
typhimurium, Rhizobium etli, L. pneumophila y Dineoccoccus radiophilus, las catalasa-
peroxidasas estan asociadas con la fase del crecimiento estacionario. Asi, en algunos casos se
ha demostrado que son esenciales para la supervivencia o para la resistencia ante el H,O, en
esta etapa (Hochman et al., 1992; Steinman et al., 1997; Bandyopadhyay y Steinman, 2000;
Yuny Lee, 2000; Vargas et al., 2003).

La respuesta de defensa de muchos organismos ante los patdgenos incluye la formacién

de especies de oxigeno reactivas como el superoxido y el 6xido nitrico que reaccionan para
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formar otras como el H,0,, el acido peroxinitroso o el HOCI que son mas reactivas y/o capaces
de atravesar membranas celulares. Las catalasa-peroxidasas pueden actuar como factores de
virulencia importantes ya que son capaces de descomponer algunas de estas moléculas. Esto
se ha sugerido para catalasa-peroxidasas como la KatP de E. coli, que esta codificada en un
plasmido de virulencia de las cepas que causan la colitis hemorragica, asi como para la
catalasa-peroxidasa de Y. pestis, el agente causal de la peste bubdnica (Brunder et al., 1996;
Garcia et al., 1999). Se ha demostrado que algunas catalasa-peroxidasas, como las de L.
pneumophila y M. bovis (Wilson et al., 1995; Bandyopadhyay y Steinman, 1998;
Bandyopadhyay et al., 2003) o las de algunos patdégenos de plantas como Agrobacterium
tumefaciens (Xuy Pan, 2000) son factores imporantes de virulencia.

Uno de los aspectos mas estudiados de las catalasa-peroxidasas es su relacion con la
isoniazida (hidrazida de acido isonicético o INH) que es el principal medicamento empleado en
el tratamiento de la tuberculosis. Se sabe que la INH es una droga que requiere ser oxidada
para ser activa y la catalasa-peroxidasa (KatG) es el unico agente conocido capaz de llevar a
cabo dicha oxidacion. Asi, la resistencia de las cepas de Mycobacterium a la INH se debe
fundamentalmente a la pérdida de la funcién de la catalasa-peroxidasa (Zhang et al., 1992;
Heym et al., 1993; Heym et al., 1995).

La funcién de las catalasa-peroxidasas en los hongos se ha estudiado poco y en los
casos estudiados, la ausencia de una catalasa-peroxidasa no ha generado un fenotipo evidente
(Scherer et al., 2002; Paris et al., 2003). Esto se puede deber a que la respuesta antioxidante
de los hongos incluye varias enzimas que son capaces de proteger a la célula del H,O,. N.
crassa cuenta con mas de 10 enzimas que pueden descomponer el H,O,. Estas enzimas
pueden difierir en su localizacion celular, en su eficiencia catalitica y en su afinidad por el H,0,.
Por ejemplo, se sabe que las peroxirredoxinas y las glutation peroxidasas alcanzan el 50% de
su actividad maxima en concentraciones de H,O, de 10°M (Maddipati y Marnett, 1987; Yang et
al., 2002) mientras que las hemo-peroxidasas de las plantas lo hacen en una concentracion de
10 M (Hiner et al., 1995), las catalasa-peroxidasas en un intervalo 10 - 102 M y las catalasas
de 10°M -1 M.

La sensibilidad de la cepa mutante sin CAT-2 ante diferentes concentraciones de H,O, o
de un peroxido organico fue la misma que la de las cepas silvestres y, a pesar de la fuerte
induccién que se observa de la CAT-2 en los sustratos como el metanol y el acido urico, no se
observé que su crecimiento se viese afectado en estos medios. Es probable que la
redundancia funcional permita complementar la ausencia de la CAT-2 con otras actividades

antioxidantes. Las catalasas monofuncionales podrian contender con concentraciones

79



semejantes de H,O; ya que tienen una afinidad por el H,O, semejante a la CAT-2. Otras
peroxidasas podrian contender con peréxidos distintos del H,O,.

Se ha demostrado que las catalasa-peroxidasas son capaces de reducir al peroxinitrito
(ONNO) y contender con la tensién que generan las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(Wengenack et al., 1999). Por ello, evaluamos la sensibilidad de las cepas mutantes cat-2~'""
ante un sistema en el que se generan especies como el NO-, NO,-, NO3, N,O3, N,O, y el
ONOO" (ONOOH) después de protonar el nitrito (Ehrt et al., 1997; Halliwell y Gutteridge, 1999).
No se observé ninguna diferencia entre la viabilidad de las cepas mutantes y la silvestre, lo que
hace suponer que la CAT-2 no participa en la remocién de estas moléculas.

La condicién en que probablemente mas se indujo la CAT-2 fue como consecuencia de
un choque térmico. En un choque térmico de 45°C la induccién fue relativamente rapida y
alcanzo sus niveles maximos depués de 30 min. La regulacién de los genes en respuesta al
calor ocurre en buena medida a nivel transcripcional. En los hongos, se conocen dos
elementos reguladores en cis que son los principales mediadores de esta regulacién, los
elementos de choque de calor HSE (del inglés heat shock element) y los elementos de
respuesta al la tension STRE (stress response element) (Estruch, 2000; Moye-Rowley, 2003).
El factor de transcripcién HSF (heat shock factor ) esta conservado en los organismos
eucariontes y es el factor que se une al elemento HSE, mientras que Msn2/Msn4 forman el
factor de transcripcion de respuesta general al estrés que se une a los elementos STRE.
Ambos factores de transcripcidén se unen a sus elementos cis y regulan genes en respuesta al
choque de calor y a otros estimulos como la tension oxidativa (Pirkkala et al., 2001; Moye-
Rowley, 2003). La secuencia del promotor del gen cat-2 revelo la presencia de varias
secuencias putativas STRE y HSF, lo que es coherente con la regulaciéon del gen.

Numerosas evidencias indican que la tensidn oxidativa participa de manera importante
en la muerte celular generada por la tensidn con calor. Por una parte, muchos de los elementos
que participan en la regulacion de la respuesta ante la tension oxidativa y por calor son
comunes y existe una proteccién cruzada entre deferentes tipos de estrés (Estruch, 2000;
Moye-Rowley, 2003). Asimismo, se ha demostrado que especies de oxigeno reactivas, como el
anién superoéxido, se generan como consecuencia del choque térmico (Lin y Kapoor, 1992) y
que estas especies se generan sobre todo en la cadena respiratoria (Davidson y Schiestl,
2001). También se ha demostrado que numerosas enzimas antioxidantes son importantes para
contender con el choque térmico. Por ejemplo, las cepas mutantes de S. cerevisiae que
carecen de la superdxido dismutasa (Cu/Zn) citosélica (SOD1), de la catalasa citosdlica (CTT1)

o de la citocromo c peroxidasa (mitocondrial, CCP1) son mas sensibles ante el choque térmico
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que las cepas silvestres. Asimismo, se ha demostrado que la sobreexpresion de los genes
SOD1y CTT1 genera cepas mas resistentes al choque de calor (Davidson et al., 1996). En A.
nidulans, se ha demostrado que la catalasa monofuncional asociada con las esporas, CatA,
también se induce por choque térmico y se requiere para la tolerancia al calor de las esporas
(Noventa-Jordao et al., 1999).

La actividad de la CAT-2, sin embargo, también fue dispensable en la respuesta ante la
tension por calor. Nuevamente, la redundancia de las enzimas antioxidantes puede explicar
este fenotipo. Las catalasas CAT-1 y CAT-3 también se inducen por calor (Michan et al., 2002)
y existen por lo menos dos enzimas con actividad de peroxidasa que participan en la respuesta
al choque de calor del hongo. Se ha demostrado que una de ellas es inducible por choque
térmico y protege a las células del choque de calor y de la tension oxidativa. También, cuando
la enzima se induce por estrés oxidativo se genera termotolerancia (Kapoor y Lewis, 1987;
Kapoor et al., 1990; Machwe et al., 2002; Senczuk et al., 2003).

La CAT-2 se regula durante el desarrollo y modula la conidiacion sumergida

La actividad de la CAT-2 de N. crassa se regulé durante el desarrollo asexual y coincidié con los
estadios en donde se forman los conidios, tanto en |la fase aérea como en medios liquidos. En
los cultivos sumergidos, la induccién de la enzima ocurrié de forma paralela a la acumulacién
del ARNm, lo que sugiere que la regulacién ocurre principalmente a nivel transcripcional; sin
embargo, durante la conidiacion, particularmente a 37°C, la actividad de la enzima apareci6
alrededor de 4 h después de que se observé la acumulacion del transcrito, lo que sugiere que la
regulacion también puede ocurrir a nivel postranscripcional. Cuando se indujo la conidiacién al
exponer el micelio al aire, la acumulacién de la enzima se observé tanto en el micelio aéreo
como en el micelio adherido y ocurrié justo antes de la aparicion de los conidios. Asimismo, la
enzima fue abundante en las esporas. Sin embargo, la ausencia de la CAT-2 en las cepas cat-
27" no afectd la formacién de los conidiéforos ni de los conidios de forma significativa. Esto nos
hace pensar que la enzima forma parte de la conidiacion mas que regularla. En cultivos
sumergidos la ausencia de la CAT-2 resulté en una formacion mayor de conidios. El proceso de
conidiacion sumergida se ha estudiado poco y no se conocen los elementos que la regulan ni
los que la diferencian de los otros procesos de conidiacion. Nosotros observamos que la
formacion de estas esporas depende de los genes acon 2, acon 3 y fl de igual manera que la
fromacion de los conidios en la fase aérea . Asimismo, nuestros resultados sugieren que

también durante este proceso las especies reactivas del oxigeno juegan un papel importante.
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El desarrollo sexual de N. crassa es un proceso complejo que implica la formacion de
estructuras multicelulares. Otras catalasa-peroxidasas de hongos también estan asociadas con
este proceso, tal es el caso de A. nidulans en donde el gen de la catalasa-peroxidasa cpeA se
regula por StuA, un factor de transcripcion que regula tanto el desarrollo asexual como el
desarrollo sexual del hongo. Al igual que en N. crassa, la catalasa-peroxidasa fue dispensable
en el desarrollo sexual; sin embargo, en A. nidulans la enzima se localiza en el citosol de las
células Hiille, las células nodrizas de los cuerpos fructiferos que no tienen contraparte en N.
crassa (Scherer et al., 2002).

A pesar de que no encontramos una participacion directa de la CAT-2 en la modulacion
del desarrollo sexual, si pudimos demostrar que durante la diferenciacion de los protoperitecios
ocurre un aumento en la formacién de las especies reactivas del oxigeno. Por otra parte, se ha
observado que la formacién de los protoperitecios de P. anserina (Malagnac et al., 2004) y de
los cleistotecios (cuerpos fructiferos homoélogos de los peritecios) de A. nidulans (Lara-Ortiz et
al., 2003) requiere la formacién de especies reactivas del oxigeno. Las cepas mutantes de un
gen homologo al de las NADPH oxidasas, las enzimas que generan superéxido a partir del
NADPH, estan bloqueadas en el desarrollo sexual (Lara-Ortiz et al., 2003; Malagnac et al.,
2004). Estas evidencias indican que las especies del oxigeno reactivas también son
importantes en la regulacién de los procesos de diferenciacién celular que ocurren durante el

desarrollo sexual.

En conclusion, la CAT-3 es la principal actividad de catalasa del crecimiento del hongo,
la CAT-1 esta asociada principalmente con los conidios, donde es la enzima mas abundante, y
nuestros resultados indican que la catalasa-peroxidasa CAT-2 es una enzima que esta
relacionada con las células del hongo que presentan signos de muerte celular.

La muerte célular en los hongos conlleva procesos que involucran la degradacion de las
hifas, tanto de sus paredes celulares (autdlisis) como de sus estructuras subcelulares
(autofagia). Los segmentos del micelio que se mueren pueden ser delimitados por septos (y
cuerpos de Woronin en los ascomicetos) y se piensa que sus elementos pueden ser reciclados
y utilizados como nutrientes por las partes viables del micelio (Gow y Gadd, 1995; Pinan-
Lucarre et al., 2003; Levine y Klionsky, 2004; Thrane et al., 2004). Se sabe que los procesos de
autdlisis y autofagia participan de manera importante durante la conidiacién (Thrane et al.,
2004), en el desarrollo de los cuerpos fructiferos sexuales (Pinan-Lucarre et al., 2003) y fueron
evidentes en la etapa del crecimiento estacionario (Fig. 28). Se sabe que la autofagia es un

proceso que se induce ante diversos tipos de estrés y se piensa que desempena un papel
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importante para eliminar las macromoléculas o los organelos que resultan danados como
consecuencia. También se considera que es un proceso que evita la formacion de especies
reactivas del oxigeno ya que secuestra y elimina organelos dafiados, como las mitocondrias,
que son susceptibles de generar estas moléculas (Brunk y Terman, 2002; Dementhon et al.,
2004; Levine y Klionsky, 2004). Es posible que la CAT-2 esté asociada con los procesos de
autofagia y autolisis del hongo y que su funcion sea la de contender las especies del oxigeno
reactivas que ahi se generan. Asimismo, la ausencia de la CAT-2 durante la etapa del
crecimiento estacionario resulté en un incremento de la conidiacion sumergida, lo que establece

un vinculo entre la diferenciacion celular, la autofagia y las especies reactivas del oxigeno.
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APENDICES

APENDICE 1.
Tabla 7. Origen de las secuencias de los genes y las proteinas empleadas en este trabajo.
Catalasa-peroxidasa Ne de Acceso?’ Tamaifio
Archaeoglobus fulgidus perA AE000951 741 aa
Aspergillus fumigatus AAM95780 759 aa
Aspergillus nidulans CpeA CAC59821 739 aa
Azotobacter vinelandii ZP 00089196 740 aa
Blumeria graminis CPX AAL56991 788 aa
Bradyrhizobium japonicum NP_767418 779 aa
Burkholderia cepacia katA AF317697 760 aa
Burkholderia fungorum ZP 00030148 762 aa
Burkholderia pseudomallei katG AY040244 748 aa
Chaetomium globosum supercontig 1.3 749 aa
Caulobacter crescentus CB15 AE005967 737 aa
Desulfitobacterium hafniense ZP 00096951 685 aa
Escherichia coli 0157:H7 katP (EHEC) X89017 736 aa
Escherichia coli K12 MG1655 katG AE000468 726 aa
Fusarium graminearum FG02974.1 (contig 1.145)2 738 aa
Fusarium graminearum FG03850.1 (contig 1.166)2 815 aa
Geobacillus (Bacillus) stearothermophilus perA M29876 735 aa
Geobacter sulfurreducens AAR35476 727 aa
Gloeobacter violaceus NP_925717 735 aa
Haloarcula marismortui Y16851 731 aa
Halobacterium salinarum AF069761 720 aa
Halobacterium sp. NRC-1 perA AE005159 720 aa
Legionella pneumophila katA AB017595 750 aa
Legionella pneumophila katB AF078110 721 aa
Magnaporthe grisea MG04337.1 (contig 2.820) 2 738 aa
Magnaporthe grisea MG09834.1 (contig 2.1888)% 786 aa
Mesorhizobium loti NC_002678 756 aa
Methanosarcina acetivorans C2A NC_ 003552 736 aa
Microbulbifer degradans ZP_00065382 766 aa
Mycobacterium bovis katG X83277 740 aa
Mycobacterium fortuitum katGl Y07865 752 aa
Mycobacterium fortuitum katGlI Y07866 733 aa
Mycobacterium intracellulare (MI85) M86741 746 aa
Mycobacterium smegmatis katG u46844 740 aa
Mycobacterium smegmatis katH AJ311851 748 aa
Mycobacterium sp. PYR-1 AAF20142 737 aa
Mycobacterium tuberculosis katG NP_336417 740 aa
Neurospora crassa CAT-2 AF459787 753 aa
Neurospora crassa NCM6H12T3 cDNA AA901970 581 pb
Neurospora crassa NCM10B4T3 cDNA BF739529 399 pb
Neurospora crassa NCM11D2T3 cDNA BF739574 286 pb
Novosphingobium aromaticivorans ZP_00096358 747 aa
Penicillium marneffei CPE1 AF537129 748 aa
Pirellula sp NP_865274 857 aa
Podospora anserina (contig 1205)3 757 aa
Pseudomonas fluorescens ZP_00086016 755 aa
Pseudomonas putida KT2440 gene for HPI NC_002947 751 aa
Pseudomonas syringae pv. tomato str.katG DC3000 AE016872 756 aa
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Catalasa-peroxidasa N° de Acceso Tamano
Ralstonia metallidurans ZP_00022082 726 aa
Rhizobium leguminosarum CAD27228.1 728 aa
Rhizobium etli AAL93241 727aa
Rhodobacter capsulatus cpeA X71420 576 aa
Rhodopseudomonas palustris NP_945782 736 aa
Salmonella typhimurium katG X53001 727 aa
Shewanella oneidensis MR-1 katG-1 NC_004347 741 aa
Shewanella oneidensis MR-1 katG-2 NC 004347 728 aa
Sinorhizobium meliloti plasmid pSymA SMa2379 NC_003037 727 aa
Streptomyces coelicolor catC AF126956 740 aa
Streptomyces reticuli cpeB Y14317 740 aa
Synechococcus PCC6301 AF197161 720 aa
Synechococcus sp D61378 720 aa
Synechocystis sp. PCC 6803 BAA17975 754 aa
Ustilago maydis UMO03399.1 (contig 1.115) 719 aa
Vibrio cholerae NC_002505 724 aa
Vibrio parahaemolyticus BAC61796 721 aa
Vibrio parahaemolyticus BAC62111 724 aa
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 katG NC_ 003919 756 aa
Xanthomonas campestris pv. campestris katG NC_003902 748 aa
Xylella fastidiosa 9a5¢ AAF85031 781 aa
Xylella fastidiosa Temecula1 cpeB NC_004556 757 aa
Yersinia pestis katY AF135170 737 aa
Yersinia pestis katG AE013690 751 aa
Yersinia pestis strain CO92 katY AJ414156 737 aa
Citocromo ¢ peroxidasa N° de Acceso’ Tamano
Neurospora crassa contig 2.195° 338 aa
Saccharomyces cerevisiae CAA44288 361 aa

' N° de acceso de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov)

a menos que indique otra fuente.

2 Fungal Genome Initiative, Broad Institute (www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fgi).

3 Institut de Génétique et Microbiologie - Université de Paris-Sud XI / CNRS,

Podospora anserina Genome Project (http:/podospora.igmors.u-psud.fr/index.html).

Tabla 8. Origen de las estructuras de las proteinas empleadas en este trabajo.

Catalasa-peroxidasa

N° de Acceso?

Burkholderia pseudomallei KatG
Burkholderia pseudomallei KatG S324T
Escherichia coli HPI (dominio C-terminal)
Haloarcula marismortui

Mycobacterium tuberculosis KatG
Synechococcus PCC 7942

1MWV
1X7U
1U2J - L
1ITK
18J2
1UB2

' N° de acceso de la base de datos del PDB (Protein Data Bank).
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APENDICE 2.

Prediccién de la localizacién celular de la CAT-2 con base en su secuencia

Predicciéon PSORT Il

(Prediction of protein sorting signals and localization sites in aminoacid sequences)

(http://psort.nibb.ac.jp) (Nakai y Horton, 1999)

PSORT k =9/23

17.4 %: nuclear
13.0 %: citoesqueleto

8.7 %: peroxisomal

52.2 %: citoplasmica

4.3 %: extracelular, incluyendo pared celular

4.3 %: vacuolar

Resultados de los subprogramas:

PSG: a new signal peptide prediction method
N-region: length 8; pos.chg 2; neg.chg 1
H-region: length 8; peak value 1.89
PSG score: -2.51

GvH: von Heijne's method for signal seq. recognition
GvH score (threshold: -2.1): -8.35
possible cleavage site: between 40 and 41

>>> Seems to have no N-terminal signal peptide

ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1
Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 1
Number of TMS(s) for threshold 0.5: 0
PERIPHERAL Likelihood = 2.60 (at 616)
ALOM score: -1.17 (number of TMSs: 0)

MITDISC: discrimination of mitochondrial targeting seq
R content: 2 Hyd Moment(75): 14.37
Hyd Moment(95): 11.84 G content: 4
D/E content: 2 S/T content: 3
Score: -4.41

Gavel: prediction of cleavage sites for mitochondrial preseq

R-2 motif at 42 LRQIHT

NUCDISC: discrimination of nuclear localization signals
pat4: none
pat7: PNKKKLP (5) at 377
bipartite: none
content of basic residues: 11.6%
NLS Score: -0.04

KDEL: ER retention motif in the C-terminus: none

ER Membrane Retention Signals:
KKXX-like motif in the C-terminus: NAPK

SKL: peroxisomal targeting signal in the C-terminus: none
SKL2: 2nd peroxisomal targeting signal: none

VAC: possible vacuolar targeting motif: none
RNA-binding motif: none

Actinin-type actin-binding motif:

type 1: none
type 2: none

NMYR: N-myristoylation pattern : none
Prenylation motif: none

memYQRL: transport motif from cell surface to Golgi: none

Tyrosines in the tail: none

Dileucine motif in the tail: none

checking 63 PROSITE DNA binding motifs:
Leucine zipper pattern (PS00029): *** found ***
LIDRASLLTLSAPELTALIGGL at 611
none

checking 71 PROSITE ribosomal protein motifs: none

checking 33 PROSITE prokaryotic DNA binding motifs: none

NNCN: Reinhardt's method for Cytplasmic/Nuclear
discrimination

Prediction: cytoplasmic

Reliability: 89

COIL: Lupas's algorithm to detect coiled-coil regions
total: O residues
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Predicciones TargetP V1.0 y SignalP 3.0

(CBS Prediction Servers) (www.cbs.dtu.dk/services) (Emanuelsson et al., 2000)

CAT-2
Longitud mTP' SP? oftra loc RC
753 0.291 0.032 0.773 3

'Mitocondrial (mitochondrial targeting peptide)

%Proteina de secrecion (secretory pathway signal peptide)
Prediction: Non-secretory protein
Signal peptide probability: 0.000
Signal anchor probability: 0.000

Prediccién MitoProt Il 1.0a4

(Prediction of mitochondrial targeting sequences) (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) (Claros y
Vincens, 1996)

Valores de los parametros computados
Net charge of query sequence: -13
Analysed region: 41
Number of basic residues in targeting sequence: 5
Number of acidic residues in targeting sequence: 2
Cleavage site: 34

Cleaved sequence: MSECPVRKSNVGGGGTRNHDWWPAQLRLNILRQ

Probabilidad de ser exportada a la mitocondria: 0.0193
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APENDICE 3.

La caracterizacion de las cepas cat-2R"?

Para caracterizar el fenotipo de las cepas cat-2"", seleccionamos al azar cepas de ambos

2RIP2 2RIP12

sexos de la progenie de las mutantes cat-2""?y cat- . Estas cepas (cepas cat-27"?)
fueron mas sensibles al calor (por ejemplo, fueron incapaces de crecer a 42°C) y a los
hidroperéxidos que la cepa silvestre y presentaron un desarrollo sexual prematuro (ver los
detalles mas adelante). La sensibilidad ante el calor estuvo presente en todas las cepas

2RP2y cat-2RP12 Asimismo,

seleccionadas de la descendencia (F2 y F3) de las mutantes cat-
cepas de ambos sexos de la progenie (F3) de los dos linajes (cat-2%"?y cat-2"'""*?) presentaron
el desarrollo sexual prematuro.

Se sabe que en ocasiones las mutaciones que se generan durante el proceso de RIP se
extienden a regiones aledafas (de por lo menos 900 pb) a la secuencia del ADN duplicada que
induce el RIP (Irelan et al., 1994). Asi, para demostrar que el fenotipo de las cepas cat-2~"?
es consecuencia de la ausencia de la CAT-2, se llevaron a cabo experimentos de
complementacion de las cepas mutantes con el gen cat-2 silvestre. Para ello, se construyé el
vector pCP5 que comprendié una secuencia del gen cat-2 que abarcé desde 900 pb arriba de la
region codificante hasta la secuencia de poli-adenilacion del ARNm. La integracion de este
vector se puede dirigir al locus his-3 de una cepa his-3"**""*y cuando esto ocurre se
complementa su auxotrofia de histidina (como se ha descrito con anterioridad). Con este vector
transformamos cepas cat-2¥"2: his-3 y recuperamos las transformantes protétrofas de
histidina. Sin embargo, no obtuvimos cepas en las que se restableciera el crecimiento a 42°C.
Paralelamente, se extendi6 el analisis de la segregacidn genética de las cepas mutantes cat-
2RPF2) en cruzas sexuales con la cepa silvestre y se incrementé el nimero de cepas de la
descendencia analizadas (n=40). Con este analisis encontramos que algunas cepas carentes
de la CAT-2 fueron capaces de crecer a 42°C. La frecuencia de recombinacién entre estas dos
caracteristicas fue de 12%, lo que indica que la sensibilidad al calor se debe a una mutacién en
un gen distinto de cat-2 y que éstos se localizan en el mismo cromosoma. Una de las cepas
carentes de CAT-2 que fue capaz de crecer a 42°C (cat-2""*2") fue nuevamente cruzada por
la cepa silvestre. Se observé que el 100% de su descendencia fue capaz de crecer a 42°C y el
50% careci6 de la actividad CAT-2. Dos de estas cepas (cat-2""*2) fueron caracterizadas y
ambas mostraron la misma tolerancia ante los hidroperéxidos que la cepa silvestre, o que nos
indicoé que tampoco la sensibilidad ante los hidroperéxidos fue consecuencia de la mutacion en

el gen cat-2. Por otra parte, también se evalu6 el desarrollo sexual de estas cepas y fue
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indistinguible del de las cepas silvestres. Tampoco las alteraciones del desarrollo sexual se
deben a la ausencia de la CAT-2. Asimismo, encontramos una cepa que no fue sensible a la
temperatura y que presentd el desarrollo sexual tipico de la cepa cat-2""*2F? |0 que sugiere
que estas dos caracteristicas tampoco estan ligadas.

A continuacion se detalla el fenotipo original de las cepas cat-2¥"*2F? que no fue

consecuencia de la ausencia de la CAT-2;

Las cepas cat-2"""? son sensibles al calor

El crecimiento de las cepas cat-27""? en medio MV/sacarosa-agar (1.5%) no se vio afectado
por la temperatura en un intervalo de 30 — 40°C, ni se observaron diferencias con respecto al
crecimiento de las cepas silvestres. Sin embargo, a 42°C, donde la cepa silvestre crecié

lentamente, las cepas cat-2""*? fueron incapaces de crecer (Fig. 33 Ay B).

A Wt cat-27"F? . —a— Wt 30°C B
o v Wt 40°C
£ —o— Wtd2eC
< 1 —e— cat-2RPFA 3p°C
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= ¥
c —o— cat-2R"" 42°C
£, 5
T
g
C
37°C
Tiempo
104
42°C D
A
T 8
T
€
_ RIP(F2) g
C Wit cat-2 £ Z/
*
b5 —A— Wt 40°C
. —o cat2R"™ 40°C
40°C ~/ :
0~ L B — T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo
Figura 33. Crecimiento de la cepa cat-2"""? en diferentes temperaturas. Las cepas silvestre

y cat-2RP(F2)

se inocularon por punto en medio MV/-agar con sacarosa al 1.5% (A y B) o glucosa
al 0.05% (C y D) y se incubaron en las temperaturas indicadas. (Ay C) Aspecto de los cultivos a

los 3 dias. (By D) Radio de las colonias en diferentes tiempos.



El efecto de la temperatura fue irreversible ya que cuando las cajas de cultivo se
trasladaron a 30°C después de ser incubadas 4 dias a 42°C no se observo crecimiento de las
2RIP(F2)

cepas cat- . Esto sugiri6 que el tratamiento a dicha temperatura resulta letal para estas

cepas. Asimismo, el efecto de la temperatura se intensificé cuando la sacarosa (o la glucosa)
se empled en bajas concentraciones, entre 0.03 - 0.05% las cepas cat-2R"*? fueron incapaces
de crecer incluso a 40°C (Fig. 33 C, mostrado sélo para glucosa al 0.05%).

Se evaluo el efecto de un choque térmico de 30 6 60 minutos a una temperatura letal
(48°C) o subletal (42°C) sobre los conidios germinados (6 h) y observamos que la cepa cat-
2RP(F2) fue més sensibles que la silvestre. En la figura 34 se muestra el porcentaje de
supervivencia de las cepas silvestre y cat-2%"" ante estos tratamientos. La participacién del
oxigeno en el efecto letal del choqué térmico fue determinante ya que, cuando el experimento
se llevo a cabo en tubos cerrados, no se observaron diferencias significativas en la

supervivencia de las dos cepas (no se muestra).
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Figura 34. Sensibilidad de la cepa cat-2""""? al choque térmico. Conidios de las cepas silvestre y
cat-2"""? fueron crecidos 6 h a 30°C, 1 ml del cultivo se transfirié a tubos de ensaye y se incub6
durante 30 o 60 minutos a 42°C (A), 48°C (B) o 30°C (control). Se determind la supervivencia de las

células después de los tratamientos y se expreso6 en funcion de la de los experimentos control.

Las cepas cat-2""*? son sensibles a los hidroperéxidos

Evaluamos la supervivencia de germinulas de 6 horas de las cepas cat-2R""? ante diferentes
concentraciones de tert-butil hidroperéxido y de H,O,. Observamos que la cepa mutante cat-
2RPF2) fyue mas sensible que la cepa silvestre tanto al tratamiento con el butilhidroperéxido como
al del H,0O, (Fig. 36). Las diferencias en la sensibilidad de las cepas fueron particularmente

evidentes en el intervalo de 5 - 50 mM para H,O, (Fig. 36 A) y entre 0.5 - 1 mM para el
butilhidroperéxido (Fig. 36 B).
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Figura 36. Sensibilidad de la cepa cat-2""" a los hidroperéxidos. Conidios de las cepas silvestre
y cat-2""? fueron crecidos 6 h y 1 ml del cultivo se llevé a un volumen de 2 ml con la concentracion
indicada (abscisas) de H,O, (A) o butilhidroperéxido (t-BOOH) (B). Se determiné la supervivencia de las

células después de los tratamientos y se expreso en funcién de la de experimentos control (con H,0).

La conidiacién de las cepas cat-2R"*? en metanol es ciclica

La taza de crecimiento del hongo en metanol como Unica fuente de carbono no se afecté en las
cepas mutantes cat-2""? pero se observé un patrén de conidiacién en bandas concéntricas
caracteristico del ciclo de conidiacién y crecimiento del hongo. El periodo del ciclo fue cercano
a 24 h. Para estudiar con méas detalle este fenémeno, las cepas silvestre y cat-28"*? fueron
crecidas en medio MV/metanol en condiciones de oscuridad total y comparadas con la cepa

band (bd), que es la cepa de referencia en que se ha estudiado la conidiacion circadiana (Fig.
37).

Wt cat-2%PF2) bd

Figura 37. Crecimiento de cepas de N. crassa en metanol. 1000 conidios de las cepas

silvestre, cat-2"""" y bd se inocularon en cajas con medio MV/metanol y se incubaron a 30°C

en la oscuridad (cubiertas con papel aluminio). Las cajas se fotografiaron después de 11 dias.
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Es interesante observar que la cepa bd, que habitualmente presenta un ciclo espontaneo
de conidiacion, en estas condiciones no mostré el patron definido y crecio escasamente.
Asimismo, un ciclo de conidiacién incipiente se pudo observar en la cepa silvestre. Este fue
evidente durante los primeros dias del crecimiento; sin embargo, se perdié después del tercer
dia de crecimiento. Un fenémeno de atenuacién semejante se observé en la cepa cat-277?

pero el ciclo fue méas sostenido y dur6 por lo menos 9 dias.

La formacién de peritecios durante el desarrollo sexual de las cepas cat-2"""?

2RIP(F2) - Estas

También se encontraron diferencias en el desarrollo sexual de las cepas cat-
cepas fueron fértiles en ambos sexos, como receprotas (femeninas) y donadoras (masculinas) y
tanto en cruzas homdcigas y como heterécigas. La morfologia de sus peritecios y ascosporas
fue normal y las esporas fueron viables y germinaron con la misma frecuencia que las
silvestres. Sin embargo, cuando las cepas cat-2"'"""? fungieron como receptoras, el proceso de
formacion de los peritecios ocurrié de manera prematura y en mayor cantidad.

Para estudiar el proceso de reproduccion sexual se inocularon cajas con medio SC con
1000 conidios de la cepa receptora. Los conidios fueron plaqueados para obtener cultivos a
confluencia o se inocularon por punto en el centro de las cajas para evaluar el desarrollo en
colonias concéntricas. Las colonias fueron fertilizadas después de 6 dias de crecimiento con
gotas de 10 ul de una suspension conidial (del sexo opuesto). Se determiné el nimero de
peritecios que emergid de cada area fertilizada en el transcurso de los siguientes 8 dias. Asi, 24
h después de la fertilizacion, se observaron numerosos primordios de peritecios anaranjados en
las zonas fertilizadas de la cepa cat-2R""? mientras que en la cepas silvestres éstos fueron
escasos y generalmente de menor tamafio (Fig. 38 Ay C). El proceso de formacién de los
peritecios no sélo fue prematuro, sino que el nimero de las estructuras sexuales formadas fue
mayor para las cepas cat-2"""2 a |o largo de todo el proceso. Al cabo de 8 dias, la cepa
mutante formé alrededor de 6 veces mas peritecios que las silvestres (Fig. 38 By D). El
namero de peritecios formados durante el desarrollo sexual se muestra en la figura 38 E. Este
fendmeno se observé siempre que una cepa cat-2""" actué como receptora, no importando su
sexo ni si la cruza fue homaéciga o heteréciga (Fig. 38 E, mostrado solo para las cepas mat-a

como receptoras).
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Por otra parte, evaluamos la formacion de los peritecios en diferentes regiones de
colonias concéntricas del hongo. Los cultivos inoculados por punto fueron fertilizados mediante
una suspensién de conidios que cubrié de forma homogénea la superficie de las cajas y
después de 1 semana se determiné el niumero de peritecios formados a diferentes distancias
del centro de la colonia (en un radio de 1, 2 y 3 cm). Las diferencias en el nUmero de peritecios
que formé una cepa mutante cat-27""? con respecto a la silvestre fueron evidentes en el centro
(en la parte mas vieja) de las colonias y dentro de un radio de 1 cm; sin embargo, conforme nos
acercamos a la periferia de las colonias, las diferencias fueron menos evidentes (en un radio de
2 cm) o incluso desaparecieron (mas alld de 3 cm) (Fig. 39 A, By C). Para corroborar nuestros
resultados analizamos este desarrollo a lo largo del tiempo. Las diferencias en el nUmero de
peritecios de la parte central de la colonia se observaron a lo largo de todo el proceso; en
donde, en términos generales, la cepa cat-27""2 formé nuevamente cerca de 6 veces mas
peritecios que la silvestre (Fig. 39 D). La formacién de peritecios en al region periférica de las
colonias fue semejante para ambas cepas a lo largo del proceso (Fig. 39 E).

Para determinar si esta formacién de peritecios prematura es consecuencia de un
desarrollo de protoperitecios precoz o de un desarrollo post-fertilizacion mas rapido, evaluamos
la formacién de protoperitecios antes de la fertilizacion. Observamos que la formacion de

protoperitecios ocurre antes en las cepas cat-27"2),

De hecho, en estas cepas fue posible
distinguir protoperitecios después de 5 dias de la inoculacién (Fig. 40 C), mientras que en las
silvestres no aparecieron hasta el sexto dia (Fig. 40 B).

Asimismo, evaluamos la formacion de protoperitecios en diferentes regiones de la
colonias. Para ello se determiné el nimero de protoperitecios formados a diferentes distancias
del radio de colonias inoculadas por punto. Al igual que con los peritecios, las diferencias en el
nimero de protoperitecios que forma una cepa mutante cat-2R"*? con respecto a la silvestre,
fueron evidentes en el centro de las colonias (Fig. 40 A, C y E); sin embargo, éstas se

atenuaron y desaparecieron conforme nos acercamos a la periferia de las colonias (Fig. 40 B, D
y B).
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The morphogenetic transitions of the N. crassa asex-
ual life cycle are responses to a hyperoxidant state in
which probably singlet oxygen is generated. Induc-
tion of catalase activity and catalase oxidation by sin-
glet oxygen are consequences of this recurrent hy-
peroxidant state. Here the biochemical properties
and regulation of two large monofunctional catalases
are reviewed, and a new catalase-peroxidase gene
and activity is described. Catalase-3 is associated to
growing and Catalase-1 to non-growing cells. Under
stressful conditions one of these catalases is synthe-
sized, depending on whether growth can be contin-
ued or a resistant cell has to be made. The catalase-
peroxidase Catalase-2 was possibly derived from a
bacterial enzyme. In contrast to the other catalases,
Catalase-2 had catalase and peroxidase activity.
Catalase-2 was expressed under conditions in which
vacuolization of hyphae is observed. All three en-
zymes have a chlorin in its active site instead of ferro-
protoheme IX and are resistant to molar concentra-
tions of hydrogen peroxide. These and all other
catalases tested so far are oxidized by singlet oxy-
gen, probably at the heme moiety. The catalase activ-
ity is virtually unaffected by oxidation, but the en-
zymes are probably degraded more rapidly than the
unmodified ones.

Key words: Chlorin/Fungal catalase-peroxidase/

Heme oxidation/Hyperoxidant state /Reactive oxygen
species.

Introduction: Cell Differentiation and Reactive
Oxygen Species

The ascomycete Neurospora crassa has a sexual and an
asexual life cycle. Large mononucleated dark-brown
spores, called ascospores, are produced in the sexual
cycle; small multinucleated orange spores, called coni-
dia, are produced in the asexual cycle. We have used the
asexual life cycle as a model to study cell differentiation.

Our experimental system is simple: growing hyphae in a
liquid medium are filtered and the resulting mycelial mat
is exposed directly to the air. This starts a synchronous
process of conidiation. Initially, hyphae in direct contact
with air adhere to each other in 40 min. Aerial hyphae ini-
tials are subsequently formed from adhering hyphae after
2 h of air exposure. Aerial hyphae grow and start forming
conidia at 8 -9 h after air exposure. Thus, to form conidia
from growing hyphae, three morphogenetic transitions
take place: from (1) growing hyphae to adhering hyphae,
(2) adhered hyphae to aerial hyphae, and (3) aerial hyphae
to conidia (Toledo et al., 1986). Any of the differentiated
cell structures can revert to growing hyphae when placed
in a nutrient medium.

At the start of each morphogenetic transition we have
detected a hyperoxidant state. A hyperoxidant state is
defined as an unstable, transient state in which reactive
oxygen species surpass the antioxidant capacity of the
cell (Hansberg and Aguirre, 1990; Hansberg, 1996).
Experimental data indicating the development of a hy-
peroxidant state are: specific oxidation of some enzymes
(Toledo et al., 1994), massive total protein oxidation and
degradation (Toledo and Hansberg, 1990), loss of
NAD(P)H reducing power, glutathione oxidation and glu-
tathione disulfide excretion (Toledo et al., 1991, 1995),
oxygen-dependent chemiluminescence, inhibition of
chemiluminescence and cell differentiation by antioxi-
dants (Hansberg et al., 1993), induction of antioxidant en-
zymes (Hansberg, 1996), and increase of carotenes and
other antioxidant mechanisms.

Superoxide is inevitably formed in cells mainly from
electron leakage from the respiratory chain, but also by
various oxidases, most importantly NAD(P)H oxidases
and xanthine oxidase. Superoxide is dismutated by SOD
to form hydrogen peroxide (H,O,) and dioxygen. Be-
cause superoxide does not easily cross cellular mem-
branes, there is a mitochondrial, a cytosolic and, in many
organisms, an extracellular SOD. Contrary to what is of-
ten believed, superoxide is not a very reactive com-
pound, moreover it dismutates spontaneously. H,0, is
dismutated by catalase to form two water molecules and
dioxygen. Besides catalase, catalase-peroxidases, per-
oxidases and peroxiredoxines contribute to the disposi-
tion of H,0,. Because H,0, does not react readily, it can
diffuse through the cytoplasm and into different cellular
compartments. If superoxide and H,O, are not very reac-
tive compounds, why are there so many enzymes to dis-
pose of them?
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In the presence of SOD and catalase, the superoxide
and H,0, formed are converted quantitatively into water
and dioxygen. However, if superoxide and/or H,O,
detoxification is deficient, hydroxyl radical and singlet
oxygen ('0,) are formed, which are the most reactive oxy-
gen species. Thus, the probable function of SOD and
H,0, disposing enzymes is not to eliminate these oxygen
species but to prevent formation of hydroxyl radicals and
'0,. The importance of the hydroxyl radical in oxidative
stress is well documented (Halliwell and Gutteridge,
1989). It is usually related to free metal ions, such as
Fe(ll), that loosely bind to proteins and nucleic acids
where they can participate in a Fenton reaction. Howev-
er, '0, also seems to have a role in oxidative stress.

Singlet Oxygen

A short review on '0, and its effects on cells has been
published recently (Lledias and Hansberg, 2000). The
main reactions that can generate 'O, are: (i) spontaneous
dismutation of superoxide, (ii) reaction of H,O, with su-
peroxide, catalyzed by traces of transition metal ions, (iii)
the decomposition of H,O, by many compounds, such as
hipochloride, and (iv) the decomposition of hypochloride
itself. In addition, radiation absorbance of colored com-
pounds that can transfer electron excitation to dioxygen
is also a main source of '0,. Cells have many photoactive
compounds: flavins, porphyrins, bilirubin, quinones, reti-
nal, NAD(P)H, and chlorophylls in plants. Besides pro-
ducing '0,, excited colored compounds are prone to re-
duction and generation of superoxide or other radicals.

The half-life of 0, varies according to the medium. In
air (90 ps) it is much longer than in water (3 ps). It is even
shorter inside cells (0.5 ps), where it reacts rapidly with
many different compounds. In deuterated water the half-
life of "0, increases to 68 us. Even though it has a short
life, 10, generated inside cells can have important effects
on gene transcription and metabolic regulation. '0, can
react with nucleic acids, producing mainly guanidine
adducts that can be detected as 8-hydroxydeoxyguano-
sine in a DNA hydrolysate. 'O, reacts particularly with
His, Trp, Met, and Tyr radicals of proteins. These amino
acids are good scavengers of '0,. It also forms lipid per-
oxides with unsaturated lipids. The best quenchers for
'O, are carotenes and tocopherols. The excited state of
'O, is transferred to these compounds and energy is then
dissipated to the solvent.

Catalases and Cell Differentiation

It has been shown that total protein and specific enzymes
are oxidized during the morphogenetic transitions of the
conidiation process (Toledo and Hansberg, 1990; Toledo
et al., 1994). Glutamine synthetase is specifically oxi-
dized in its active site by the in situ formation of a hydrox-
yl radical (Aguirre and Hansberg, 1986). NADPH-depend-

ent glutamate dehydrogenase is specifically oxidized
when a ferric ion on a dicarboxylic acid ligand of the
alosteric site (Aguirre et al., 1988) generates a hydroxyl
radical with H,O,. Both enzymes are inactivated and de-
graded more rapidly than the unmodified enzymes. From
these results, we asked if enzymes responsible for the re-
moval of reactive oxygen species are also oxidized by re-
active oxygen species. We have found that catalase is
specifically oxidized by 'O, (Lledias et al., 1998).

One of the main antioxidant enzymes is catalase,
which dismutates H,0, into two water molecules and O,.
Although catalases have been studied for decades, there
are many interesting still unsolved questions regarding
catalase function and structure (Zamocky and Koller,
1999; Diaz et al., 2001).

N. crassa has two large (=80 kDa monomers) cata-
lases: Cat-1, mainly in conidia, and Cat-3, in mycelia
(Chary and Natvig, 1989; S. Michan, F Lledias, J.D.
Baldwin, D.O. Natvig, and W. Hansberg, submitted). The
two genes were cloned, sequenced and the correspon-
ding catalase activities were characterized (S. Michan, F.
Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and W. Hansberg,
submitted). Both genes belong to a family of catalases
from bacteria and fungi that have a flavodoxin-like do-
main at their C-terminus (Bravo et al., 1997; Klotz et al.,
1997). The amino acid sequence of the Cat-3 N-termi-
nus indicates that this catalase is processed and excret-
ed (S. Michan, F. Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and
W. Hansberg, submitted). Homologs of Cat-3 in other
fungi also have a signal peptide and the enzyme is
processed and secreted (Calera et al.,, 1997; Garre et al.,
1998).

Cat-1 and Cat-3 catalases are present throughout the
N. crassa asexual life cycle, however, they are expressed
differentially’ (Chary and Natvig, 1989; S. Michan, F.
Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and W. Hansberg,
submitted). A large increase in catalase activity accom-
panied the appearance of each differentiated cell struc-
ture during the conidiation process. This is considered a
consequence of the recurrent hyperoxidant state during
the conidiation process. The largest increase in cat-71
mRNA and Cat-1 activity takes place during the forma-
tion of conidia. Cat-1 constitutes 0.6% of total protein in
conidia (Diaz et al., 2001} and accounts for most of the
catalase activity during germination and initiation of
growth. CatA, the Aspergillus nidulans Cat-1 homolo-
gous catalase, is also accumulated in conidia, and coni-
dia from a CatA null-mutant strain are sensitive to H,O,
(Navarro et al., 1996). This highlights the importance of
these catalases for germination under natural conditions,
where substrates such as plant material can generate
considerable amounts of H,O, through the NADPH oxi-
dase.

cat-3 mRNA accumulates during the phase of late ex-
ponential growth and in mycelia subject to stress condi-
tions, such as treatment with H,0,, paraquat, cadmium
ions, heat shock, and uric acid or NO, as sole nitrogen
source (S. Michan, F. Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig,
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and W. Hansberg, submitted). Nitrate has been shown to
induce a N. crassa catalase (Jacob, and Orme-Johnson,
1979a). cat-1 mRNA accumulates in the pre-stationary
growth phase, when nutrients in the medium are deplet-
ed, or with ethanol as the sole carbon source (S. Michan,
F. Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and W. Hansberg,
submitted). Thus, both genes are differentially regulated
during the asexual life—cycle and in response to stress.
Cat-3 activity generally increases when cells respond to
stress conditions that can be compensated rapidly to

continue growth; Cat-1 activity augments when cells re-
spond to stress that impairs growth and a resistant cell,
such as arthrospores or conidia, has to be made.

Catatase-2, a Fungal Catalase-Peroxidase
A cDNA was isolated using 3’ RACE and oligonucleotides

based on a partial cDNA sequence (NCM10B4T3) de-
posited in the GenBank database (BF739529). The amino

Neurospora ------se=--= MSECEVRK- - - SNVGEGETRNEDRNBAQLRENI EROHTPVSHPLDKDFDY AR AFKS LD YECGLKKDLTKIMTDE0DRHE 75
Aspergillng  ----—--—-- MGSNECEYSRO-NANIGGGEONNRDWWEDDLKLN T LROHNSVSNPLDKGEDY TAAFNSLDYFGLKRDLEALMTDSQDWWE 79
Burkholderia  --------- MSNEGQEBFN- - - - - HANGGGTTNRDWWPNELRLDLLSQHSSKTDELDPGFNYAEAFNSLOLDALRKDLAALMTIDSQDWWE 7
E. coli HPI MSTSDDIHNTTATGKCEFHOGGHDOSAGAGTTTRDWWENQLRVDLLNQHSNRSNPLGEDFDYRKEFSKLDY YGLKKDLKALLTESQPHNE 90
Archaeoglobus --------= MMRQGGVMVG- - - = = = ARKRWIT- - DNWENRLNEKILRON - - LONPYGEDYDYVEEVENLD I DAVIRDLKELMRSSQDRWE 71
Consensus --------- GE --- GGETTNRDWWEN LRL ILRQH SNPLD DFDY¥ AF SLDY GLKKDL ALMTDSQDWWE 55
* *
Neurospora ADFGHYGGLFIRMA!ESAGTYRVTDGRGGGGEGQQRFAPLNSWPDHVSLDKQRRL (PIHORYCNEKISWSDLLLETENVALESMGRKTRG 165
Zspergillus ADEGHYGGLF IRMAWHSAGTYRVFDERGEGGCEOORPAPLNSHEDNVSLDKARRL L NP I KOKYGSKISWADLL ILAGNVALESMGEKTEG 169
Burkholderia  ADFGHYGPLFVRMAWHESAGTYRMGDGRGGAGRGLORFAPLNSWPDNVSLOKARRLLWPIKOKYGOKISWADLLILTGDVALTTMGFKTEG 166
E. coli HPI ADWGSYAGLEIRMAERHGAGTYRS I DGRGGAGRGOORFAPLNSWEDNVSLDXARRLLWE T KOKYGOKI SWADL FILAGNVALENSGERTEG 180
Archaeoglobus ADFGHYGPLFIRLAWHSAGSYRIFDGRGGARCGSIRFPPRINWPDNINLDKAIRLLWPIKKKYGRALSWADLT ILAGTVAMEDMGVKLEG 161
Consensus ADFGHYGGLFIRMAWHSAGTYR DGRGGAG GOORFAPLNSWEDNVSLDXARRLLWEIKQKYG KISWADLLILAGNVALE MGEKTEG 140
Neurospora FAGGRPDTWEADESVYRGAETTHLGNEDRY SEGQEGHEGHGVVOGDESKKQHTD I HNRDLQS BIAS SHMEL TV UNPEG - BDGIPDEVASE 254
Aspergillus FAGGRSDTHEADQSVFREGEKENLGNDVRYLNG -~ - == === m === mmmmmm ELDNPLRASHMGLIYVNPEG- ENKNPDBVLAA 233
Burkholderia  YAGGREDTWEPDRDVYWGSETTWLGGDLRYDKGGACESQHEGNAG----—---—--- RNLENPLARVOMDLIY -NPEGGEDGNPDEVAAR 243
E. coli HET FCAGREDVWEPDLDYNHEDEKAWLTHREPEA -~~~ —— === === == === mm e m s man LAKAPLGATEMGLI YVNPEG-EDHSGEPLSREA 242
Archaeoglobus FALGREDIFEPDESEDRGPEEEMLTAKRGE-K-----———-——————————— ==~~~ EELERPFAATEMGLIYVNPEG- BGGNPDPLGSAE 224
Consensus FAGGREDTWEPD SV WE E WLG RY-----------n  mmmmmemeeee- L PILAAR MGLIYVNEEG-EDGNPDEV AR 188
*
Neurcspora KDIRVTFGRMAMNDEETVALIAGGHS FGKTHCAGPTHHVGKEPEARPIBHOGLEWANS FGOGKGPOTITSGLEVITWTPTETKNGMGYLEY 344
Aspergillus KDIRITFGRMAMNDEETVALIAGGHTFGKTHGAGPATHLGKEPHGAGIBLOGLGWESGFESGTGREAITSGLEVIWTKTETKNSNQFFEY 323
Burkholderia YDIREVFGRMAMNDEETVALIAGGHAFGKTHGAGPADNVGLEPEAAGLEQDGLEWKNS FETGKGADTITSGLEVTWSDTETONGMGFFKN 333
E. coli HPI AATRATRGNMGMNDEETVALIAGGHTLGKTHEGAGETSNVEPDPEAR PIEEQCLEWAS TYGSGVGADAITSGLEVVHTOTETONSNYFFEN 232
Archaeoglobus QEIRVAFRRMGHMNDEETVALIAGECHAFPGKCEGAGEADYLGPDPSSSPIEMOGLEWKYNYGKGKGSETFISGLEVTHRSPTETKFGINYLRT 314
Consensus DIR TFGRMAMNDEETVALIAGGH FCKTHGAGPR VG ESEANPIE QGLGW FG GKG DTITSGLEVINT TOTKRG FFE 262
*

Neurospora LYKFDWEPTKSPAGANGWVAKNAEPTI PDAYDENKKKLETMLTTE I ALRMDEAYDKICRD Y LANBDKFADAFARANE KL LERDMGERTRW 434
Aspergillus LEKYDWELTKSPAGAHOYVAKCVEPFIPDPFDES IKHPERMLTTDESLEYDPEY EKT SRRELENPDOFADAFARBNFKLTERDVEEPRVLY 413
Burkholderia LFGYEWELTKSPAGAHQWVAKNAEPTIPHAHDPSKKLLFTMLITDLSLEFDEVYEKISRHFMDNEDVEADAFARANFKLTHROMGERARY 423
E. coli HPI LEKYEWVQOTRSPAGAIQFEAVDAPEI IPDPFDESKKRKPTMLVIDLTLRFDPEFEKI SRRFLNDPQAFNEAFARAWFKLTHROMGPKSRY 422
Archaeoglobus LFTYEWELEKSPAGKNQWVAKDAPEIIPDAHDENKKHRPRMLTADLALRFDPEFSKIARRFLENPEEFEKAFATANYKLTHROMGPKDCY 404
Consensus LEXYEWELTKSPAGA QWVAK AEP TPDA DESKK PTMLTTDL LEFDPEYEKISRRFL NPD FADAFARAWFKLTHRDMGPR RY 342
Neurospora IGPEVPSEILPWEDYIPPVDYQI I DDNDIARLXKEILATEVAPKKL I FVARSS AB S FRGEDKRGGANGARIRLAPONERKVEDPSTLREV 524
Aspergillus QGEEVESEVLINODEVEPLDHPVI DNDDIATLRKATILNSGT SHTDLPSTAWASAST I RGSDKRGGANGAR TRLSPOKNNKVNSQPWLSES 503
Burkholderia  LGPDVPTEELINQDPIPAVDHVLTTRN-VAPLKETILASGLSVAELVSTAWASASTFRGSDKRGGANGARIRLAPOKDNAVNEPARLAKY 512
E. coli HPI IGPEVPKEDLIWODPLEQPIYNPTEQD- I IDLKFAIADSGLSVSELVSVAWASASTFRGCOKRGGANCARLALMPQRDNDVN - - AAAVRA 509
Archaeoglobus IGKYVPEETFVWODPLERRDYELVDEKDVEELKRRILASGLSLSQOLVYFAWASASTYRNSORRGGANGARIRLKPMSVNEVNHPEELKKY 494
Consensus IGPEVP E LIWQDE B DY D DIA LK ILASGLS LVS AWASASTFRGSDKRGGENGARIRL PO W VN P L V 406
Neurcspora LAATESVEQKEND - S- SSGRKVELADLTVLGEVAALEQRS - - - - - GLVVBFTEGRNDATOEHTOVHS FTHLEPHADGFRSYGKGTKRVR- 606
Aspergillus LAALEKIQKQFND-AQSTDKRVSLADLIVEAGAASLEKRHRDAGHNVSVSFTEGRTDRTREQTDVDSENNLEP IADGFREYGRGTPRVL- 591
Burkholderia  LKVLERIQGEFNS-TQPGGKKISLADLIVIAGCAGIEQRAKRAGHDVVVPFAPGRMDASQEQTDAHSFAVLEDVADGFRNFVKGKFAVE- 600
E. celi HPT LPVLEKIQKE- - - - —- S--GKASLADI IVLAGVVGVEKRASARGLS INVEFAEGRVDARQGDOTD I EMFELLEP IADGFRNYRARLDVST- 590
Archaeoglobus IAAYEKIQOEFNEGAKGSEKRISIADLIVLGGIAAVEEAARRRAGFSVIVEFIPGRVDAQDEHVDEEFYRVIEPFADGFRNYFRYPERINE 584
Consensus LARLEKIQ EFN - S KK SIADLIVLAG R E BA AG V VPF PGR DA QEQTD SF LEP ADGFRNY G RV - 465
Neurospora = ------ TEQFLIDRASLLTLSAPELTALIGGLRVLEANYDGES YGVLIKTPGHLTNDY EVNLLD TNTAWRAADNECEVF IGYDRKTHDKK 690
Aspergillus = ------ TEDFLIDKAQLLNLS PPELTVLIGGLRVLNNNYDRENLGVFTKRPGOLTNDEFVNLLOMGVOWKPADDTNEIFIGSDRETGOAR 675
Burkholderia  ------ AEALLIDKAQLLILTAPOMIALVEGLRYLNVQTGDEKHGYFIDQRETLTVDFFRNLLDMATERKPIAG- EDTYEGRDRRTGELK 683
E. coli HPT  ------ TESLLIDKEQQLTLTARPEMIALYGEMRYLGANFDGSKNGVFIDRVEVLSNDEFVNLLDME VENKATDESKELFEGRORETGEVK 674
Archaeoglobus RDVYTTPEYFLVDKANLLTLTVREMVVLIGGMRALGANYSHEDYGVLTER BEVLSNDFFVNLLDMSVENRALDDYRYTFEGYDRKSGELR 674
Consensus = ------ TE FLIDKAQLLTLTAPEMTALIGGLRVL ANYD § GVFT REG LTNDFFVNLLDM EWKAAD E FEG DRKTGE K 534
Neurocspora WTATRADLIFGAHAELRALAEVYAAVDGEEKPKR DEVARWHKVMNEDRFDLKQEGRGQ-NAPKL - - - =~ === == - - 753

Aspergillus WKASRADLVFGSHAELRAISEVYGSSDGEAKEVKDFVAAWEKY SNLDRFDLKQTGLAQRIKPQL- - = = = = v =« = w = = 739

Burkholderia WIGTRVOLVEGSNAVLRALSEVYASADGEAKFIRDFVAAWVKVMNLDRFDLACKKRWY IDASGLPGEPALSARIQWR 760

E. coli HPI FTASRADLVEGSNSVLRAVAEVYAS SDAHEKFVKDFVARHVKUMNLDREDLL - - - = === === == == == === e e = 726
Archaeoglobus WRATRVDLILGHHDELRAVARVYGCDDAKEKFVEDEAAVCAKVMHLORFDLWRSNRKLYKEI TR 740

Consensus WTATRADLVEGSHAELRE AEVYAS DGEEKEVEDEVAAW KVMNLDREDL R L 584
Fig. 1 Comparison of caf-2 with an A. nidulans, Bacterial and Achaeal Catalase-Peroxidases.

Cat-2 from N. crassa was aligned with catalase-peroxidases from A. nidulans (CAC59821), Burkholderia cepacia (AAG60688), E. coli
(AAA24040) and Archaeoglobus fulgidus (O28050). Sequence alignment of catalase-peroxidases was performed using the Clustal W al-
gorithm and refined by eye. The internal peptide sequenced from Cat-2 is boxed. The asterisks indicate functionally important amino acids.
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acid sequence of an internal Catalase-2 peptide was in
the predicted sequence of this cDNA, demonstrating that
cat-2 encodes Catalase-2 (Cat-2). The Cat-2 genomic
seguence was obtained from the Neurospora Sequenc-
ing Project (Whitehead Institute/MIT Center for Genome
Research; www.genome.wi.mit.edu). It is in the contig
2.407 and the nearest marker is poi-2 of chromosome
VII.The comparison between the two sequences revealed
an open reading frame with no introns, which encodes a
753 amino acid protein that corresponds to a typical cata-
lase-peroxidase (Figure 1). The cat-2 sequence was de-
posited in GenBank under accession number AF459787.
Catalase-peroxidases evolved in a prokaryotic progenitor
cell by tandem duplication of an ancestral peroxidase
gene (Welinder, 1991; Zamocky et al., 2000). Important
amino acids for heme binding and for activity are con-
served (Figure 1). Catalase-peroxidases (CP) from the
fungi Septoriz tritici (Levy et al., 1992) and Penicillium sim-
plicissimus (Fraaije et al., 1996) have been characterized.
An A. nidulans CP gene-sequence is deposited in the
GenBank database. The amino acid sequence of Cat-2
has an identity of 87% with A. nidulans CP (CAC59821),
62% with Burkholderia cepacia CP (AAGE0688), 59%
with Streptomyces reticuli CP (CAA74698), 57% with
Bacillus stearothermophilus CP (P14412), and 55% with
Escherichia coli HPI (P13029). A phylogenetic tree was
constructed with 30 CP sequences from different taxa.
Figure 2 shows a phylogenetic tree made with a represen-
tative sequence of the main branches of the first three.
The Cat-2 and the A. nidulans catalase-peroxidase se-
quences diverge from the Burkhoideria branch. Thereis a
short sequence in cat-2 that is not present in most se-
guences and only partially present in the Burkholderia CP.
The sequence similarity with the bacterial enzymes (Fig-
ure 2), together with the absence of introns in both fungal

—"C Neurospora

Aspergillus
Burkholderia

—C Synechocystis
Bacillus

E. coli HPI
[ Streptomyces
—_— Mycobacterium
[ Haloarcuia
L— £ coli (plasmid)

Archaeoglobus

Fig. 2 Unrooted Phylogenetic Tree of Catalase-Peroxidases
Based on Aminc acid Sequences Generated by Maximum Par-
simony.

Catalase-peroxidases from 30 taxa were alignad using the Pro-
tein Parsimony algorithm of the PHYLIP package and a most-
parsimonious tree was generated. Then, representative taxa
from this tree were realigned and using the Exhaustive Maximum
Parsimony Algorithm in PAUP 3.0s (Swofford, 1993) the most-
parsimonious tree was found.
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Fig. 3 HPLC and Absorption Spectrum cf the Chlorin Extract-
ed from Cat-2.

Cat-2 was purified to homogeneity and its heme was exiracted
with acid acetone. (A) The Cat-2 chlorin (continuous line) and
porphyrin markers (discontinuous line) were separated in a
HPLC using a water/acetonitrile gradient (Lledias, et af., 1998).
1, coproporphyrin |; 2, Cat-2 chlorin; 3, deuteroporphyrin-IX; 4,
mesoporphyrin-1X; 5, protoporphyrin IX. (B) The spectrum of the
Cat-2 chlorin {main peak in the HPLC trace) is compared to the
spectrum of the pure protoheme IX, carried out with a photodi-
ode array (Waters).

genes, suggests a bacterial origin for these fungal cata-
lase-peroxidases.

Cat-2 was purified from conidiating cultures. The ab-
sorbance spectrum of the purified enzyme is typical for a
heme protein with a Soret peak at 405 nm. The 405/280
ratio of the purified Cat-2 was 0.45. HPLC analysis of the
prosthetic groups indicated a less hydrophobic chlorin
than protoporphyrin [X (Figure 3A). Hydrophobicity is
consistent with a two hydroxyl/two carboxylic acid por-
phyrin (Jacob and Orme-Johnson, 1979b). A relative
small peak eluting with protoporphyrin IX and other two
small peaks eluting between mesoporphyrin and
deuteroporphyrin were also observed.

The spectrum of the main peak in the HPLC trace of
the isolated Cat-2 chlorin is compared to the spectrum of
the pure protocheme [X. The Cat-2 chlorin spectrum had
maxima at 225 and 400 nm and differs from the proto-
porphyrin IX spectrum that has a small maximum at



Fig. 4 Cat-2 Activity During the N. crassa Asexual Life Cycle.
Cell extracts (150 ug protein) from different cells of the asexual
life cycle were analyzed by PAGE and zymogram of the gel
(Lledias et al., 1998). Only Cat-2 activity is shown. (A} Stationary
growth phase; (B) exponential growth phase; (C) adhered hy-
phae; (D) aerial hyphae, and (E) conidia.

404 nm (Figure 3B). Cat-2 chlorin and deuteroporphyrin
have an absorbance maximum at 400 nm but differed in
the first peak (not shown).

Purified Cat-2 has catalase and peroxidase activities.
Catalase activity was resistant to molar concentrations of
H,0,. The Michaelis-Menten kinetics gave an apparent
K, of 13.0+2.7 mm and an apparent V., of 45.6x1.9
U/ug. The calculated k., was 1.27x10° s~ "and the k_./K,,,
1.06x107 m~" 571, The peroxidase activity of Cat-2 was
1.6+0.1 U/pg with o-dianisidine (1 mm), 1.3+0.4 U/ug with
guaiacol (1 mw), 0.47+0.07 U/pg with ascorbate (0.5 mm),
and 0.13+0.01 with 3,3 —diaminobencidine (1 mm). Cat-2
did not accept NAD(P)H, glutathione or cytocrome ¢ as
substrates. The optimal pH for the catalase activity was
6.25 and 4.75 for the peroxidase activity measured with
o-dianisidine. Catalase activity was inhibited by KCN
with an lgy of 14.6 um and peroxidase activity with an |5 of
168.4 pm. Inactivation of Cat-2 by 3-amino-triazol was
slow, 50% in one hour. A monofunctional catalase like
Cat-1 is completely inactivated under these conditions
(Diaz et al., 2001).

In vivo conditions in which Cat-2 activity was observed
are shown in Figure 4. No activity could be detected dur-
ing exponential growth in minimal medium, but Cat-2
was present in the late stationary growth phase when
there is extensive hyphae vacuolization. Cat-2 activity is
induced in aerial hyphae when conidia are formed. This
occurs after Cat-3 induction and before induction of the
spore-specific Cat-1. Atthese moments the bases of aer-
ial mycelium are lysed. Thus, Cat-2 appears under condi-
tions in which hyphae show increased vacuolization, a
sign of autolysis. Some Cat-2 was also present in coni-
dia.

Catalases and Singlet Oxygen

Cat-1 was purified from aerial hyphae and conidia, cell
structures in which this catalase is accumulated. Cat-1 is
a very stable enzyme, even more than Escherichia coli
HPIl (Switala ef al., 1999). It can be stored for months
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without losing its activity. After boiling the enzyme for 70
min it only loses half of its activity. Likewise, the enzyme
resists a high concentration of denaturing agents, such
as urea and guanidine-HCI (Diaz et al., 2001). However,
during storage in the cold, we observed a shiftin the elec-
trophoretic mobility of the purified catalase, indicating a
gain of negative charges, albeit no change in molecular
weight was observed (Lledias et al., 1998). When stored
under Ar, the shift was retarded or impaired. Hydroxyl
radicals, produced by the Fenton reaction, inactivated
the enzyme but did not change its electrophoretic mobil-
ity. Superoxide produced by photosensitization of ri-
boflavin in the presence of a reducing agent had no ef-
fect. However, the electrophoretic shift was produced by
photosensitization in the absence of reducing agent, indi-
cating participation of '0.,. Light per se did not produce
any change and the presence of SOD did not impair this
modification. In contrast, different 'O, scavengers such
as His, Trp, Tyr, and 3 —amino-salicylic acid impaired the
electrophoretic shift. In a system in which only '0, was
the oxidizing agent, the different photosensitizers in-
duced the shift of electrophoretic mobility; this depended
on the wavelength of the light source (Lledias et al., 1998;
Lledias and Hansberg, 2000).

Oxidation of Cat-1 by 'O, gave rise to different con-
formers: Cat-1a is the non-modified conformer, Cat-1e is
the fully modified one, and Cat-1b, 1c and 1d are partial-
ly modified conformers {Lledias et al., 1998). Cat-1c coin-
cided in electrophoretic mobility with Cat-3, but both en-
zymes could be distinguished by two-dimensional gel
electrophoresis. In fact, the existence of Cat-3 was dis-
covered when we made a 2D-PAGE of a cell extract from
a mutant strain with low activity of Cat-1 and increased
activity of Cat-3. Antibocies against Cat-1 recognize only
the Cat-1 conformers, but not Cat-3 or Cat-2; antibodies
against Cat-3 or Cat-2 were specific for each enzyme
and did not recognize Cat-1 (Montes de Oca, 1999).

To ascertain the site of modification in the enzyme, the
chlerin from Cat-1a, Cat-1c and Cat-1e conformers were
extracted and analyzed. No changes in the polypeptides
after heme extraction could be detected. In contrast, dif-
ferent chlorins were separated by HPLC, consistent with
a three-step modification of the chlorin (Lledias, et al.,
1998). Hexa-coordination of the Cat-1 chlorin with imida-
zole or cyanide shifts the Soret peak of Cat-1a from 369
nm to 408 nm, and causes a decrease in its absorbance,
indicating a low spin asymmetric chlorin. The chlorin be-
comes more asymmetric after modification (Lledias et al.,
1998).

Purified Cat-2, Cat-3 or catalases from other organ-
isms are also oxidized by '0, (Lledias et al., 1998; S.
Michan, F. Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and W.
Hansberg, submitted). A. nidulans CatB, Saccharomyces
cerevisias catalase-T, E. coli HPII, Streptomyces coelicol-
or catalase, human and bovine catalase, sunflower and
maize catalase exhibit a shift in electrophoretic mobility
when exposed to a photosensitization reaction. '0,
quenchers, such as His or 3-amino-salicylic acid, prevent
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this. The shift in electrophoretic mobility observed in Cat-
2 and Cat-3 is much smaller than in Cat-1. The reason for
this difference is not known. Modification by dioxygen
could explain some changes in other catalases and he-
moproteins. This could be the case of the heme d formed
in E. coli HPIl and in a Penicillium vitale catalase (Loewen
et al., 1993; Murshudov et al., 1996), or the methionine
sulfone generated in Proteus mirabilis catalase (Buzy et
al., 1995).

Cat-1 was modified in vivo during conidiation and ger-
mination. Cat-2 modification was observed in the aerial
hyphae (Figure 4D). Total protein oxidation and Cat-1
modification in illuminated conidia increased within min-
utes of germination and was proportional to the intensity
of light. In germinating conidia of carotene mutant
strains, Cat-1 was modified in proportion to the carotene
content, and the number of coordinated double bonds in
the carotenes present (Lledias et al., 1999). Cat-1 was
also modified in growing wild-type mycelium treated with
paraquat, and both Cat-1 and Cat-3 were modified by
heat-shock. This in vivo modification of Cat-1 and Cat-3
was dependent on the presence of O, (S. Michan, F
Lledias, J.D. Baldwin, D.O. Natvig, and W. Hansberg,
submitted). Because 0, is the only species that induces
this modification, '0, is probably formed in cells that are
either illuminated or treated with paragquat or heat shock.

Modified Cat-1 and Cat-3 are degraded more rapidly
that the non-modified enzymes. Catalases are usually
stable enzymes; however, under stress conditions in
which catalases are oxidized, such as during germination
and conidiation, paraquat or heat shock treatment, mod-
ified catalases disappear within a few hours. At the same
time synthesis of one of the two catalases occurs. Thus
turnover of catalases is increased during stress condi-
tions (Lledias et al., 1999). The half-lives of the different
enzyme conformers is currently being investigated.

Under extreme conditions, the fully oxidized N. crassa
Cat-1e was less stable than the non-oxidized Cat-1a,
suggesting a structural change in the oxidized enzyme.
However, no gross structural changes were detected by
fluorescence emission spectra or by circular dicroism. In
contrast, the fluorescence emission spectra of the chlorin
indicated changes derived from oxidation. Cat-1a and
Cat-1e gave similar kinetic constants with 100 mm H,0O,
and behaved similarly in the presence of some inhibitors.
However, kinetic differences between enzyme conform-
ers became apparent at molar concentrations of H,O,, or
in the presence of KCN (A. Diaz, P. Rangel, M. Rivera and
W. Hansberg, unpublished).

In conclusion, morphogenetic transitions in the asexu-
al life cycle of N. crassa involve a hyperoxidant state in
which '0, is apparently generated. The fungus has four
catalase activities, three of which have been studied, two
large monofunctional catalases and the catalase-peroxi-
dase described here. The three enzymes are differential-
ly regulated during the asexual life cycle and under stress
conditions. They all have a chlorin in its active site and are
resistant to molar concentrations of H,0,. Like all cata-

lases so far tested, these three catalases are oxidized by
10,, probably at the chlorin. Oxidized catalases appar-
ently are not affected in their activity, but are likely de-
graded and re-synthetized depending on whether growth
can be reassumed or a resistant cell, such as a spore, is
made.
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ANEXOS
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Por favor marca si o no, es muy importante que contestes todos los reactivos.

©CoNo>OhwWN =

ANEXO 1

INVENTARIO DE AUTOESTIMA DE COOPERSMITH

VERSION PARA ADULTOS

Nombre

Generalmente los problemas me afectan muy poco
Me cuesta mucho trabajo hablar en publico

Si pudiera cambiaria muchas cosas de mi
Puedo tomar una decision facilmente

Soy una persona simpatica

En mi casa me enojo facilmente

Me cuesta trabajo acostumbrarme a algo nuevo
Soy popular entre las personas de mi edad

Mi familia generalmente toma en cuenta

mis sentimientos

Me doy por vencida muy facilmente

Mi familia espera demasiado de mi

Me cuesta mucho trabajo aceptarme como soy
Mi vida es muy complicada

Mis compafieros casi siempre aceptan mis ideas
Tengo mala opinién de mi misma

Muchas veces me gustaria irme de mi casa

Con frecuencia me siento a disgusto en mi trabajo
Soy menos bonita que la mayoria de la gente

Si tengo algo qué decir, generalmente lo digo

Mi familia me comprende

Los demas son mejor aceptados que yo

Siento que mi familia me presiona

Con frecuencia me desanimo en lo que hago
Muchas veces me gustaria ser otra persona

Se puede confiar muy poco en mi
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ANEXO 2

SLCS

Nombre

Indica que tan de acuerdo o no estas con los enunciados de abajo. La escala varia de total acuerdo a total desacuerdo. Lee
cada uno de los enunciados abajo y por favor trata de responder honestamente. No hay respuestas correctas o incorrectas.

Totalmente Desacuerdo Neutral De Totalmente
En Desacuerdo Acuerdo De Acuerdo

1. Debido a mis capacidades tengo mucho potencial

N

. Me siento comodo conmigo mismo. . . . . . . . .

.Notengomucho éxito. . . . . .. ... ... ... _
. Hasta el momento lo he hecho bienenlavida. . . _
. Tengo buen desempefio en la mayoria de las cosas ____
. Con frecuencia, es desagradable para mi pensar
enmimismo. . . . ... .. ...

[o20é, B~ V]

7. Tiendo a autodevaluarme. . . . . . .. ... ...
8. Me concentro en mi fortaleza. . . . . . ... ...
9. Me siento inttilaveces. . . . . ... ... ....
10. Soyunapersonacapaz. . . . . . . . . . . . ...
11.No tengo mucho de que sentirme orgulloso. . . . . o
12.Me siento seguro en el sentido de mi propio valor. .
13.Megustoamimismo. . . . . .. .. ... ... ..
14.No tengo el suficiente respeto hacia mi mismo. . . .
156.Soy talentoso. . . . . . .. ... L.
16.Me siento bien acerca de quiensoy. . . . . . . ..
17.No soy muy competente. . .. . . ... ... ...

18.Tengo una actitud negativa hacia mi mismo. . . .
19.Manejo precariamente losretos. . . . . . . . ..

20.Me desempeniio inadecuadamente en muchas
situaciones importantes. . . . . . . ... ... ..
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ANEXO 3

SESCI

Explicacion para el Método de Completar Oraciones

Se le proporciona una serie de oraciones incompletas, o fragmentos de oraciones, y
le vamos a pedir completarlas con finales gramaticalmente correctos. Por ejemplo,
puede completar el siguiente fragmento de oracién, “Cuando yo miro al cielo, yo_”,
con finales como:

“veo el cielo azul”
“veo nubes flotando por todos lados,” o
“le pido un deseo a una estrella”

Es importante para este ejercicio completar los fragmentos de oraciones lo mas
pronto posible. En otras palabras, queremos la primera respuesta que venga a su
mente sin ningun tipo de ensayo o de pensamiento previo. Para cada fragmento,
por favor responda con seis finales diferentes y gramaticalmente correctos. Si se
atora, invente un final. Estos finales inventados pueden ser ildgicos, falsos o
simplemente tontos. Es importante mantener el cuestionario en marcha durante el
ejercicio. Después de que usted ha terminado la forma completa marque estas
terminaciones inventadas con una ‘X'.

Cuando este contestando un fragmento de oracion, por favor trate de evitar finales de una
palabra o dos. Trate de incluir finales especificos y, cuando sea posible, incluya un verbo.
En otras palabras, escriba finales que sean detallados y orientados a una accién. Por
ejemplo, para el fragmento, “Una cosa que me gusta es-“, una terminacion demasiado
simple seria “mi coche” o decir “caminar”. Se prefieren finales mas detallados y orientados
a acciones como, “manejar mi coche en la carretera” o “caminar fuera en un dia soleado”.
No todas las oraciones incompletas parecen necesitar un verbo y se va a dar cuenta de
esto mientras completa los fragmentos de oraciones. Pero siempre que haya posibilidad u
oportunidad de incluir un verbo en una accién por favor hagalo.

Le pedimos que trate de escribir seis finales diferentes, pero si se encuentra
escribiendo finales similares, no se preocupe. Es mas importante la velocidad de la
respuesta que escribir finales diferentes. Para ser claro, no hay finales correctos ni
incorrectos. Lo que nosotros estamos buscando son sus respuestas personales.

Para que se familiarice con el método, trate de escribir seis finales diferentes para
las siguientes oraciones incompletas. Recuerde responder o mas pronto posible e incluir
detalles siempre que pueda. Le podra ayudar repetir la oracion incompleta mentalmente
antes de cada uno de los finales.
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Una cosa en la que pienso durante el dia es-

1.

2.

Una cosa que me digo a mi mismo antes de irme a dormir es-

1.

2.

Una nota final: Debido a que este ejercicio fue contestado rapidamente, algunos de sus
finales pueden ser confusos o vagos. Si siente que alguno de sus finales fueron confusos,
puede regresar y anadir detalles para que los finales tengan mas sentido. No es necesario
hacer esto para las dos que acabamos de completar, pero es algo que debe tener en
mente cuando haya finalizado toda la forma para completar oraciones. Esta instruccién se
incluye como un recordatorio al final de la forma.
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Forma para completar oraciones

Recuerde evitar respuestas de una o dos palabras y poner tantos detalles como pueda.
Mantenga el cuestionario en marcha, inventando finales si tiene que hacerlo. Y si lo tiene
que hacer marque con una ‘X’ estos finales inventados después que haya completado
toda la forma.

Me gusto mas a mi mismo cuando-

1. ()
2. ()

5. ()
6. ()
Confio mas en mi mismo cuando-

1. ()
2. ()

5. ()
6. ()
Algo de lo que depende mi sentido de confianza es-

1. ()
2. ()
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Algo de lo que depende mi sentido de auto-respeto es-

1. ()
2. ()

Algo de lo que depende mi sentido de competencia es-

1. ()
2. ()

Algo de lo que depende mi sentido de mi propio valor es-

1. ()
2. ()
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Algo de lo que depende mi sentido de auto-aprobacién es-

1. ()
2. ()

Debido a que este formato a sido contestado rapidamente alguno de sus finales pueden
ser demasiado vagos o generales, por ejemplo, si usted escribioé “mi relacion con mi papa”
como un final, seria util especificar que quiere decir con “mi relacion”. Otros ejemplos de
respuestas demasiados generales son “las cosas que digo”, o “las cosas que hago”. Aqui
por favor trate de especificar que es lo que usted quiere decir por “las cosas”. Al revisar
sus finales recuerde marcar Unicamente las que tuvo que inventar marcandolas con una
X.
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Si quieres ponerte en contacto conmigo, puede ser a través de mi correo
electronico:

loborojo@prodigy.net.mx
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