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RESUMEN

Como parte de sus funciones, los organismos perciben y responden a condiciones
ambientales cambiantes. La percepcion y procesamiento intracelular de estos
estimulos se lleva a cabo por circuitos moleculares que detectan y amplifican las
sefales, permitiendo la generacion de respuestas especificas. Un grupo de estos
circuitos, conocido como sistema de dos componentes (SDC), se caracteriza por
la transferencia de un grupo fosforilo de una proteina cinasa sensora de histidina
(CS), a una proteina reguladora de la respuesta (RR). En procariontes,
generalmente los SDC se encuentran organizados en pares CS-RR, esta
organizacion implica que cada CS activa a su correspondiente RR favoreciendo la
especificidad en la propagacion de la sefal asi como en la respuesta resultante. A
diferencia de lo que ocurre en los procariontes, en los hongos filamentosos se
observa una interesante variaciéon de la arquitectura de estos sistemas, que
consiste en multiples CS, una proteina intermediaria de transferencia de fosfato
(HPt) y un numero muy reducido de RR. Con este panorama, la interrogante de si
cada senal genera una respuesta especifica o diversos estimulos resultan en la
misma respuesta, permanece incierta. Para explorar ambas posibilidades usamos
como modelo de estudio al hongo filamentoso Neurospora crassa que tiene once
CS, una proteina HPt, y dos RR. En este trabajo evaluamos mediante la
caracterizacién fenotipica de cepas mutantes de N. crassa en las proteinas
involucradas en los SDC, la participacion de este grupo de proteinas de
sefalizacion en la regulacion de algunos procesos de diferenciacion y desarrollo,
asi como su papel en la respuesta a diferentes fuentes de estrés. Nuestros
resultados demuestran, que diferentes condiciones ambientales son percibidas a
través de CS y RR particulares que activan respuestas especificas. Ademas
indican que algunas de estas CS regulan procesos de desarrollo de forma

independiente al fosforrelevo con los RR.



ABSTRACT

The ability to respond to a vast array of environmental signals is vital for the growth
and survival of microorganisms. The sensing and processing of these signals are
carried out by molecular circuits within the cell, which detect, amplify and integrate
these signals into a specific response. In prokaryotes, these molecular circuits
based on the phosphotransfer between sensor kinase (SK) and response regulator
(RR) proteins are typically organized by protein pairs that belong to the large family
of two-component systems (TCS). This organization implies the activation of one
RR by its cognate SK, favoring specificity. In contrast, in filamentous fungi multiple
SK appears to rely signals to one intermediary protein (HPt) and a few RR. This
scenario raises the question of whether each signal produces a specific output or if
by the contrary many inputs could generate the same output. To explore this
question we used Neurospora crassa as a model because it shows eleven SK, one
HPt protein and two RR. In this work we evaluate the involvement of N. crassa
TCS proteins in the regulation of developmental processes and stress responses.
Our results demonstrate that different environmental stimuli are sensed by
particular SK and generate specific responses. In addition they indicate that some
SK regulate developmental processes independent of the phosphorelay pathway.
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INTRODUCCION

Para sobrevivir, los organismos deben ajustar su fisiologia en respuesta a
multiples parametros ambientales entre los que destacan; cambios en la
disponibilidad y el tipo de nutrientes, fluctuaciones de temperatura, variaciones en
la cantidad y calidad de luz, oscilaciones en la osmolaridad, competencia por los
recursos, entre otras. Todas estas variaciones ejercen una presion selectiva y por
lo tanto las posibilidades de supervivencia de un organismo, dependen de su
capacidad para responder en forma rapida y precisa. La adaptacion a estos
cambios esta estrechamente ligada a la correcta percepcion y transmisién de los
estimulos asi como a la generacidon de respuestas apropiadas y por lo tanto no es
extrafio que a lo largo de la evolucion se hayan seleccionado sofisticados
mecanismos de transduccion de sefales. Dada la enorme diversidad de
informacion proveniente del ambiente, existe también una gran variedad de
circuitos de transduccion de sefiales. En eucariontes, por ejemplo, abundan las
cascadas de sefializacion que involucran la fosforilacion consecutiva de proteinas
generalmente en residuos de treonina, tirosina y serina (cascadas de MAP
cinasas). A diferencia de esto ultimo, en procariontes existe una amplia red de
sensores y efectores llamados sistemas de dos componentes (SDC), que
transmiten sefales a través de la fosforilacion sucesiva de dos proteinas, una
sensora y una reguladora en residuos conservados de histidina y aspartato

respectivamente (Fig. 1) (158).
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Fig. 1 Esquema de las proteinas que forman parte de los sistemas de dos componentes.
Los sistemas de dos componentes estan constituidos por una cinasa sensora (CS) que posee
un dominio transmisor (DT) que incluye el residuo His conservado (H) y un dominio de unién a
nucledtidos, importante para la union de ATP. Los reguladores de respuesta (RR) poseen un
dominio receptor (DR) en donde se encuentra el residuo Asp fosforilable (D), ademas
normalmente poseen un dominio de uniéon a DNA tipo hélice-vuelta-hélice (HVH).

Los eventos bioquimicos necesarios para la transduccion de senales de dos
componentes, fueron establecidos por Ninfa y Magasanik para el sistema de NR
(122), un sistema de regulacion que controla la expresion genética en respuesta a
la disponibilidad de nitrogeno en Escherichia coli. Al mismo tiempo, Ausubel y
colaboradores encontraron similitudes de secuencia entre los componentes del
sistema NR y los de muchos otros sistemas bacterianos que no se habian
caracterizado a nivel bioquimico(124). Estas similitudes permitieron plantear la
posibilidad de que estos otros sistemas operaran a través de un mecanismo de
sefalizacion similar al descrito para el sistema NR. Multiples trabajos posteriores
han confirmado esta idea, y la lista de sistemas de dos componentes se ha
expandido incluyendo a cientos de sistemas distintos. Impulsado en buena medida
por informacion generada en los multiples proyectos de secuenciacion masiva, el
numero de sistemas de dos componentes sigue creciendo y numerosos articulos

de revision han sido publicados sobre este tema (19, 39, 106, 133, 158).



Sistemas de dos componentes

El paradigma de funcionamiento de los SDC incluye la transferencia consecutiva
de un grupo fosforilo entre un residuo His y un Asp presentes en dos proteinas;
una proteina cinasa sensora de histidina (CS) que comunmente se encuentra
anclada a la membrana y una proteina normalmente citosolica, conocida como
proteina reguladora de la respuesta (RR). La CS canodnica esta constituida por un
dominio sensor localizado en el extremo N-terminal y un dominio transmisor
localizado en el extremo C-terminal de la proteina. El dominio sensor monitorea el
ambiente en busqueda de estimulos y el dominio transmisor incluye grupos de
residuos esenciales para la adecuada activacion y regulacién de la actividad de la
CS. Algunos de estos residuos estan involucrados en la union a ATP (cajas G, Ny
F), la autofosforilacion (caja H), la dimerizacion o la regulacion de la actividad de
cinasa. Por su parte el RR esta constituido por un dominio receptor localizado en
el extremo N-terminal en el que sobresale el residuo de aspartato y que cataliza la
transferencia del grupo fosforilo de la histidina conservada en el dominio
transmisor de la CS. Ademas los RR poseen un dominio efector en el extremo C-
terminal. Existen diferentes dominios efectores pero la mayoria de los RR poseen
un dominio de unién a DNA por lo que actuan como reguladores transcripcionales
Fig. 2 (158). La sefializacion en los sistemas simples o candnicos inicia con la
unidn del estimulo a la CS, esta union activa la autofosforilacion de la CS en el
residuo de His conservado, posteriormente el dominio receptor del RR cataliza la
transferencia del grupo fosforilo al residuo de Asp conservado, lo que lo activa
normalmente como regulador transcripcional. Se ha descrito que la mayoria de las

CS dependiendo de la presencia de la sefal activadora del sistema, son capaces
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de actuar como cinasas o fosfatasas especificas de su RR por lo que se conocen
como CS bifuncionales. En ausencia del estimulo las CS bifuncionales catalizan la

desfosforilacion de su RR correspondiente liberando Pi al medio (Fig. 2).

CS

+ RR

Fig. 2. Paradigma de funcionamiento de los sistemas de dos componentes. El estimulo
(%) se percibe en el dominio sensor, lo que provoca la autofosforilacion dependiente de ATP,
en el residuo conservado de histidina (H). Posteriormente, el grupo fosfato se transfiere al
residuo de aspartato (D) en el RR. La fosforilacion del residuo de D causa su activacion como
factor de transcripcién. En ausencia de la sefal, la CS actua como fosfatasa por lo que el
grupo fosforilo se elimina del residuo D y se libera al medio como fosfato inorganico (Pi).

Los elementos necesarios para la transferencia del grupo fosforilo, (dominio
transmisor y dominio receptor), presentan homologia lo que ha permitido identificar
y agrupar a estas proteinas en distintos grupos filogenéticos (61). Las CS y los RR
se consideran proteinas modulares (68, 132, 159) ya que a pesar de contar con
dominios transmisores y/o receptores que exhiben una gran variedad de arreglos

(pueden presentarse aislados, en pares, o en combinacion con otros dominios asi
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como estar en una sola proteina o distribuidos en varias) (10), el mecanismo de
fosforilacion consecutiva His-Asp-His-Asp, se mantiene con todas estas
configuraciones. Inclusive se ha demostrado que para el caso de algunas cinasas
como ArcB, los dominios pueden adoptar la conformacion cataliticamente activa
aun en ausencia de union covalente entre dominios contiguos (60). Esta propiedad
ha sido muy util en la caracterizacion del mecanismo de transduccion y las
propiedades bioquimicas de este sistema (5). La arquitectura modular de estos
sistemas, ha permitido la divergencia de una amplia gama de circuitos de
sefalizacion que conservan la transferencia de grupos fosforilo entre residuos de
histidina y aspartarto como mecanismo fundamental, pero que presentan
adaptaciones del esquema basico para cumplir con una funcion de senalizacion

particular.

Ademas de los SDC hasta ahora mencionados, existen un importante numero de
sistemas conocidos como tripartitos, de fosforrelevo o hibridos, que incluyen CS
hibridas (CSH). Estas CS se caracterizan porque ademas del dominio transmisor,
tienen fusionado un dominio receptor similar al de las RR y un dominio
intermediario en la transferencia (conocido como HPt) que contiene un residuo de
histidina conservado. Se ha descrito que este dominio HPt puede encontrarse
formando parte del mismo péptido o como una proteina independiente (10).
Debido a esta particular organizacién en las CS hibridas, la transferencia del grupo
fosforilo ocurre en varios pasos consecutivos (por lo que se llama fosforrelevo),
primero entre los dominios de la CS hibrida y finalmente al dominio receptor de la

RR. El fosforrelevo inicia cuando en respuesta a la percepcién del estimulo, la CS
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se autofosforila a expensas de ATP en la histidina conservada en el dominio
transmisor primario (H1). Posteriormente, el grupo fosforilo se transfiere
consecutivamente a los residuos conservados en los dominios receptor primario
(D1), transmisor secundario (H2 o HPt) y finalmente al Asp conservado en el
dominio receptor de la RR. La fosforilacién del dominio receptor propaga un
cambio conformacional que activa el dominio efector que finalmente regula la
expresion genética en respuesta al estimulo (158) (Fig. 3). En ausencia del
estimulo la RR es desfosforilada, ya sea por la misma CS (bifuncional) o por una
fosfatasa independiente apagando asi el sistema (Fig. 3). La participacion de una
fosfatasa independiente se considera una excepcion a la regla ya que la gran
mayoria de las CS son bifuncionales. Es aceptado para la gran mayoria de las CS,
que en su estado activo como cinasas funcionan al menos como dimeros y que las
reacciones de autofosforilacion y transferencia del grupo fosforilo ocurren de forma
intermolecular entre monomeros (158). A pesar de esto ultimo y como ocurre con
frecuencia, se han descrito excepciones a esta regla en las cuales la
autofosforilacion de la CS y los primeros pasos del fosforrelevo ocurren de forma

intramolecular (134).
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Fig. 3. Sistemas de dos componentes hibridos o de fosforrelevo. El estimulo (%) se
percibe en el dominio sensor de la cinasa sensora hibrida (CSH), lo que provoca la
autofosforilacion dependiente de ATP, en el residuo conservado de histidina (H) en el dominio
transmisor primario (H1). Posteriormente, el grupo fosfato se transfiere al residuo de aspartato
(D) en el dominio transmisor receptor (D1) y al dominio transmisor secundario (H2) .
Finalmente el grupo fosforilo se transfiere al residuo D conservado en el dominio receptor (D2)
del RR activandolo como factor de transcripcion. En ausencia de la sefial, la CS actua como
fosfatasa por lo que el grupo fosforilo se elimina del residuo D y mediante un fosforrelevo
reverso se libera al medio como fosfato inorganico (Pi).

Sistemas de dos componentes en procariontes

Los SDC se encuentran entre los grupos de genes mas representados en los
genomas de bacterias y tanto los genes de CS como de RR constituyen las dos
mas grandes familias de genes paralogos en bacterias (55). Analisis realizados a
partir de las secuencias gendmicas de multiples bacterias han revelado que el
numero total de SDC en un genoma tipicamente crece siguiendo una proporcion

cuadratica en relacion al tamafo del genoma (55). Los SDC estan presentes en
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864 de 899 genomas completos disponibles hasta 2011 (151). Entre los unicos
grupos que carecen de SDC se encuentran especies de Mycoplasma y
endosimbiontes como especies de Amoebophilus con genomas muy reducidos.
Por otro lado, se ha descrito la existencia de una correlacion entre el numero de
SDC con el ambiente en que los organismos se desarrollan. Asi pues,
generalmente organismos que deben sobrevivir en una gran diversidad de
ambientes destinan una importante proporcion de su genoma a genes
involucrados con la regulacidn del metabolismo asi como con circuitos de
transduccion de sefales. Como ejemplo de esto ultimo, la bacteria de vida libre
Myxococcus xanthus, conocida por su complejo desarrollo multicelular codifica
para 264 SDC (164). En contraposicion, el patégeno intracelular Mycobacterium
leprae TN, codifica solo para 10 (164). Dada la amplia distribucion de los SDC
entre diferentes grupos de bacterias es dificil rastrear con precisién el origen de
estos sistemas de sefializacion y delimitar su evolucion a través de diferentes
grupos de bacterias. Por ahora las teorias mas aceptadas indican que las
bacterias han ampliado su repertorio de SDC a través de una combinacion entre

eventos de duplicacion de genes asi como de transferencia horizontal (32).

Los SDC bacterianos se han seleccionado como circuitos de percepcion-respuesta
a una amplia variedad de condiciones entre las que pueden nombrarse:
osmolaridad (51), balance redox (105), disponibilidad de Mg?*(62), asimilacién de
nitrégeno (122, 125) o presencia de solventes (92). Ademas estan involucrados en
la regulacion de diversos procesos celulares como esporulacion (69), resistencia a

antibidticos (73), motilidad (25) o diferenciacion (81). También se han implicado en
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virulencia y colonizacion de hospederos (19). A continuacion se describen algunos
ejemplos representativos de los SDC de procariontes; un sistema simple,
prototipico o de fosfotransferencia (EnvZ/OmpR de Escherichia coli) y uno hibrido

o de fosforelevo (ArcB/ArcA de Escherichia coll).

El sistema EnvZ/OmpR de Escherichia coli

En Escherichia coli, dos porinas (OmpF y OmpC) regulan la difusion pasiva de
moléculas pequefas e hidrofébicas a través de la membrana externa, permitiendo
asi la rapida adaptacion de las células a cambios osmaticos. El sistema de dos
componentes formado por la CS EnvZ y la RR OmpR desempefia un papel crucial
en la regulacion osmotica controlando de forma reciproca la expresion de los

genes de las porinas OmpF y OmpC.

EnvZ/OmpR es un SDC formado por la CS EnvZ y el RR OmpR. EnvZ es una CS
bifuncional que regula la relacion OmpR/OmpR-P en respuesta a la osmolaridad
del medio. EnvZ es una CS prototipica de 450 aminoacidos anclada a la
membrana interna con dos hélices transmembranales en la que se distinguen
varias regiones: un extremo N-terminal corto de localizacion citoplasmica, un
dominio periplasmico de 115 aminoacidos que originalmente se creia involucrado
con la percepcion del estimulo. Posteriormente se demostré que esta regidén no es
esencial para la percepcion del estimulo en EnvZ. En mutantes en las que el
dominio periplasmico de EnvZ se elimina o se sustituye parcial o totalmente por el
dominio periplasmico de una CS no relacionada (PhoR en este caso), la

osmoregulacion y la produccion de OmpC y OmpF es indistinguible de la

16



observada para la cepa con EnvZ silvestre (94). Finalmente posee un dominio
citoplasmico grande (50) que contiene el dominio transmisor con el residuo His
conservado en la posicidon 243 (144). OmpR por su parte, es una proteina
citoplasmica que tiene el dominio receptor con el residuo de Asp conservado en la
posicion 55 (44). Ademas tiene como efector un dominio de union a DNA tipo
HVH. La fosforilacion de OmpR aumenta su afinidad por los promotores de ompF
y ompC (66) asi como su interaccion con la RNA polimerasa activando la
transcripcion. En baja osmolaridad, la actividad fosfatasa de EnvZ predomina por
lo que OmpR se encuentra mayoritariamente defosforilada, activando la expresion
de OmpF (Fig 4A). En alta osmolaridad en cambio, EnvZ se encuentra activa
favoreciendo la acumulacion de OmpR-P. En esta esa condicién se reprime la
expresion de OmpF mientras que se activa la de OmpC (Fig 4B). El mecanismo de
regulacion reciproca de los promotores de ambos genes ha sido descrito
detalladamente (176). Existen cuatro sitios F (F1, F2, F3 y F4) y tres sitios C (C1,
C2y C3) en los promotores de ompF y ompC respectivamente. Las diferencias de
afinidad de OmpR-P por estos sitios determinan la transcripcion preferencial de

ompF en condiciones de baja osmolaridad y ompC en alta.
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Fig. 4. Sistema de dos componentes EnvZ/OmpR. El sistema de dos componentes formado
por la CS EnvZ y el RR OmpR controla la expresion de los genes de las porinas OmpF y
OmpC. A. En baja osmolaridad, la actividad fosfatasa de EnvZ predomina por lo que OmpR se
encuentra mayoritariamente defosforilada, activando la expresién de OmpF. B. En alta
osmolaridad en cambio, EnvZ se encuentra activa como cinasa favoreciendo la acumulacién
de OmpR-P. En esta esa condicion se reprime la expresion de OmpF mientras que se activa la
de OmpC.

La regulacion del tamafio de los poros de difusion pasiva de la membrana externa
parece ser vital para E. coli ya que permite a la bacteria, adaptarse a dos
condiciones ambientales con claras diferencias en lo que a osmolaridad se refiere:
una en presencia de una alta concentracion de nutrientes (alta osmolaridad) en el
intestino de los animales a 37 °C y la otra con escasa fuente de nutrientes (baja
osmolaridad) cuando se encuentra como organismo de vida libre. Se ha propuesto

que en el caso de OmpF el mayor tamafno de poro es importante para la absorcion
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eficiente en medios con escasa fuente de nutrientes, mientras que el menor
tamano de poro de OmpC es importante para impedir el paso de sales biliares a
través de la membrana externa ya que pueden resultar téxicas para la bacteria

(47).

El sistema ArcB/ArcA de Escherichia coli

El sistema de dos componentes Arc (anoxic redox control) es un sistema formado
por la CS hibrida ArcB y la proteina reguladora de la respuesta ArcA. Este sistema
tiene un papel fundamental en la compleja red de regulacion que permite a las
bacterias facultativas como Escherichia coli percibir variaciones en el estado redox
del medio y adaptarse a estos cambios (71, 76-78). La CS bifuncional hibrida ArcB
esta constituida por varias regiones: un dominio periplasmico muy pequefio (16
aminoacidos), dos segmentos transmembranales que anclan la proteina a la
membrana interna y una region citoplasmica de un poco mas de 700 aminoacidos
(77-778) que incluye la region linker y los tres dominios cataliticos. La region linker
incluye varios segmentos necesarios para el adecuado funcionamiento vy
regulacion de la actividad de ArcB entre los que se encuentran un zipper de
leucinas funcional formado por las leucinas 73-80-87-94, 108-115 (126) y un
dominio PAS. ArcB es una CS hibrida con tres dominios cataliticos: en la region N-
terminal un dominio transmisor (H1) que incluye grupos de residuos conservados
H, N, G1 y G2. La caja H incluye el sitio de autofosforilacion (His 292) y las cajas
N, G1 y G2 participan en la unién de nucleétidos. Un dominio receptor (D1) de 120
aminoacidos en la parte central, con el residuo Asp conservado en la posicion 576

y un dominio de fosfotransferencia o transmisor secundario (HPt/H2) de 125
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aminoacidos con la His conservada en la posicion 717 (Fig 5) (75). ArcA esta
formada por un dominio receptor ubicado en el extremo N-terminal con el residuo
Asp conservado en la posicion 54 y un dominio de union a DNA tipo hélice-vuelta-

hélice en el C-terminal (Fig 5).
ArcB

T™M ZL PAS H1 D1 H2
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Fig. 5. Organizaciéon de dominios en el SDC ArcB/ArcA. El sistema de dos componentes
formado por la CS ArcB y la RR ArcA regula la expresion genética en la transicion
aerobiosis/anaerobiosis. ArcB tiene dos hélices transmembranales (TM) un zipper de leucinas
funcional y un dominio PAS en la region linker y tres dominios cataliticos (H1, D1 y H2). ArcA
esta formada por un dominio receptor (D2) y un dominio de unién a DNA tipo hélice-vuelta-
hélice (HVH)

En condiciones de crecimiento aerobico, ArcB se encuentra activa como fosfatasa,
al pasar a condiciones anaerdbicas, ArcB se autofosforila en una reaccion
intramolecular (134), en un proceso amplificado por metabolitos producidos en
condiciones anaerobicas como D-lactato y acetato (58, 146) y transfosforila a ArcA
mediante un fosforrelevo H292=>D576=>H717=>D54 (60, 91). ArcA fosforilado
reprime la expresion de muchos operones activos durante el metabolismo
aerobico y activa algunos operones importantes en la respiracion microaerébica y
el metabolismo fermentativo (6, 63, 97, 101). El silenciamiento del sistema ocurre
mediado también por ArcB, en ausencia de la sefial, ArcB promueve la

desfosforilacion especifica de ArcA-P mediante un fosforrelevo reverso
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D54=>H717=>D576, finalmente el grupo fosforilo se libera al medio como fosfato

inorganico (Fig. 6) (57, 135).
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Fig. 6. Fosforrelevo en el SDC ArcB/ArcA. En presencia del estimulo, ArcB se autofosforila
en el residuo His e inicia un fosforrelevo H1=>D1=>H2 (HPt). Posteriormente se transfiere el
grupo fosforilo al Asp conservado en D2. ArcA-P reprime la expresion de operones
involucrados en el metabolismo aerdbico y activa la de operones importantes para la transicion
aerobiosis/anaerobiosis.

En estudios previos, se ha demostrado que la posa de quinonas de la membrana
interna es la sefal silenciadora de la actividad cinasa de ArcB en condiciones
aerdbicas (59). La formacion de dos puentes disulfuro entre las cisteinas 180 y
241 en la region citoplasmica de ArcB es el mecanismo molecular involucrado en

este silenciamiento. Se ha demostrado que al formarse los dos puentes disulfuro,
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la actividad cinasa de ArcB se encuentra totalmente inhibida (104). Por otro lado
con base en el analisis de los potenciales redox de diferentes grupos de quinonas,
su efecto sobre la fosforilacion de ArcB, asi como experimentos que demuestran in
vivo la importancia de las menaquinonas para la activaciéon del sistema ArcB/ArcA
recientemente se ha propuesto un modelo que resume la activacion y
desactivacion de este sistema mediado por la posa de menaquinonas/ubiquinonas
(Fig. 7) (7). En condiciones de crecimiento aerobico o en la transicion de
anaerobisis a crecimiento aerdbico, las ubiquinonas (UQ/UQH;) son las quinonas
mayoritarias en la cadena respiratoria de E. coli. Debido al flujo de electrones
hacia el O, mediado por los citocromos (cit), la posa de ubiquinona se mantiene en
estado oxidado, permitiendo la transferencia de electrones de las cisteinas
reducidas de ArcB a UQ. Esto resulta en la formacion de dos puentes disulfuro y el
silenciamiento inmediato de la actividad cinasa de ArcB. En condiciones de
crecimiento microaerdbico o en la transicion de aerobiosis a anaerobiosis, la posa
de quinonas es gradualmente sustituida por menaquinonas (MQ/MQH.). El bajo
potencial redox del par MQ/MQH, permite la transferencia de electrones del
menaquinol (MQH) a los residuos de cisteina de ArcB lo que resulta en la ruptura
de los puentes disulfuro y por lo tanto en la activacion de la actividad cinasa de
ArcB. La posa de menaquinol se restablece por el flujo de electrones de las NADH

deshidrogenasas (NDH) (Fig. 7).
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Fig. 7. Regulacion de la CS ArcB. Reproducida de (7). La CS ArcB se inactiva durante la
transicion anaerobiosis/aerobiosis a través de la formacion de los puentes disulfuro entre las
cisteinas 180 y 241. En la transiciébn aerobiosis/anaerobiosis, la ruptura de los puentes
disulfuro lleva a la activacién de ArcB.

Sistemas de Dos Componentes en eucariontes

A pesar de que estos sistemas de transduccion se describieron originalmente en
procariontes y han sido establecidos como uno de los mecanismos de
sefalizacion mas frecuentes en bacterias, su existencia no es exclusiva de
procariontes. Hace ya varios afos, fueron descritos los primeros homdlogos
eucariontes de estos sistemas de transduccion y hasta la fecha se han descrito y
caracterizado en diversos grupos de hongos, plantas y mohos (37, 98, 165, 171,
172). De acuerdo con este analisis y con todo lo descrito previamente en otros
estudios, este grupo de proteinas no se encuentra en ninguno de los linajes de los
metazoos. A partir de analisis filogenéticos de la distribucion de SDC en genomas
eucariontes se ha llegado a la conclusion de que la adquisicion de SDC ocurrié en
multiples eventos independientes de transferencia horizontal de bacterias a

eucariontes antes de la division en los tres grandes dominios (89).
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En eucariontes los SDC presentan una gran variedad de modificaciones y
adaptaciones entre las que se incluyen el predominio de CS hibridas en
practicamente todos los SDC descritos (171). Por otro lado, a diferencia de lo que
ocurre en gran parte de los sistemas bacterianos, las CS eucariontes son
mayoritariamente citosdlicas. Ademas, en todos los SDC eucariontes, para
completar el fosforrelevo de CS a RR es necesaria la participacion de una proteina
intermediaria con un dominio HPt similar al que en gran parte de los sistemas
bacterianos se encuentra fusionado a las CS hibridas, solo que en este caso se
encuentra como una proteina independiente. Este arreglo de los dominios
involucrados en el fosforrelevo se encuentra conservado en diferentes grupos de
eucariontes (151, 171). Finalmente a nivel de los RR también existen
modificaciones importantes. En diversos eucariontes se ha descrito que algunos
RR en su estado fosforilado en lugar de unirse directamente al DNA y modificar la
expresion de sus genes blanco, regulan la actividad de otros sistemas de
sefalizacion tipicos de eucariontes como las MAPK. Como ejemplo, la via de
respuesta a estrés osmoético formada por las proteinas SIn1-Ypd1-Ssk1, en
Saccharomyces cerevisiae regula la activad de la MAPK Hog1 (Fig. 8) (102). Otros
SDC que regulan la actividad de MAPK de forma similar a la de S. cerevisiae, se
han descrito en diversas especies de hongos filamentosos y levaduras (14, 38,
84). Ejemplificando también las diferencias con los SDC procariontes, se ha
descrito que en el RR Skn7 de S. cerevisiae es necesaria la presencia del dominio
receptor pero no del residuo Asp conservado (65, 95). Otras adaptaciones que se
han encontrado en eucariontes y que difieren con el paradigma descrito en SDC

procariontes incluyen el sistema hibrido RdeA-RegA de D. discoideum que regula
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los niveles de AMPc (162) y la CS hibrida DokA que puede ser regulada por
fosforilacion en un residuo de serina (127). En plantas los SDC se han
diversificado y adaptado para formar parte de diversas vias de sefializacién en
respuesta a etileno (157), citocinina (74, 129) o luz (175). También se ha descrito
que estan involucrados en procesos diversos como desarrollo de gametos,

floracion o regulacion de ritmos circadianos (103, 107).

SDC en levaduras y hongos filamentosos

A partir de los multiples proyectos de secuenciacion genémica se han descubierto
SDC en multiples levaduras, hongos dimdérficos y hongos filamentosos. Estos
circuitos de senalizacion han sido implicados en respuesta al estrés osmotico (84,
138), y oxidativo (29, 121), control del ciclo celular (9, 41), respuestas a luz
(rojo/rojo lejano) (23). También participan en la regulacion del cambio entre los
estadios de moho (no infectante) y levadura (patdégeno) en hongos dimorficos
(119) y regulan diversos procesos de virulencia en patégenos de plantas (96, 178)
y animales (15, 38, 40, 150). El numero de SDC, varia considerablemente entre
grupos. En levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans o
Schizosaccharomyces pombe existe un numero reducido, en cambio hongos
filamentosos como Neurospora crassa o Cochliobolus heterostrophus poseen un
numero significativamente mayor. Por otro lado, la presencia de CS hibridas y
proteinas de transferencia intermediaria (HPt) en los diferentes grupos de hongos,
sugiere que en estos organismos, el fosforrelevo ocurre a través de tres pasos

consecutivos H1>D1>H2(HPt)>D2(RR).
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El Sistema Sin1-Ypd1-Ssk1-Skn7 de Saccharomyces cerevisiae

El SDC mas estudiado en eucariontes es el descrito en la levadura modelo
Saccharomycces cerevisiae, constituido por la CS hibrida SIn1, la proteina
intermediaria Ypd1 y los RR Ssk1 y Skn7. El funcionamiento de este sistema ha
sido usado como modelo en otras especies, debido a la alta similitud de sus
componentes con proteinas conservadas en diversos grupos de hongos
filamentosos y levaduras. SIn1 es una CS hibrida de 1220 aminoacidos, anclada a
la membrana por dos cruces transmembranales (residuos 23 a 46 y 334 a 354).
Contiene ademas un dominio transmisor (573-928) y un dominio receptor (1089-
1210). En condiciones de baja osmolaridad SIn1 se encuentra activa como cinasa
y se autofosforila en el residuo de histidina conservado (H576) (102, 138). El grupo
fosforilo se transfiere mediante un fosforrelevo al residuo de aspartato (D1144) y
posteriormente al residuo de histidina conservado (H64) en la proteina
intermediaria Ypd1, que consta de un unico dominio similar al dominio HPt de las
CS bacterianas. Finalmente, el grupo fosforilo se transfiere de Ypd1 al residuo de
aspartato en el dominio receptor de los reguladores de respuesta Ssk1 (D554) y
Skn7 (D427). Ssk1 en su estado fosforilado, no puede interactuar con los
componentes corriente abajo en esta cascada de senalizacion y por lo tanto la via
de Hog1 se encuentra inactiva. Contrario a lo que ocurre para Ssk1, Skn7 en su
estado fosforilado, activa la expresidon de genes involucrados con la progresion del
ciclo celular y el mantenimiento de la pared celular (Fig 8) (112, 113). El
incremento en la osmolaridad y otras condiciones que reducen la turgencia celular
disminuyen la actividad cinasa de SIn1 causando la acumulacion de la forma

desfosforilada de SIn1, Ypd1 y Ssk1. En su forma no fosforilada Ssk1 interactua
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con las MAPKKKs Ssk2 y Ssk22 que fosforilan a la MAPK Hog1 activandola (Fig

8).
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Fig. 8 Funcionamiento del SDC SIn1-Ypd1-Ssk1 Skn7 de Saccharomyces cerevisiae en
condiciones de baja osmolaridad. En condiciones de baja osmolaridad, SIn1 esta activo
como cinasa por lo que fosforila a Ypd1 que fosforila a Ssk1 y Skn7. La fosforilacion de Skn7
lo activa como factor de transcripcion, a diferencia de esto ultimo, Ssk1 en su forma fosforilada
es incapaz de unirse a las MAPKKK Ssk2/22 y por lo tanto la via de Hog1 se encuentra
inactiva

Hog1-P regula la expresién de multiples genes involucrados en respuesta a estrés
osmotico como los relacionados con la sintesis de los solutos compatibles como
trehalosa y glicerol. Cabe mencionar entre las particularidades de este sistema
que su funcionamiento es inverso al de la mayoria de los sistemas de procariontes
ya que en este sistema (al menos en el caso de la rama de Ssk1-Hog) la forma no

fosforilada activa la via de sefalizacion corriente abajo. Las reacciones de
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fosforilacién-desfosforilacién de los componentes del sistema SIn1-Ypd1-Ssk1, asi
como la cinética de estas reacciones han sido bien caracterizadas, y varios
estudios proporcionan una descripcidn mas detallada de esta via (46, 70, 82, 85,

86) que se representa en las figuras 8 y 9.
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Fig. 9 Funcionamiento del SDC SIn1-Ypd1-Ssk1 Skn7 de Saccharomyces cerevisiae en
alta osmolaridad. En condiciones de alta osmolaridad, SIn1 esta inactivo como cinasa por lo
que Ypd1 Ssk1 y Skn7 se encuentran desfosforiladas. Skn7 en su estado no fosforilado no
puede unirse al DNA. Ssk1 en cambio, en su forma no fosforilada es capaz de unirse a las
MAPKKK Ssk2/22 que activan corriente abajo la via de MAPK Hog1.

SDC en otras levaduras
Ademas del sistema de respuesta a estrés osmoético de S. cerevisiae y sus
homodlogos, en levaduras como Schizosaccharomyces pombe o Candida albicans

se han caracterizado varios SDC. En S. pombe existen tres CS (29) (Mak1, Mak2
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y Mak3); una proteina HPt (Mpr1) y dos RR: Mcs4 y Prr1. Cabe mencionar que a
pesar de que los RR de este sistema son homodlogos de Ssk1 y Skn7 de S.
cerevisiae (41, 128) las CS no presentan similitud de secuencia con Sin1,
unicamente en los dominios cataliticos. Ademas ninguna de las CS de este
organismo tienen dominios transmembranales y a diferencia de SIn1 poseen un
dominio PAS. Mak2 y Mak3 ademas poseen un dominio GAF y un dominio de
cinasa de serina y treonina (29). Se sabe que los dominios PAS y GAF estan

relacionados con la percepcion de sefales redox (11, 161).

En S. pombe se ha observado que Mak2 y Mak3 transmiten sefales de estrés
oxidativo hacia el RR Mcs4 a través de Mpr1, activando la via homologa de Hog1,
llamada Spc1 o Sty1. Spc1 fosforila y activa a Atf1, que es un factor transcripcional
clave para la induccién de genes involucrados en la respuesta antioxidante (29,
121). A diferencia de Mak2 y Mak3, Mak1 no es esencial para activar Spc1 en
respuesta al estrés oxidativo sin embargo es necesaria para la expresion del gen
de la catalasa citosolica (ctt7) y de la tiorredoxina reductasa (frr7). Ademas de la
respuesta al estrés oxidativo, se ha observado que Mcs4 y Mpr1 se requieren para
controlar la transicion G2/M mediante la activacion de la MAPK Spc1 (9, 117, 118).

Prr1 ademas participa en el desarrollo sexual y asexual (118).

En C. albicans se han identificado también tres CS (CaSIn1, Chk1 y CaNik1), una
proteina HPt (CaYpd1) y dos RR homodlogos de secuencia de Ssk1 y Skn7 de S.

cerevisiae (CaSsk1 y CaSkn7). CaSIn1 es la unica proteina con regiones
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transmembranales en este organismo y es homologa en secuencia a Sin1 de S.
cerevisiae. A pesar de esto y en contraste con el fenotipo letal observado en
mutantes de esta CS en S. cerevisiae, la eliminacion de CasiIn1 es viable (116).
Ademas, a pesar de que la respuesta a estrés osmotico se regula por la via de
MAPK homologa a Hog1 (149), CasIn1 no parece estar involucrada en la
regulacion de esta via de sefalizacion. CaNik1 presenta alta identidad con NIK-
1/0S-1, una CS conservada entre los hongos filamentosos y se caracteriza por
poseer varios dominios HAMP cerca de su extremo N-terminal. Analisis
mutacionales indican que las tres CS participan en el desarrollo de hifas en
diversas condiciones de crecimiento (4, 156, 173). Por otro lado, derivado de
algunos experimentos que demuestran interacciones genéticas y redundancia
parcial entre las funciones de las tres CS, se ha sugerido que sus funciones
pudieran estar relacionadas (173). Finalmente se ha determinado que CaHK1 es
esencial para la virulencia de C. albicans en algunos modelos animales (31, 173).
En hongos dimorficos como B. dermatitis e H. capsulatum se ha demostrado que
una CS hibrida llamada DRK1, regula el dimorfismo, la transicion de micelio a

levadura y la expresion de genes relacionados con la virulencia (120).

SDC en hongos filamentosos

Ademas de los SDC descubiertos en levaduras y hongos dimorficos, homologos
de estos sistemas de sefnalizacion se han descrito en diversos hongos
filamentosos. Los SDC en este grupo de organismos se caracterizan por mostrar

una amplificacion del numero de CS comparado con los RR presentes.
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Ejemplificando la arquitectura de estos circuitos de sefalizacion, en los genomas
de Aspergillus nidulans y Neurospora crassa se observa una relacion CS:RR de
15:3 0 11:2 respectivamente (Tabla 1). Esta organizacion particular sugiere que en
este grupo de organismos, los SDC podrian integrar multiples sefiales en un

conjunto limitado de respuestas (24, 151).

Tabla 1. Sistemas de dos componentes en genomas de hongos y otros organismos

Numero de genes

Genoma
CS simple  CS hibrida HPt RR®
DT DT+DR
Escherichia coli MG1655 24 5 1 31
Arabidopsis thaliana® 1 7 5 22
Saccharomyces cerevisiae 0 1 1 2
Schizosaccharomyces pombe 0 3 1 2
Giberella moniliformis 0 16 1 3
Cochliobolus heterostrophus 0 21 1 3
Botryotinia fuckeliana 0 20 1 2
Aspergillus nidulans 0 15 1 3
Neurospora crassa 0 11 1 2

& Dominio independiente de una CS

® No se consideran los ortélogos de RIM15

° No se incluyen secuencias divergentes

A pesar de que se han descrito SDC en diversos hongos filamentosos, en la gran
mayoria de los casos no se ha estudiado detalladamente ni la funcion ni la
estructura de los SDC en este grupo de organismos. En un analisis filogenético las
CS de ascomicetos se han clasificado en 11 grandes grupos de acuerdo a la

similitud de sus secuencia (38). Muchos de estos grupos contienen CS altamente

conservadas en ascomicetos lo que sugiere que estas CS son necesarias para
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funciones basicas para la mayoria de los ascomicetos (por ejemplo la percepcién y
respuesta a cambios osmoéticos). Otros grupos incluyen CS que se han distribuido
particularmente en algunas especies indicando que posiblemente estas cinasas
han evolucionado para adaptarse a aspectos especificos del estilo de vida de

algunas especies (Fig. 10) (38).
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Fig. 10. Clasificacion de las CS presentes en hongos filamentosos. Modificada de (38).
Con base en la similitud de secuencia, las CS presentes en este grupo de organismos se
clasifican en once grupos. Muchas de estas clases se encuentran representadas en multiples
especies de ascomicetos, en algunos casos existen varias proteinas de un mismo grupo en un
genoma.

A diferencia de la gran diversidad de dominios sensores presentes en las CS de
procariontes, el repertorio de en CS de hongos filamentosos es mas reducido. A
continuacion se describen brevemente los dominios que con mayor frecuencia

forman parte de las CS en estos organismos:
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PAS/PAC
Son dominios ampliamente distribuidos en proteinas de organismos tan lejanos
filogenéticamente como arqueas, bacterias, hongos, plantas, insectos vy
vertebrados. Normalmente se encuentran en proteinas que perciben cambios en la

tension de oxigeno, el potencial redox o la luz, entre otros (161).

HAMP
Estos dominios frecuentemente se encuentran en proteinas transmembranales
gue en bacterias actuan como sensores. En estas proteinas, el dominio HAMP se
considera una region de enlace que transmite sefiales entre dominios mediante
diversos cambios conformacionales (72, 179). Por otro lado, recientemente se ha
descrito que en hongos filamentosos, repeticiones de estos dominios, actuan

como interruptor para la actividad de un grupo de CS (110).

GAF
Son dominios presentes fosfodiesterasas reguladas por GMP ciclico (cGMP),
algunas adenilil ciclasas, el factor de transcripciéon bacteriano fhlA y multiples
proteinas de sefalizaciéon en todos los reinos. A pesar de que existen sub-
divisiones de estos dominios, todos tienen en comun la union, ya sea covalente o
no covalente, de un conjunto muy diverso de pequefias moléculas reguladoras
(67).

Fitocromo

Son dominios presentes en fotorreceptores de diversos grupos de plantas
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cianobacterias y hongos que permiten la union covalente de cromoforos (bilinas)

fundamentalmente en el rango de luz roja/roja lejana (600-800nm) (145).

STK
Son dominios que tienen los sitios cataliticos conservados que permiten la

fosforilacién de proteinas en residuos de treonina/serina/tirosina.

A continuacién se enumeran y describen las funciones de las CS, HPt y RR
estudiadas en hongos filamentosos. Una de las CS altamente conservada es la
CS NIK-1/0S-1 de Neurospora crassa clasificada en el grupo Il (38). Esta
proteina citosolica posee los dominios transmisor y receptor y ademas se
caracteriza por poseer en el extremo N-terminal repeticiones del dominio HAMP (el
numero varia entre 5y 8 repeticiones dependiendo de la especie) (Fig 10). Se ha
descrito, que la eliminacion de esta CS causa un fenotipo de sensibilidad a alta
osmolaridad, resistencia a fungicidas fenilpirrélicos y diversas alteraciones en la
virulencia y la patogenicidad en varios patégenos de plantas (13, 114, 115, 168,
177) y otros hongos filamentosos. En Cochliobolus heterostrophus se ha descrito
que ademas de la cinasa ort6loga a NIK-1/0S-1, los reguladores de la respuesta
ortélogos a Ssk1 y Skn7 (Chssk1 y Chskn7 respectivamente), estan involucrados
en la resistencia a la alta osmolaridad y en la sensibilidad al fludioxonil (79). NikA,
la proteina homologa a NIK-1 en A. nidulans actua corriente arriba de los RR SrrA
y SskA en respuesta a fungicidas y para regular la esporulacién asexual, pero a
diferencia de lo que ocurre en la gran mayoria de los hongos filamentosos, es

dispensable para la respuesta a estrés osmaético y oxidativo (167). El grupo Vi
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incluye CS que en el extremo N-terminal presentan similitud con secuencias
presentes en fitocromos de plantas y cianobacterias y que permiten la unidn
covalente con bilinas. En Neurospora crassa, dos CS (PHY-1 y PHY-2) presentan
estos dominios. Ademas se ha demostrado in vitro, que un fragmento del extremo
N-terminal de PHY-2 expresado y purificado puede unirse a biliverdina o
ficocianobilina. Analisis de expresion demuestran que existen dos isoformas
resultado de splicing alternativo y que la expresion de ninguno de los transcritos
esta regulada por luz. Por otro lado se ha demostrado que PHY-1 puede
fosforilarse y que esta modificacion no altera su localizacion citoplasmica (52).
Para determinar in vivo las funciones de estas proteinas, en este mismo estudio se
construyeron cepas en las que se eliminaron phy-1, phy-2 y ambos genes.
Sorprendentemente, ninguna de las mutantes mostré alteraciones evidentes en
respuestas reguladas por luz (52) y solo presentaron cambios en la expresion de
con-10, un gen que se usa como reportero en este tipo de respuestas (130). FphA
de Aspergillus nidulans es otro miembro de este grupo de CS. Esta CS presenta
en su extremo N-terminal un dominio PAS, una secuencia de localizacion nuclear,
un dominio GAF y un dominio de fitocromo similar al que esta presente en
bacteriofitocromos (141). FphA al igual que PHY-1 y PHY-2 es capaz de unir
biliverdina in vitro, pero a diferencia de lo observado en los fitocromos de N.
crassa, in vivo FphA, actua como un sensor de luz roja y reprime la reproduccion
asexual en respuesta a este estimulo (22). Los ensayos in vitro indican que FphA
es una cinasa de histidina funcional; sin embargo, el relevo de fosfatos se lleva a
cabo independientemente de la union a biliverdina (28). FphA interactua con los

factores de transcripcion LreA y LreB, homologos de WC-1y WC-2 de N. crassa y
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ademas con el regulador VeA formando un complejo de localizacion nuclear (48,
141). LreB y VeA interactuan directamente con FphA y estas interacciones no
dependen de las condiciones de luz (140). Todos estos datos relacionan a FphA
con la respuesta a la luz y la regulacion del desarrollo, aunque aun no se ha
determinado a través de cual de los reguladores de respuesta se lleva a cabo esta
sefalizacion. El grupo 1V de CS incluye a TcsA de A. nidulans que poseen ademas
de los dominios transmisor y receptor, dos dominios PAS en su extremo N-
terminal (Fig. 10). Cepas mutantes en TcsA presentan defectos en la conidiacion;
sin embargo, estos defectos se corrigen cuando las mutantes crecen en
condiciones de alta osmolaridad o después de la propagacién sucesiva de la cepa
lo que sugiere que la funcidn de esta proteina puede ser sustituida por la de otra
CS (169). TcsB, es la CS ortéloga de SIn1 de S. cerevisiae, tiene dos dominios
transmembranales en su extremo N-terminal (Fig 6), y es capaz de complementar
una mutante en la cinasa SIn1 de S. cerevisiae. Sin embargo la ausencia de TcsB
no produce (hasta donde se sabe), ningun fenotipo en A. nidulans (54). En
algunos hongos filamentosos se ha estudiado el papel de las proteinas
intermediarias (HPt). Se ha determinado que YpdA de A. nidulans resulta esencial
ya que no es posible obtener mutantes que tengan eliminadas ambas copias del
gene ypdA (167). Este mismo fenotipo se ha sugerido por indicios genéticos en N.
crassa (16). Finalmente en diversos hongos se ha explorado el papel de los RR en
estos circuitos de sefializaciéon. En N. crassa mutantes de RRG-1 (homodlogo de
Ssk1 de S. cerevisiae) son sensibles a estrés osmotico y resistentes a fungicidas
fenilpirrdlicos. De manera similar a otras mutantes en la via de MAPK OS-1 (Aos-

4, Aos-5, Aos-2 ) la Arrg-1 no produce protoperitecios y por lo tanto se considera
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estéril como cepa receptora en una cruza (84). En la cepa silvestre los niveles de
0OS-2P se elevan en respuesta a estrés osmaético o fludioxonil, en la Arrg-1 no es
posible detectar fosforilacion (84). Analisis de una cepa con un cambio Asp-Asn en
el sitio de fosforilacion de RRG-1 indican que la fosforilacion de esta proteina es
necesaria solo para algunas de sus funciones (84). La proteina RRG-2, homdloga
de Skn7 de S. cerevisae ha sido escasamente estudiada en N. crassa, solo existe
un estudio que involucra a este RR en la respuesta a estrés oxidativo (16). En A.
nidulans, se sabe que SskA, es necesaria para la activacion de la via de MAPK
SakA (53, 87) (homdloga de Hog1) en respuesta a estrés osmoético y oxidativo.
SsrA (homologa de Skn7) también participa en la respuesta a estrés osmotico
pero esta particularmente involucrada en la respuesta a estrés oxidativo. Ambos
RR se requieren para una conidiacion normal, debido posiblemente a que en
mutantes de cualquiera de estas dos proteinas se observa una disminucion de los
niveles de mensajero de brlA (167), un gen esencial para la esporulacion asexual

en Aspergillus nidulans (1, 2, 139).

Especificidad en SDC

En los sistemas bioldgicos, un modulo se puede duplicar y modificar para ser
utilizado en un contexto celular diferente del original. Este proceso a menudo
implica la duplicacion de genes, y como consecuencia resulta la evolucion de
grandes familias de genes (35). Sin embargo, la expansién de una familia de
proteinas de sefalizacion tiene un costo, las células deben mantener la
especificidad entre las distintas vias y evitar interferencias no deseadas entre los

componentes de una via de sefalizacidn. Recientemente, derivado de los
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proyectos de secuenciacion masiva de genomas se ha revelado que las redes de
sefalizacion en las células estan formadas por un pequefio numero de familias de
proteinas de sefalizacidn repetidas y diversificadas que permiten a los organismos
ampliar sus capacidades de procesamiento de informacion sin tener que inventar
nuevas modalidades de sefalizacion. Los organismos que son capaces de
sobrevivir en un amplio rango de ambientes, en general dedican una parte
importante de su genoma a la transduccion de sefiales y la regulacion del
metabolismo. Por ejemplo, Myxococcus xanthus, una bacteria de vida libre
conocida por su complejo desarrollo multicelular y diferenciacion codifica 264
SDC. En contraste, s6lo 9 SDC estan codificados en el genoma del patégeno

humano estricto Helicobacter pylori.

Las CS y los RR son dos grandes familias de proteinas que conservan homologia
de secuencia y comparten semejanza estructural significativa. En las bacterias,
multiples SDC estan presentes simultdneamente y con patrones de localizacion
similares lo que aumenta la posibilidad de interacciones no especificas entre CS y
RR. Una serie de estudios han proporcionado pruebas de que estas interacciones
no especificas pueden ocurrir in vitro entre proteinas no correspondientes. Por
ejemplo, se ha demostrado in vitro que las CS de E.coli CheA, EnvZ y PhoR
pueden catalizar la fosforilacion de reguladores de la respuesta no

correspondientes (123, 155, 174).
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Regulacion cruzada y cross-talk

La regulacion cruzada en sistemas de dos componentes ha sido definida como el
control (bajo condiciones fisiolégicas), de un RR por un sistema de regulacion
diferente, pudiendo o no ser también un sistema de dos componentes (170). De
manera similar, el término crosstalk ha sido utilizado para describir las
interacciones entre CS y RR no correspondientes pudiendo o no causar regulacion

cruzada (Fig. 11).
cst W cS2
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Fig. 11. Fosforilaciéon no especifica en SDC. Dos CS hipotéticas (CS1 y CS2) muestran
preferencia para fosforilar a su RR correspondiente (flechas continuas), sin embargo dada la
homologia de secuencia entre homdlogos ocasionalmente pueden también interactuar
(aunque con menor afinidad) con otros RR y fosforilarlos de forma inespecifica (flechas
puntuadas).

A pesar de las similitudes y la probabilidad de interacciones inespecificas in vitro,
multiples evidencias experimentales demuestran que en condiciones fisiologicas,
los sensores y las proteinas reguladoras de la respuesta, interaccionan de forma
muy especifica. De acuerdo con esto y como se ha mencionado antes, en
condiciones fisiologicas CS y RR muestran una alta especificidad en muchos de
los casos en ambas direcciones (como cinasa y como fosfatasa). Prueba de ello
es que la regulacion cruzada en SDC se ha observado sélo después de introducir

multiples alteraciones genéticas. (Fig. 12). Ademas aun en condiciones in vitro las
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CS muestran una marcada preferencia cinética por la proteina RR correspondiente

(155).

silvestre
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Fig. 12 Especificidad en los SDC PhoR/PhoB y VanS/VanR. A. En la cepa silvestre, PhoR
muestra preferencia para fosforilar a PhoB y ademas VanS elimina la fosforilacion inespecifica
de VanR (proveniente de PhoR o acetil-P). B. En ausencia de VanS (AVanS), se incrementa la
fosforilacion inespecifica de VanR por ausencia de la actividad fosfatasa de VanS. C. En
ausencia de VanS y PhoB, se incrementa la fosforilacion inespecifica por la ausencia de
competencia con PhoR y de actividad fosfatasa de VanS.

En eucariontes, la existencia de proteinas de andamiaje, la regulacion espacial y
temporal de la expresion asi como las diferencias en los patrones de localizacion
subcelular son los mecanismos mas frecuentes para prevenir el efecto indeseable
de interferencias entre los diferentes miembros de vias de sefializacion

relacionadas (49, 153, 160). En procariontes, la especificidad de sefalizacion
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parece basarse principalmente en el reconocimiento molecular preciso entre pares

CS-RR correspondientes.

Determinantes estructurales de la especificidad CS-RR

A pesar de que existen abundantes datos bioquimicos y genéticos relacionados
con los SDC, poco se sabe sobre los factores que determinan la especificidad en
la interaccion entre pares correspondientes de CS y RR a nivel molecular.
Estudios recientes han permitido empezar a entender algunos de los factores
implicados en la especificidad en la interaccion CS-RR. Se ha demostrado por
ejemplo, que en E. coli para la pareja formada por la CS EnvZ y su regulador
correspondiente (OmpR) es suficiente mutar un subconjunto de residuos en el
dominio transmisor (EnvZ) o en el dominio receptor (OmpR), para cambiar por
completo la especificidad de la interaccion EnvZ-OmpR (34, 154). Por otro lado
con un enfoque experimental similar se han podido identificar también los residuos
determinantes de la especificidad de la interaccion CheA-CheY en el sistema
quimiotactico de Rhodobacter sphaeroides y posteriormente realizar con éxito la
reingenieria en la sefalizacion y la fosfotransferencia en este circuito de
sefalizacion (20). Por otro lado, también con base en el estudio de los elementos
estructurales que determinan la especificidad CS-RR, en un articulo recientemente
publicado se describe que uno de los factores que en mayor medida afecta los
procesos de evoluciéon de los mecanismos de sefalizacidon en bacterias es la
necesidad de evitar que ocurra cross-talk (35). Al comparar e intercambiar los
residuos que determinan la especificidad de la CS PhoR entre a y y-

proteobacterias se demostro que estos residuos estan sometidos a seleccion
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negativa y que los cambios conservados entre los grupos evitan que ocurra cross-
talk con vias de senalizacion paralogas que existen en particular en las a-
proteobacterias (35). Por otro lado con la idea de identificar residuos involucrados
en la especificidad CS-RR y debido al gran impacto que esta informacion tiene
para el mejor entendimiento y posible manipulacion de estos circuitos de
percepcion-respuesta, multiples algoritmos bioinformaticos se han desarrollado
(30, 34, 56, 111, 154). Finalmente, aunado a toda esta informacion, la resolucion
de la estructura de algunos complejos CS-RR (36) o partes de estos complejos
(20), en diferentes conformaciones ha significado un importante avance para el
entendimiento de estas interacciones y los determinantes estructurales de la

especificidad CS-RR.

Mecanismos alternativos implicados en la especificidad

Ademas de la selectividad de las CS por sus RR correspondientes, pueden existir
mecanismos complementarios para asegurar la especificidad de los SDC. Un
ejemplo de este aislamiento de elementos que podrian causar crosstalk se ha
descrito recientemente para SDC bacterianos (33). En este trabajo se describe
que en CS hibridas, los dominios de cinasa aislados muestran una marcada
disminucién de la especificidad de fosfotransferencia en comparacion con los
dominios de cinasa de CS prototipicas; y ademas que el dominio receptor que en
esta clase de CS se encuentra fusionado al dominio de cinasa, es necesario para

evitar que ocurra crosstalk en estas vias de sefalizacion.
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En eucariontes, existen numerosos ejemplos en los que la especificidad esta
dictada por la localizacion espacial y temporal de las proteinas o la presencia de
proteinas de andamiaje que dirigen y mantienen a las proteinas en regiones
especificas de la célula, evitando asi interferencia de proteinas localizadas en
otras regiones (49, 153, 160). Aun a pesar de la ausencia de compartimientos
delimitados por membrana, la localizacion subcelular podria desempefiar un papel
similar en la especificidad de los SDC procariontes. Existen diversos reportes de
CS y RR con localizaciones subcelulares diferenciales en bacterias (18, 26, 88),
aunque apenas recientemente se ha empezado a entender la relevancia de estas
diferencias con respecto a la especificidad en la sefalizacion (8). Recientemente
en Caulobacter crescentus se ha descrito un intrincado mecanismo de regulacion
del circuito de sefalizacion formado por las cinasas DivL y CckA, el regulador de
respuesta DivK y la fosfatasa de DivK, PleC en el cual la localizacion de varios de
los componentes, es clave para la progresion y sincronizacion del ciclo celular
bacteriano (163). En Caulobacter, la CS CckA es fundamental para la progresion
del ciclo celular (80), ya que regula el estado de fosforilacion de CtrA, un regulador
de respuesta esencial (142), que controla directamente la expresion de cerca de
100 genes (93) y que en células en G1, se une al origen de replicacién del
cromosoma para inhibir la replicacion del DNA (143). DivL es necesaria para la
activacion de CckA como cinasa, DivK en su forma fosforilada inhibe la actividad
de CckA uniéndose a DivL. En etapas iniciales del ciclo celular, CckA esta activa
porque DivK se encuentra en su estado no fosforilado, sin embargo en etapas
posteriores cuando los niveles de DivK fosforilado aumentan, la activacion de

CckA depende de su co-localizacidn polar con la fosfatasa de DivK, PleC. Esta co-
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localizacion crea un microambiente en el que CckA permanece activa fosforilando
a CtrA y con ello permite la progresion y regulacién normal del ciclo celular en
Caulobacter. Otro ejemplo de la importancia de la localizacién diferencial en la
sefalizacion en SDC se presenta en el sistema que regula la produccion de biofilm
en Bacillus subtilis. El regulador maestro que controla la expresion de los genes
involucrados con la sintesis de matriz es SpoOA, que es activado por fosforrelevo
mediado por multiples CS (83). En un estudio reciente se describe que las cuatro
CS (KinA, KinB, KinC y KinD) contribuyen de forma parcialmente redundante para
la formacion del biofilm. Ademas, de acuerdo a este estudio, las CS se localizan
diferencialmente formando parejas redundantes, KinA-KinB (que son redundantes
entre si) se encuentran activas principalmente en las regiones interiores (viejas) de
la colonia mientras que KinC-KinD (que también cumplen con funciones similares)
se encuentran activas en las regiones mas externas (jovenes) de la colonia (109).
Finalmente, la importancia de la localizacién subcelular de CS en procariontes se
ve reflejada también en resultados obtenidos en el laboratorio en los que la
actividad y/o sefalizacion mediada por algunos SDC, se ve afectada al eliminar
genes que codifican para proteinas de funcién desconocida pero que tienen
dominios homologos a la flotilina-1 presente en eucariontes y que recientemente
se han relacionado con la formacion de estructuras similares a balsas lipidicas en
membranas bacterianas (99). Ademas de la localizacién subcelular, la regulacion
temporal de la expresion podria también ser un mecanismo relevante en bacterias.
En la actualidad, sin embargo, no existen reportes que describan la regulacion
temporal de componentes involucrados en la sefalizacion mediada por SDC en

procariontes.
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Neurospora crassa como modelo de estudio

Neurospora crassa es un hongo herotalico (que requiere la interaccién de los dos
‘mating types” o sexos y que por lo tanto no puede autofecundarse) del phylum
Ascomicota. Es un aerobio estricto y crece vegetativamente en forma de hifas que
se ramifican formando una red conocida como micelio. Las hifas tienen una
estructura similar a un tubo parcialmente subdivido en compartimientos o septos
gue contienen muchos nucleos y permiten el movimiento de organelos y otros
componentes celulares. En la naturaleza N. crassa es un sapréfito de plantas y
tradicionalmente se ha descrito como habitante de zonas tropicales vy
subtropicales. Sin embargo existen datos que indican la penetracion de esta
especie en regiones templadas especialmente en zonas relacionadas con la

agricultura y las actividades humanas (137).

En el ciclo de vida de este organismo se observan claramente dos etapas. En su
etapa asexual, la disminucion de la cantidad de nutrientes disponibles o la
desecacion inducen en el micelio el proceso conocido como conidiacion o
macroconidiacién. Este proceso, inicia cuando a partir de las hifas basales, se
desarrollan hifas aéreas que daran origen a las conidias (esporas asexuales). Las
conidias contienen en promedio cuatro nucleos haploides y estan recubiertas de
quitina. En condiciones de humedad germinan y dan origen nuevamente a hifas
basales que se ramifican formando micelio. La fase sexual se induce (en
condiciones de laboratorio) principalmente por reduccion en la concentracion de
nitrogeno del medio. Al percibir este cambio en el medio, las hifas se diferencian y

forman una estructura especializada llamada protoperitecio. En el interior de esta
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estructura, existe una célula receptora o célula ascogonial. Debido a que N. crassa
es un hongo heterotalico, ademas de la célula receptora es necesaria la presencia
de una célula donadora. Finalmente para que se lleve a cabo la fecundacion es
necesaria la formacion de una hifa especializada llamada tricogina, que permite
que el nucleo de la célula donadora se traslade al interior del protoperitecio y
fecunde a la célula receptora. Este es el unico momento del ciclo de vida de N.
crassa en que existe diploidia, el resto de las células son haploides.
Posteriormente a partir de varias divisiones (primero meidticas y después
mitdticas), se desarrollan ocho ascosporas por cada asca, provenientes cuatro de
cada uno de los nucleos fusionados en el protoperitecio. Estas esporas son muy
resistentes y a diferencia de las conidias presentan un solo nucleo haploide. Las
ascas que contienen las ascosporas, son protegidas en estructuras llamadas
peritecios. Las ascosporas son liberadas al aire y se activan a una temperatura
aproximada de 60 °C o en presencia de furfural (aldehido derivado de
subproductos del maiz, avena o trigo y que suele usarse como materia prima para
la produccién de polimeros de uso industrial). Una vez activadas, las ascosporas

germinan formando hifas basales y finalmente micelio (Fig. 13).
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Fig. 13. Ciclo de vida de Neurospora crassa. Imagen tomada de (43). Detalles en texto

En Neurospora se han estudiado multiples respuestas a estimulos luminosos entre
las que se incluyen fototropismo de las hifas aéreas y los peritecios asi como la
eyeccion dirigida de las ascosporas liberadas del peritecio. Estas respuestas estan

correlacionadas en alguna medida con la existencia de un reloj biolégico (43).

Neurospora crassa empez6 a usarse como modelo de estudio durante la década
de 1920 y adquirié fama a partir del trabajo de Beadle y Tatum, que desarrollaron
en este modelo sus estudios de relacidn entre los genes y las proteinas que

resulté en el premio Nobel en 1958. N. crassa se ha usado como modelo en
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estudios de genética, bioquimica, biologia del desarrollo y epigenética. Su genoma
esta secuenciado y es de acceso publico desde 2003

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html).

Ademas, trabajar con N. crassa recientemente se ha facilitado, debido a los
recursos facilitados por el Fungal Genetics Stock Center (FGSC), que incluyen un
importante numero de cepas silvestres y mutantes asi como multiples

herramientas moleculares (108).

En particular, el analisis del genoma de Neurospora crassa muestra que en este
hongo existen 11 genes que codifican para CS, uno para la unica proteina

intermediaria (HPt) y dos para reguladores de respuesta candnicos (Fig. 14).

Organizacion de dominios Nombre/Cédigo
A N e e NIK-1OS-1 A HAWP
1 HT
A+t—T—FC NCUO4615/HK4
O GAF
OCO— O +H—C> PHY-1 & PAS/PAC
c O : I:l : PHY-2 O Fitocromo
o—T 1 NCU0ss20iHKs X
OO0— | - NCUO1833/NIK-2
>O—— HFC > NCU07221/HK8
—>-O01L_+HC > DCC-1
—>—1 —C NCU02057/HK7
—>—1 - H>— NCU03164/HK6
— O—__C_)— NCU01823/0X-1
1 HPT-
- O —— RRG-1
—CO—tEEE— RRG-2
A NCU07378/RIM15

Fig. 14 SDC de N. crassa. N. crassa posee once CS, una proteina intermediaria (HPT-1), dos
RR y una proteina con un DR que presenta un cambio D/E en el Asp conservado
(NCUOQ7378).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de dos componentes se distribuyen ampliamente en procariontes asi
como en diferentes grupos de hongos, plantas, mohos mucilaginosos y amebas
sociales. Notablemente, este grupo de proteinas no ha sido reportado hasta la
fecha, en ningun linaje de metazoos. Algunos de estos sistemas de sefializacion
se han caracterizado detalladamente en bacterias y hongos, como componentes
esenciales de la respuesta a diferentes fuentes de estrés y/o como reguladores

clave en procesos de desarrollo y diferenciacion.

La organizacion de estos circuitos de sefializacion muestra interesantes
modificaciones entre organismos. En los genomas de muchas bacterias se ha
observado una relaciéon cercana a 1:1 en cuanto al numero de CS comparadas
con los RR. Ademas se ha demostrado que a pesar de la alta identidad de
secuencia entre proteinas homodlogas, en muchos de estos sistemas los
componentes son capaces de discriminar e interactuar especificamente con su par
correspondiente, disminuyendo en gran medida la probabilidad de generacién de
respuestas no deseadas. En hongos filamentosos en cambio, existe un numero
mucho mayor de CS que de RR y ademas sobresale la existencia de una sola
proteina intermediaria. En particular, el analisis del genoma de Neurospora crassa
muestra que en este hongo existen 11 genes que codifican para CS, uno para la

unica proteina intermediaria (HPt) y dos para reguladores de respuesta canonicos.

Por otro lado, en este hongo se ha descrito solo un proceso (la respuesta al estrés

osmotico) en el que el papel de este grupo de proteinas es esencial. La
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arquitectura conservada entre los hongos filamentosos con multiples CS que
aparentemente convergen en HPt y escasos RR, plantea interrogantes sobre el
funcionamiento de estos circuitos de sefalizacion y su participacion en la
regulacion de multiples procesos celulares en este grupo de organismos. El
conocimiento de otros procesos regulados por los SDC de Neurospora crassa
proporcionara herramientas utiles para responder a muchas de éstas y otras

interrogantes.

HIPOTESIS

Si los SDC de Neurospora crassa participan en la regulacion de respuestas a
estrés y en procesos de desarrollo, entonces la eliminacion sencilla de CS o RR
causara fenotipos diferenciados entre las cepas mutantes y la silvestre.

Si en Neurospora crassa las CS activan vias de respuesta independientes,

entonces la eliminacion una CS no puede ser sustituida por la activacion de otra.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacion de los sistemas de dos componentes en respuestas a
diferentes fuentes de estrés, asi como en procesos de diferenciacién y desarrollo

que forman parte del ciclo de vida de Neurospora crassa.

OBJETIVOS PARTICULARES
» Caracterizar el papel de CS y RR en respuestas a diferentes fuentes de estreés.
* Evaluar la participacion de CS y RR en la regulacién de procesos de desarrollo

sexual y asexual.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas, medios, y condiciones de crecimiento
Las cepas usadas en este estudio se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2

Nombre clave mat Type Origen
74-OR23-1VA A FGSC 2489
74-ORS-6a a FGSC 4200
NCU02815/0S-1/NIK-1 a FGSC 11695
NCU04615/HK4 A Este estudio
NCU04834/PHY-1 A FGSC 11236
NCU05790/PHY-2 A FGSC 11241
NCU09520/HK5 A FGSC 11743
NCUO01833/NIK-2 A FGSC 11213
NCU07221/HK8 A FGSC 11251
NCU00939/DCC-1 a FGSC 13652
NCU02057/HK7 a FGSC 11214
NCU03164/HK6 a FGSC 11225
NCU01823/0X-1 A FGSC 12020
NCU01895/RRG-1 A FGSC 13363
NCU02413/RRG-2 A FGSC 16195
NCU07378/STK-12 a FGSC 11252
NCU06493/GNA-1 a FGSC 12370
NCU05206/GNA-3 a FGSC 11610
NCU08377/CR-1 a FGSC 11514

A menos que se indique lo contrario, los experimentos se realizaron creciendo los

cultivos a una temperatura constante de 30 °C. A continuacién se enlistan la

composicion de los medios usados en este trabajo:
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Medio “N” o Vogel

Es el medio minimo de crecimiento de Neurospora crassa y en este trabajo se uso
como medio solido o liquido con glucosa (VG) o sacarosa (VS) como fuente de
carbono. Para la preparacion de un litro se mezclan los componentes en las

cantidades indicadas y se esteriliza 15 min por autoclave.

Para 1 litro

Sales Vogel 50X 20 ml

Glucosa/sacarosa* | 100 ml (2

10X %)
H,O destilada 880 ml
Agar** 159 (1.5 %)

*La solucién 10X de sacarosa o glucosa se esteriliza por filtracion y se afade
después de la esterilizacion por autoclave.
**Solo se afnade si se desea preparar medio solido

para 1 litro de sales 50X

H20 755 ml
Citrato de Nas. 2H,0 125 ¢
KH2PO4 250 g
NH4NO3 100 g
MgSO4. 7 H,O 1049
CaCl, .2H,0 (disuelto) 59
Solucion de elementos traza | 5 ml
Solucion madre de biotina 2.5ml

Esta solucion se guarda a temperatura ambiente en botella ambar o cubierta de
aluminio y se afiaden 3 ml de cloroformo para evitar la proliferaciéon de

microorganismos.
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Para 100 ml de soluciéon de elementos traza

Acido citrico . 1H,0O 5¢
ZnS04. 7TH20 5¢
Fe(NH4)2(SO4)2. 6 H0 19
CuSO0s4. 5H,0 0.25¢
MnSO,. 1 H,O 0.05¢g
H3BO3 (anhidro) 0.05¢
Na;MoOg4. 2 H,O 0.05¢

Esta solucion se guarda a temperatura ambiente en botella ambar o cubierta de
aluminio y se afiaden 1 ml de cloroformo para evitar la proliferaciéon de

microorganismos.

Solucion madre de biotina
Disolver 5 mg de biotina en 50 ml de etanol 50% y almacenar a 4 °C

Medio FGS

Para 1 litro

Sales Vogel 50X 20 ml

FGS 10X 100 ml (2%)
H2O destilada 880 ml
Agar** 159 (1.5 %)

*La solucién 10X de FGS (fructosa/glucosa/sorbosa) se esteriliza por filtracion y se
afade después de la esterilizacion por autoclave.
**Solo se afnade si se desea preparar medio solido

FGS 10X para 500 ml

Fructosa (0.5 %) 25¢g

Glucosa (0.5 %) 25¢g

Sorbosa (20 %) 100 g
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Medio N-modificado para desarrollo sexual
Se uso el medio modificado por Russo y colaboradores (147) para el estudio del
ciclo sexual, se reduce diez veces la cantidad de NH4sNO3 (de 100 a 10 g por litro)

en las sales 50X.

Medio glucosa-arginina

Sales Vogel 50X 1X
Glucosa 0.1 %
Arginina 0.17 %
Biotina 50 ng/ml
Agar 1.5%

Germinacion

Se inocularon 1X10° esporas/ml en matraces Erlenmayer con medio VS liquido.
Los matraces se incubaron con agitaciéon durante dos horas para eliminar el efecto
de la dormancia de las esporas y se contdé con camara de Neubauer la cantidad de
esporas, considerando este valor el 100%. Después de 6 horas, se tomd otra
alicuota y cuantifico el numero de esporas con tubos germinales. Se ha
determinado que en cepas silvestres, cerca del 90 % de las esporas germinan a

este tiempo (152).

Crecimiento lineal

El crecimiento lineal se determind en tubos de vidrio de 30 cm de largo y 1.5 cm
de diametro conocidos como tubos “race”. Estos tubos se llenaron con 13 ml de
medio VS sélido y se inocularon en un extremo con esporas (5X10%) o micelio de
las cepas a estudiar. Posteriormente cada 24 horas se marcé el borde de la

colonia y se determind la tasa de crecimiento en mm/hr o cm/dia.
Crecimiento radial

Se inocularon esporas (5X10%) o micelio en crecimiento exponencial en el centro
de una caja de Petri con 20 ml de medio sdlido (con glucosa o sacarosa como
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fuente de carbono). Se monitore6 el crecimiento de la colonia cada 12 horas hasta
aproximadamente las 30 horas ya que a este tiempo la cepa silvestre llega al
borde de la caja. Hasta antes de llegar al borde de la caja se considera

crecimiento exponencial.

Cinética de produccion de conidios

Estos ensayos se realizaron en tubos de ensaye de 15X1.5 cm con 2.5 ml de
medio VG solido. Se inocularon tres tubos por cada tiempo para cada cepa con
5X10° esporas en el centro de la superficie del medio. Los tubos se incubaron a 30
°C en oscuridad y se determin6 el numero de esporas cada 12 horas por conteo

en camara de Neubauer.

Ensayos de ritmicidad circadiana

Estos ensayos se realizaron en tubos “race” con 13 ml de medio glucosa-arginina.
Los tubos se inocularon con micelio en crecimiento exponencial de las cepas a
evaluar y se dejaron 24 en luz constante para sincronizar los cultivos.
Posteriormente se incubaron a 25 °C con oscuridad constante. Cada 24 hrs. se
marco con luz de seguridad el borde de la colonia y se determind el periodo
usando la distancia entre las marcas (24 hrs) como referencia. El periodo se
calculé como el tiempo promedio que tarda cada una de las cepas en recorrer la
distancia entre el centro de una banda de conidiacion y la siguiente en al menos 3
intervalos de 24 hrs.

Cuantificacion de carotenos

La produccidon de carotenos se evalué en cajas de Petri con 20 ml de medio N-
sacarosa liquido suplementado con 0.2 % de Tween 80 para inhibir la formacion
de conidios. Las cajas se inocularon por duplicado con 1X10° esporas en el centro
de la caja y se incubaron en oscuridad durante 36 hrs. Después de este tiempo
una caja por cepa se mantuvo en oscuridad y la otra se iluminé con luz
fluorescente (855 Ilux) durante 12 hrs. A continuacion se determind la

concentracion de carotenos con un protocolo descrito (12). Brevemente el micelio
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se obtuvo, se elimind el exceso de agua y se macer6 en un mortero con nitrégeno
liquido. Posteriormente se realizaron dos extracciones: una con 1 ml de acetona,
después se evaporo la acetona y se extrajo nuevamente con 1ml de hexano.
Finalmente se determind en el espectrofotometro la cantidad de carotenos
contenidos en 0.1g de micelio leyendo la absorbancia maxima a 475nm.

Aislamiento de RNA

El RNA se extrajo con el método de Trizol a partir de micelio molido con nitrégeno
liquido en mortero. Se determiné la integridad en gel de agarosa y la
concentracion en el nanodrop. Se trato con DNAsa | libre de RNAsa (NEB,
MO303L).

RT-PCR

La sintesis de cDNA se hizo con el kit Superscript Il First strand de Invitrogen, a
partir del RNA obtenido con Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
PCR se realizé usando las siguientes condiciones: 94 5’, 25(94 30", 60 35", 72 30”)
7210,

Aislamiento de proteinas
La extraccion de proteinas se realizd a partir de micelio molido con nitrogeno
liquido en mortero, en condiciones nativas (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.1 mM
EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol o DTT). Se determind la concentracién por el
método de Bradford (27).

Actividad de catalasa en gel

Se inocularon 1X10° esporas/ml en matraces con 35ml de medio VS liquido, se
incubaron a 30°C con agitacion (200 rpm) durante 16 horas, en este punto se
afadio el volumen necesario para alcanzar una concentracion final de 10mM de
H20O2 y 600uM de tert-butil hidroperdxido (TBHP). A las dos horas del tratamiento
se obtuvo el micelio, se molié con nitrégeno liquido y se extrajeron las proteinas

en condiciones nativas. Finalmente 15ug de cada una de las muestras se corrieron
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en geles nativos y se revelo la actividad de catalasa con un método previamente
descrito (64)

Determinacion de carbonilacion de proteinas
La determinacion de carbonilacion se realizé mediante un ensayo tipo dotblot de
acuerdo a las condiciones indicadas por el fabricante (Oxyblot, Millipore).

RESULTADOS Y DISCUSION

. Resultados publicados

Barba-Ostria, C., Lledias-Martinez, F., Georgellis D. 2011. The Neurospora
crassa DCC-1, a putative histidine kinase, is required for normal sexual and
asexual development and carotenogenesis. Eukaryotic Cell, Dec;10 (12): 1733-
9. Epub 2011 Nov 4

Resumen

Los sistemas de dos componentes son circuitos de transduccion de sefales
presentes en bacterias, arqueas, plantas, mohos mucilaginosos, amebas sociales
y hongos, que regulan respuestas a diferentes fuentes de estrés y que también
participan en la regulacién de algunos procesos de diferenciacién. En este trabajo
se caracterizd una cepa que carece del gen anotado con el cédigo NCUOQ0939 en
el genoma del hongo filamentoso Neurospora crassa y que codifica para una
proteina con homologia a una cinasa sensora de histidina, a partir de este trabajo
denominada DCC-1. Al evaluar el crecimiento vegetativo de la cepa Adcc-1 se
observdé un incremento en la pigmentacion naranja por lo que se evalud la
produccion de carotenos. Se determiné que la cepa Adcc-1 produce el doble de

carotenos que produce la cepa silvestre después de ser iluminada y ademas

produce carotenos en oscuridad, condicién en la cual no se detectan carotenos en
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la cepa silvestre. Ademas de la produccion de carotenos se determind que la cepa
carente de dcc-1 produce conidios en cultivos sumergidos y a tiempos cortos en
medio rico con glucosa como fuente de carbono. En contraste, ambos procesos se
encuentran inhibidos en la cepa silvestre. Finalmente y ya que como parte del
proceso de conidiacidn es importante el desarrollo de hifas aéreas, se determiné
que la cepa Adcc-1 muestra menor elongacion de hifas aéreas. Este resultado, al
igual que la disminucion de la tasa de crecimiento lineal pueden deberse a que la
Adcc-1 activa prematuramente el programa de conidiacion. El hecho de que la
eliminacién de dcc-1 causa desrepresion de la produccion de carotenos y la
conidiacién, sugiere que en la cepa silvestre, DCC-1 actua como un regulador
negativo del desarrollo asexual. Se ha documentado ampliamente que en N.
crassa la produccion de conidios muestra un patrén ciclico regulado por el reloj
circadiano. Se ha reportado que la proteina reguladora de la respuesta RRG-1, es
parte de una de las vias que participan en la regulacion de los ritmos circadianos,
pero se desconoce que CS actua iniciando esta cascada de sefalizacion. Por lo
que se decidié evaluar la participacion de DCC-1 en la regulacion de los ritmos
circadianos. Interesantemente a diferencia de la cepa silvestre la Adcc-1, muestra
conidiacion ciclica, pero no alteracién en la duracién del periodo por lo que se
determiné que DCC-1 no participa en la regulacioén circadiana de la conidiacion,
sino que mas bien en la cepa silvestre es responsable de enmascarar este

fenotipo.

Una vez determinado el papel de esta CS en la regulacion del desarrollo asexual,

se evaluo su participacion en la regulacidon del desarrollo sexual. La cepa mutante
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puede actuar como donadora o receptora, pero como receptora muestra una
localizacion alterada de los peritecios, que en lugar de ubicarse sobre la superficie
del agar, como ocurre en la cepa silvestre, se distribuyen en el interior del medio.
Finalmente intentando disecar la(s) via(s) a través de la que DCC-1 ejerce su
efecto, buscamos cepas con fenotipos similares. Varios grupos de mutantes
mostraron similitud en uno o mas fenotipos, pero inesperadamente, las cepas que
mostraron mayor similitud a la Adcc-1 son mutantes deficientes en la produccion
de AMP ciclico (Agna-1 y Agna-3), en las que se ha determinado que la adicion
exdgena de este segundo mensajero, revierte varios fenotipos. Por este motivo,
decidimos probar el efecto de la adicion de AMPc en los fenotipos observados en
la cepa Adcc-1. Los defectos en la conidiacion prematura, la sobreproduccion de
carotenos y la elongacion de las hifas aéreas de la cepa mutante se corrigieron
con la adicion exdgena de 2 mM de AMPc. Como se ha descrito para otras
mutantes con fenotipos similares como Agna-1y Agna-3. El resto de los fenotipos
(tanto en la fase asexual como en la sexual), no se corrigen tras la adicién de
AMPc. Estos resultados indican que algunos de los efectos observados en la cepa

mutante se deben a una deficiencia en los niveles de AMPc.
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Il. Resultados no publicados

Los SDC de Neurospora crassa participan en respuestas a diferentes tipos
de estrés

La eliminaciéon sencilla de CS o RR no afecta la germinacion ni el crecimiento
lineal de la mayoria de las cepas mutantes.

La presidn selectiva para sobrevivir y propagarse en condiciones ambientales no
siempre favorables, ha llevado a diferentes organismos a perfeccionar estrategias
que incluyen la formacion de estructuras de resistencia también llamadas esporas,
que les permiten sobrevivir durante estos periodos (131). La germinacion de las
esporas asexuales (conidios) es un proceso complejo que se ha descrito
detalladamente en N. crassa (152). Inicialmente para la caracterizacion de las
cepas mutantes de CS o las RR se probé si la eliminaciéon de alguna de estas
proteinas tenia un efecto evidente sobre la germinacion. Para ello se determiné el
porcentaje de germinacion de cada una de las mutantes a las 6 hrs en medio
liquido con sacarosa como fuente de carbono y se compard con la germinacion
alcanzada por la cepa silvestre a las 6 horas en las mismas condiciones. Las
cepas mutantes no mostraron diferencias de germinacion con la cepa silvestre
(Fig. 15). Todas alcanzaron el porcentaje de germinacion normal (85% a las 6
horas) como se ha reportado previamente para la cepa silvestre (152). Esto indica
que en las condiciones analizadas, ninguna de las CS o RR tiene un papel

esencial en la regulacion del proceso de germinacion.
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Fig. 15. Germinacion de mutantes sencillas de los SDC de N. crassa. Se inocularon 1X10°
esporas/ml de las cepas mutantes en matraces con VS liquido, se incubaron a 30 °C, durante
8 horas con agitacion y se determind el porcentaje de germinacion.

También se evalud el crecimiento vegetativo de las mutantes en medio sdlido sin
estrés, con sacarosa como fuente de carbono. A excepcidn de la cepa Adcc-1
caracterizada en detalle en el articulo publicado (17), el resto de las cepas

(incluida la silvestre), crecieron a razén de 8.5 cm/dia (Fig. 16).
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Fig. 16 Crecimiento de mutantes sencillas de los SDC de N. crassa. Micelio en fase
exponencial de las cepas mutantes se inoculé en tubos “race” con medio VS, se monitoreé el
crecimiento cada 24 horas. La tasa de crecimiento se determiné calculando el promedio de
crecimiento de tres experimentos independientes + su desviacion estandar.
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OX-1 y RRG-2 son componentes esenciales de una via de respuesta a estrés
oxidativo en N. crassa

Los radicales libres de oxigeno se generan por factores ambientales y también
como subproductos del metabolismo aerdbico normal (cadena de transporte de
electrones y otros sistemas redox). Las células han desarrollado diversos
mecanismos antioxidantes (100, 166), pero a veces los radicales libres se
incrementan y se pierde el balance en la homeostasis de pro-oxidantes/anti-
oxidantes lo que puede ocasionar dafio oxidativo en proteinas, acidos nucleicos o
lipidos, entre otros componentes celulares. En algunos hongos se ha reportado la
participacion de los SDC en la regulacion de la respuesta a estrés oxidativo (16,
90, 121, 148). En N. crassa se ha descrito que la proteina reguladora de la
respuesta RRG-2 es importante para la respuesta a estrés oxidativo (16). Con
base en el paradigma de los SDC, especulamos que al menos una CS debe
participar en la percepcion del estimulo y la activacion de la cascada de
sefalizacion, sin embargo en N. crassa aun se desconoce cual de las 11 CS
activa a RRG-2 en respuesta a estrés oxidativo. Para probar esta idea, se evalu6
el efecto de la adicién de tert-butil hidroperéxido (TBHP), un perdxido organico
usado en diferentes modelos para inducir estrés oxidativo, sobre el crecimiento
vegetativo de mutantes sencillas de las 11 CS codificadas en el genoma de N.
crassa (Fig. 17). Si la hipdtesis es correcta, se esperaria que al menos una de las
cepas mutantes (la que actua corriente arriba de RRG-2) sera sensible al estrés

oxidativo.
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De acuerdo con esta hipdtesis, la cepa mutante en el gen NCU01823, que codifica
para una CS del grupo X que posee un dominio de cinasa de serina y treonina
(Fig. 14) (en adelante referida como OX-1), fue incapaz de crecer en presencia de
500uM de TBHP (Fig. 18A). También se evalud la sensibilidad de esta cepa
mediante un ensayo en medio FGS, que restringe el crecimiento y permite la
formacion de colonias aisladas. Para este ensayo se inocularon aproximadamente
150 esporas/caja de las cepas silvestre Aox-1, Arrg-1 'y Arrg-2, en cajas de Petri
con medio FGS adicionado con concentraciones crecientes (100 a 500uM) de
TBHP, las cajas se incubaron a 30 °C durante 36 hrs y para cada cepa se
comparé el numero de colonias en cada caja con la caja control sin TBHP. En
concordancia con los experimentos previos, en este ensayo se observo una mayor

sensibilidad de las cepas Aox-1y Arrg-2 (Fig. 17B).

A wit Aox-1 Arrg-1 Arrg-2

TBHP
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Fig. 18. Las cepas Aox-1y Arrg-2 son sensibles al estrés oxidativo. A. Se inoculé micelio de
las cepas wt, Aox-1, Arrg-1 and Arrg-2 en cajas con VS (-) o adicionado con 500uM of TBHP (+).
Las imagenes corresponden a 30 horas de incubacién a 30 °C B. Se inocularon conidios
(1X106/ml) de las cepas silvestre (circulos), Aox-1 (cuadros), Arrg-1 (triangulos) y Arrg-2 (triangulos
invertidos) en matraces con medio VS liquido, se incubaron 2 horas con agitacién (200 rpm),
finalmente se plaquearon en cajas con medio FGS con concentraciones crecientes de TBHP. El %
de sobrevida se determind comparando para cada cepa el niumero de colonias presentes con el
numero de colonias de la caja sin TBHP.

Dada la sensibilidad a estrés oxidativo de las cepas Aox-1, y Arrg-2, se decidio
probar en geles de acrilamida la actividad de catalasa de extractos de estas
cepas. A las 16 horas + 2 de estrés se observo que las mutantes Aox-1 y Arrg-2
no presentan actividad de catalasa-3 (la actividad mayoritaria en el micelio en
crecimiento y en estrés oxidativo ) Este resultado se repite usando como fuentes
de estrés TBHP o H»O, (Fig. 19), y permite al menos en parte, explicar la
sensibilidad de estas mutantes al estrés oxidativo como resultado de una

disminucioén de la actividad de enzimas antioxidantes.
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Fig. 19 Las cepas Aox-1 y Arrg-2 muestran menor actividad de catalasa. Se inocularon
3.5X107 esporas de la cepas silvestre, Aox-1, Arrg-1 y Arrg-2, en matraces con medio VS
liquido, se incubaron a 30°C con agitacion durante 16 horas, posteriormente se afiadio en
cada caso el volumen necesario para alcanzar una concentracion final de 10mM de H,0O, y
600uM de TBHP. Dos horas después del tratamiento se obtuvo el micelio, se molié con
nitrégeno liquido y se extrajeron las proteinas. Se cargaron 15 ug de proteina por carril en un

gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes y se determind la actividad de
catalasa.
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Finalmente para establecer los efectos celulares de la respuesta antioxidante
deficiente de las cepas Aox-1y Arrg-2 se evaluo el daino oxidativo de las proteinas,
(en este caso el contenido de grupos carbonilo) en presencia de TBHP. El
contenido de grupos carbonilo, resultado de la oxidacion de residuos de arginina,
lisina y treonina (16, 42, 45) es un marcador de estrés oxidativo ampliamente
usado. Como se esperaba, el dafo oxidativo inducido por el TBHP muestra un
incremento sustancial en las cepas Aox-1 y Arrg-2 en comparacion con el dafo
observado en estas mismas cepas sin el tratamiento (Fig. 20). Estos resultados
indican que en Neurospora crassa, la CS OX-1 percibe y transmite sefales de
estrés oxidativo a la proteina reguladora de la respuesta RRG-2 por lo que la
presencia de ambas proteinas resulta esencial para una respuesta antioxidante

eficiente.
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Fig. 20. El dafo oxidativo es mayor en las cepas Aox-1 y Arrg-2. Se recuperaron 100-200
colonias/caja de la superficie de cajas con medio FGS y FGS+TBHP. Las colonias se molieron
con nitrégeno liquido y los extractos se resuspendieron en Laemli buffer 1X (sin SDS), se
centrifugaron y se cuantific6 por Bradford la proteina en los sobrenadantes. Estos
sobrenadantes se usaron para la determinacion de grupos carbonilo en un ensayo tipo dot-blot
de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Oxyblot, Millipore). El dafio oxidativo de cada
cepa, se presenta como porcentaje del extracto no tratado, siendo 100% el valor del extracto
sin tratar. Este experimento se realiz6 dos veces con resultados similares.

Especificidad en SDC de Neurospora crassa

Las CS, RR y HPt de N. crassa se expresan simultaneamente en condiciones de
crecimiento vegetativo.

En eucariontes, existen numerosos ejemplos en los que la especificidad esta
dictada por la localizacién espacial y temporal de las proteinas. Aunque en N.
crassa se ha descrito que NIK-1/0S-1 se expresa especificamente durante el
crecimiento vegetativo (3) y que PHY-1 se expresa constitutivamente en
citoplasma (52), no se ha determinado la expresion del resto de los componentes

de estos circuitos de sefalizacidn. Debido a que los fenotipos descritos para la
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mayoria de las mutantes se caracterizaron en condiciones de crecimiento
vegetativo, se decidido evaluar la expresion de todas las CS, HPt y ambos
reguladores de respuesta en estas condiciones. Para esto, se seleccionaron
oligonucledtidos que permitieran la amplificacion de fragmentos de un tamafo
aproximado de 400 pb. Se obtuvo RNA total con el método de Trizol, se sintetizd
cDNA y se realizaron las PCR en las condiciones descritas. Aunque estos
resultados son preliminares, en dos repeticiones independientes se observd que
los MRNA de la mayoria de las CS, HPt y ambos reguladores de respuesta
parecen estar presentes durante el crecimiento vegetativo (Fig. 21). Cabe recordar
que debido a los multiples niveles de regulacion de la expresion la presencia de un
MRNA no necesariamente correlaciona con el nivel de la proteina. Para confirmar
este resultado por lo tanto, es necesario evaluar (aunque sea de forma relativa) el
nivel de estas proteinas. En caso de confirmarse, este resultado implicaria la
presencia simultanea de varios componentes incrementando el riesgo de cross-
talk, por lo que deberian existir mecanismos alternativos que permitieran la
interaccidn especifica entre componentes y la generacion de respuestas

especificas.

Fig. 21. Durante el crecimiento vegetativo, se observan la mayoria de los mRNA de los
SDC. Se extrajo RNA de micelio de la cepa silvestre en crecimiento exponencial, se sintetizé
cDNA usando 2.5ug de RNA de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Superscript Il
Invitrogen) y se realiz6 la PCR con las siguientes condiciones 94 5’, 25(94 307, 60 35", 72 30”)
72 10’. Se observa un gel de agarosa-TBE al 1%, en cada carril se cargaron 5 ul de la
reaccion.
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La respuesta a estrés oxidativo puede activarse independientemente de la CS OX-
1

Se establecidé previamente que la CS OX-1 activa una via de respuesta estrés
oxidativo. En el genoma de N. crassa existen dos CS con dominio de fitocromo
(PHY-1 y PHY-2) y al menos cinco CS con dominios PAS que también se
relacionan con la deteccion de cambios en la intensidad de luz, el estado redox,
asi como en el estado energético de la célula (21). Se disefid un experimento
pensando en que alguna de estas CS pudiera activar una via comun y afectar el
fenotipo de sensibilidad a estrés oxidativo de la cepa Aox-1. Para este ensayo se
inocularon cuatro cajas con medio VS con micelio en fase exponencial de la cepa
silvestre y Aox-1, dos adicionadas con 500uM de TBHP y dos como control sin
tratamiento. Una caja de cada grupo se crecié en presencia de luz y la otra en
oscuridad. Como se habia observado previamente, cuando las cajas se incubaron
en oscuridad, la mutante no creci6 en presencia de TBHP (Fig. 22).
Sorpresivamente, cuando las cajas se incubaron en presencia de luz, la cepa
mutante crecid en presencia de TBHP al igual que la cepa silvestre (Fig. 22).
Pensando en que tal vez la luz podria haber degradado el TBHP presente en el
medio permitiendo con ello el crecimiento de la cepa mutante, se repitié el
experimento pre-incubando las cajas 48 hrs con luz antes de ser inoculadas con
micelio. Los resultados obtenidos previamente se confirmaron por lo que se

descarto el efecto de la luz sobre el TBHP presente en las cajas.
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Fig. 22. La luz corrige la sensibilidad a estrés oxidativo de la cepa Aox-1. Se inoculd
micelio exponencial de las cepas silvestre y Aox-1 en el centro de cajas con medio VS+TBHP.
Una caja por cada cepa se mantuvo en oscuridad y la otra se incubd en presencia de luz
constante.

Este resultado indica que independientemente de OX-1, la respuesta antioxidante
puede ser activada por otro mecanismo dependiente de luz. Es importante resaltar
que con este experimento no es posible asegurar que la respuesta antioxidante
fue iniciada por una CS ya que diversos componentes celulares estan
involucrados con la percepcion de la luz (como el complejo WC-1 WC-2).
Adicionalmente, en N. crassa se ha documentado ampliamente que la luz induce

respuestas antioxidantes como la sintesis de carotenos.

Las CS OS-1 y OX-1 activan dos vias de respuesta no redundantes

En diversos estudios se ha demostrado que la CS OS-1/NIK-1 y sus ortélogos en
otros hongos filamentosos son necesarios para la activacion de la via de
respuesta a estrés osmoético. Por otro lado, en este trabajo se determin6 que la CS
OX-1 junto con RRG-2 activa la respuesta a estrés oxidativo y que en condiciones

de crecimiento vegetativo ambas CS estan presentes. Con base en estos
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resultados y en la idea de que con la arquitectura existente en N. crassa la
activacion de cualquiera de las CS llevaria a la fosforilacion de los mismos
componentes corriente abajo generando una respuesta comun, se disefid un
experimento para intentar discernir si la activacion de OS-1/0OX-1 genera una
respuesta especifica en cada caso, o si por el contrario resulta en la activacion de
una respuesta comun. Para esto se crecieron las cepas silvestre, Aos-71y Aox-1 en
medio con estrés osmoético (NaCl 1M), oxidativo (TBHP 500uM) o ambos. Si
ambas CS activan una respuesta comun, se esperaria que la sensibilidad al estrés
osmotico de la cepa Aos-1 se corrigiera si la respuesta comun fuera activada por
la rama de OX-1 en respuesta a estrés oxidativo, lo mismo se esperaria con la
sensibilidad a estrés oxidativo de la cepa Aox-1. Al evaluar el crecimiento de las
cepas en presencia del estrés combinado se observd que solo la cepa silvestre fue
capaz de crecer en presencia de ambos estimulos y que en ninguna de las cepas
mutantes, la combinacién de estimulos activd una respuesta comun entre ambas
vias de sefalizacion (Tabla 4). Este experimento se repiti6 variando las
concentraciones de NaCl y TBHP, los tiempos de adicidn de las fuentes de estrés
y las condiciones de crecimiento sin que esto tuviera un efecto sobre el resultado.
Los resultados de estos experimentos indican que OS-1 y OX-1 activan dos vias

que generan respuestas no redundantes.

Tabla 4. Crecimiento de cepas mutantes con estrés combinado

Cepa VS NaCl TBHP NaCl esperado* | NaCl + TBHP
wt + + + + +
Aos-1 + - + + -
Aox-1 + + - + _

* En caso de que ambas CS activen una respuesta comun
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Discusion

SDC como reguladores del desarrollo

Los sistemas de dos componentes estan presentes en diversos grupos de
organismos con estilos de vida y condiciones de crecimiento muy diferentes. Estas
diferencias se reflejan en modificaciones en la arquitectura, la organizacion de
dominios, la localizacion o las respuestas reguladas por estos sistemas. En este
trabajo se us6 al hongo filamentoso Neurospora crassa como modelo para
entender la participacion de estos sistemas de sefializacién en la regulacion de
respuestas a diversas fuentes de estrés asi como en diversos procesos de
desarrollo. Inicialmente y debido a que se conocia muy poco (en algunos casos
nada) de las posibles condiciones de activacion de los SDC en este organismo,
inicialmente se evalud el crecimiento radial de las mutantes sencillas de CS y RR
en ausencia y presencia de diversas fuentes de estrés y con modificaciones en la
composicion del medio de cultivo. Se usé el crecimiento radial como parametro
inicial, porque permite la identificacion de fenotipos de sensibilidad y ademas
permite evaluar cambios en la morfologia de crecimiento, de manera rapida y

eficiente (136).

Los fenotipos se seleccionaron con base en dos criterios principales. Por un lado
que existieran reportes previos que sugirieran la participacion de SDC en la
regulacion de la respuesta en otros organismos. También se tomoé en cuenta la
presencia de dominios GAF, PAS/PAC, HAMP, STK y fitocromos en las CS de N.
crassa. En la tabla 5, se resumen las condiciones en las que se evalud el

crecimiento radial de las cepas asi como los resultados obtenidos. En la mayoria
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de los casos, no se observaron defectos en las cepas mutantes, lo que indica que
ninguna de las CS resulta esencial para el crecimiento radial o la morfologia
normal del micelio en estas condiciones.

Tabla 5. Condiciones en las que se evalué el crecimiento radial y la morfologia
colonial

| Condiciones
Cepa
Osm Ox Luz pH Temp MG FC FLX P MP

KIN[S|H| T|A|R]|V|H |[OH]| A B G E Co Cu

wt + |+ +| +]| + + + + + + + + + + + - + + +
Aos-1 |- | -|-|+] + + + + + + + + + + + + + + +
Aox-1 |+ | +| +| +| - + + + + + + + + + + - + + +
Adcc-1 | + | +| +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Ahk-4 + |+ +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Ahk-5 + |+ +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Ahk-6 + |+ +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Ahk-7 | + | +| +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Ahk-8 | + | +| +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Aphy-1 | +| +| +| +| + + + + + + + + + + + - + + +
Aphy-2 | +| +| +| +| + + + + + + + + + + + - + + +
Anik-2 | + | +| +| + | + + + + + + + + + + + - + + +
Arrg-1 | - |- |- +] + | + + |+ | + + + + - + + + + + +
Arrg-2 | +| +| +| +]| - + + |+ | + + + + + + + - + + +

N=NaCl, K=KCI, S=sorbitol, H=H,0,, T=TBHP, A=azul, R=roja, V=verde, H'=3, OH=9, A=45
°C, B=10 °C, G=glicerol, E=etanol, Co=CoCl,, Cu=CuSQO,4, Temp=temperatura, FC=fuente de
carbono, FLX=fludioxonil, P=deficiencia de fosfato, MP= metales pesados

Unicamente la cepa Adcc-1 mostré alteraciones en el crecimiento en ausencia de
estrés. Se determiné que el incremento en la pigmentacion observada en esta
cepa, es causada por una mayor produccion de carotenos asi como a la formacién
temprana de conidios en medio con glucosa. Por otro lado, se demostré que la
Adcc-1 produce conidios en condiciones en las que en la cepa silvestre este
proceso se reprime (oscuridad, cultivos sumergidos). Ademas, se observd una
disminucion de la longitud de las hifas aéreas. El incremento en la produccion de
conidios y carotenos en la cepa mutante indican que DCC-1 actua como un

regulador negativo del desarrollo sexual. Fenotipos similares a los de la cepa
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Adcc-1 se han reportado en otras cepas como la Agna-1y la Agna-3 que carecen
de reguladores de la actividad de la adenilato ciclasa por lo que producen menos
AMPc. Estos fenotipos (excepto la conidiacion sumergida) se corrigieron con la
adicién de AMPc, lo que sugiere que DCC-1 ejerce su efecto en estos procesos a
través de la regulacion de los niveles de AMPc. Finalmente DCC-1 también
participa en el enmascaramiento de la conidiacion ciclica y la regulacion de la
localizacion de peritecios en el desarrollo sexual, aparentemente por un

mecanismo no relacionado con AMPc.

De acuerdo con el paradigma de funcionamiento de los SDC bacterianos, la
activacion de una CS, activa corriente abajo a un RR y con ello inicia una
respuesta. Este esquema contempla que la respuesta es activada por el RR y por
lo tanto es comun que CS y RR que forman parte de una misma via de respuesta,
tengan fenotipos similares o relacionados. Interesantemente, ninguno de los
fenotipos de la Adcc-1 se observa en mutantes de RRG-1 o RRG-2 o que sugiere
que DCC-1 tiene un papel preponderante en la regulacion de varios procesos
esenciales para el desarrollo asexual (conidiacidon, enmascaramiento de la
conidiacién circadiana, elongacion de las hifas aéreas y acumulacion de
carotenos) y el desarrollo sexual (localizacion de peritecios), por un mecanismo
independiente al fosforrelevo DCC-1-HPt-RRG-1 RRG-2. Aunque esta posibilidad
se habia sugerido previamente con base en la organizacién de los SDC en N.

crassa (24), este trabajo es el primer indicio de este fendmeno.
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Respuestas a estrés y especificidad en SDC de Neurospora crassa

En diferentes organismos se ha descrito que los SDC son componentes
importantes en la percepcion y activacion de vias de respuesta a estrés. En
Neurospora crassa la CS OS-1 regula la activacion de la respuesta a estrés
osmotico y al fungicida de amplio espectro fludioxonil, presumiblemente a través
de HPt y RRG-1. Ademas se ha reportado que RRG-2 esta involucrada en la
respuesta a estrés oxidativo. En este trabajo, la cepa Aox-1 mostré sensibilidad a
estrés oxidativo (TBHP 500 uM), menor actividad de catalasa-3 y un incremento
en el dafo oxidativo ocasionado por TBHP comparado con la cepa silvestre. Estos
resultados indican que la CS OX-1 actua corriente arriba de RRG-2 en la

respuesta a estrés oxidativo.

A partir de los resultados obtenidos se realizaron experimentos destinados a
resolver la intrigante pregunta de si los SDC en hongos filamentosos integran
multiples estimulos en una respuesta comun o si la activacién de una CS genera
una respuesta especifica. Para esto y debido que en el genoma de N. crassa
existen varias CS con dominios involucrados en la percepcion de estimulos
luminosos, se probd la influencia de la luz en el fenotipo de sensibilidad a estrés
oxidativo de la cepa Aox-1. La ausencia de OX-1 impide la percepcion del estrés
oxidativo lo que resulta en la sensibilidad de la cepa al TBHP, si la activacién de
cualquiera de las CS se refleja corriente abajo en la fosforilacion de HPt y ambos
RR, la activacion de otra CS en ausencia de OX-1 deberia activar la misma
respuesta y por lo tanto corregir el defecto. Sorprendentemente, al incubar las

cajas en presencia de luz, se observo que Aox-71, antes incapaz de crecer con
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TBHP crecié en presencia del agente oxidante, y posteriormente se descarto el
efecto de degradacion del TBHP por la luz. Este resultado, podria en primera
instancia interpretarse como un indicio de que estos circuitos de sefalizacion
integran diferentes estimulos para generar una respuesta global, sin embargo
deben hacerse algunas precisiones. En Neurospora crassa se ha estudiado que la
respuesta a estimulos luminosos, se asocia entre otros procesos, con la expresion
de genes importantes para la sintesis de moléculas antioxidantes como carotenos
y enzimas antioxidantes como catalasas (21). Estos efectos son mediados
directamente por la union al promotor del complejo formado por las proteinas WC-
1y WC-2. Ya que esta respuesta se activa independientemente a los SDC no se
puede asumir necesariamente que la respuesta sea inducida por la activacion de
una CS diferente a OX-1 solo que la luz induce una respuesta antioxidante que
corrige el defecto de la cepa Aox-1. A partir de los resultados del experimento
anterior y con la idea de responder a la misma pregunta, se intenté en ausencia de
una CS inducir la activacion de otra para evaluar si la activacion de la segunda CS
era capaz de corregir el efecto generado por la ausencia de la primera. Ya que se
sabia que en ausencia de luz, los estimulos de estrés osmdético (NaCl 1M) y estrés
oxidativo (TBHP 500uM), son percibidos por OS-1 y OX-1 respectivamente, se
usaron éstas como condiciones de activacion. Los resultados resumidos en la
tabla 4, muestran que en ninguno de los casos, la activacion de otra CS genero
una respuesta redundante que corrigiera la sensibilidad a estrés osmotico u

oxidativo de las cepas Aos-7 0 Aox-1 respectivamente.
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Este resultado indica que al menos para estas dos CS, existe un mecanismo que
permite a las células activar una respuesta diferente y por lo tanto no redundante
en cada caso. Con base en el resultado previo de que los mMRNA de la mayoria de
las CS y RR se observan en crecimiento vegetativo y suponiendo que estos
MRNA se traducen eficientemente, podria pensarse que en esta condicion, la
expresion diferencial de componentes no es un mecanismo que determine la
especificidad. En procariontes se ha descrito que el principal mecanismo que
favorece la especificidad en SDC es la capacidad de ambos componentes de
reconocer a nivel molecular a su par correspondiente, sin embargo con la
organizacion de CS y RR presente en hongos filamentosos esta opcidén parece
poco probable. En eucariontes también se han descrito estrategias importantes en
el mantenimiento de la especificidad en diversas vias de transduccién de senales
entre las que destacan la presencia de proteinas adaptadoras que capturan
componentes de una via y permiten la interaccion especifica solo entre los
componentes unidos a la proteina adaptadora, evitando asi las interacciones
inespecificas. Aunque esta estrategia permitiria la activacion de respuestas
especificas, no existen evidencias que indiquen si este mecanismo determina la
especificidad de los SDC en N. crassa. El estudio de los SDC bacterianos ha
demostrado que estos sistemas representan mas que circuitos aislados de
percepcion y respuesta a estimulos, una red intrincada y dinamica con
interconexiones en diferentes niveles. En Neurospora crassa por lo tanto, es
plausible pensar que dependiendo de las necesidades de las células, estos
sistemas podrian funcionar para integrar multiples estimulos en un numero

limitado de respuestas o para responder especificamente a algunos estimulos.
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La caracterizacion detallada a nivel estructural, bioquimico y genético de estos
sistemas en bacterias ha permitido tener un panorama mas completo de su
funcionamiento y relevancia en diferentes grupos de procariontes. A pesar de las
similitudes que existen con los SDC de procariontes, en grupos como plantas u
hongos filamentosos, existen aun muchas interrogantes por esclarecer para

entender detalladamente estos sistemas de senalizacion.

CONCLUSIONES

* En Neurospora crassa la CS DCC-1 regula diversos procesos importantes en
las fases asexual (conidiacién, enmascaramiento de la conidiacién circadiana,
elongacion de las hifas aéreas y acumulacién de carotenos) y sexual
(localizacion de peritecios) de crecimiento.

* DCC-1 ejerce su efecto, al menos en parte, a través de la regulacion de los
niveles de AMPc por una via que no incluye a RRG-1 ni RRG-2.

* La CS OX-1 actua corriente arriba de RRG-2 para activar una via de respuesta
a estrés oxidativo.

* Las CS OS-1 y OX-1 parecen activar dos vias independientes y de respuesta

especificas.
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Two-component signaling pathways based on phosphoryl group transfer between histidine kinase and
response regulator proteins regulate environmental responses in bacteria, archaea, plants, slime molds, and
fungi. Here we characterize a mutant form of DCC-1, a putative histidine kinase encoded by the NCU00939
gene of the filamentous fungus Neurospora crassa. We show that this protein participates in the regulation of
processes such as conidiation, perithecial development, and, to a certain degree, carotenogenesis. Furthermore,
DCC-1 is suggested to exert its effect by promoting cyclic AMP production, thereby placing this protein within

the context of a signaling pathway.

Signal transduction by phosphorylation and dephosphoryla-
tion of cellular proteins plays pivotal roles in regulating nu-
merous cellular processes in both prokaryotes and eukaryotes.
In prokaryotes, signaling by phosphoryl group transfer reac-
tions relies on two-component signal transduction (TCS) path-
ways that depend on histidine and aspartyl residues as phos-
phoryl group donors and acceptors (24, 26, 39, 43). The
prototypical two-component system comprises two protein
components, a sensor histidine kinase (HK) and its cognate
response regulator (RR), that contain a transmitter domain
with an invariant histidine residue and a receiver domain with
an invariant aspartate residue, respectively. Signal reception by
the HK is believed to propagate conformational changes in the
protein that stimulate an ATP-dependent autophosphorylation
at the conserved histidine residue. The phosphokinase then
donates the phosphoryl group to the conserved aspartate res-
idue in the receiver domain of the cognate RR, thereby ren-
dering it functional, in general as a transcriptional regulator
(26, 39). Upon cessation of signaling, both the cognate RR and
the HK undergo dephosphorylation, which results in silencing
of the system (11). Many TCS pathways, however, are more
elaborate and operate through a phosphorelay (7, 12, 23, 28,
40). In these systems, signal transmission involves, in addition
to the two above-mentioned domains, an extra receiver domain
and a histidine-containing phosphotransfer domain (HPT) that
can be fused to the HK or can be present as independent
proteins (12, 17, 20, 28, 40). Such TCS pathways have also been
found in plants, slime molds, and fungi (8, 13, 28). It is note-
worthy that most bacterial sensor kinases possess only one
transmitter domain, whereas the sensor kinases present in eu-
karyotic microorganisms or plants are almost exclusively mul-
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tipartite kinases (8, 13, 28, 33). Curiously, the architecture of
filamentous fungal TCS pathways provides another notable
difference. Prokaryotic TCS pathways are typically orga-
nized in protein pairs, whereas in filamentous fungi, multi-
ple HKs appear to share a single HPT protein to transduce
signals to two RRs. For instance, the Neurospora crassa
genome predicts 11 hybrid HKs, one HPT protein, and two
canonical RRs, in addition to the RR protein encoded by
the NCU(7378 gene and homologous to Saccharomyces
cerevisiae Rim15p, which lacks the conserved aspartate res-
idue of its receiver domain (5).

A number of studies have addressed the functions and phe-
notypes of various TCS proteins in N. crassa. For instance, it
has been shown that RRG-1 is involved in the activation of a
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway that regu-
lates female fertility and responses to osmotic and fungicide
stresses (18). On the other hand, RRG-2 is implicated in cell
responses against oxidative stress during vegetative growth (4).
Moreover, the HPT-1 protein has been suggested to play a
central role in N. crassa viability because attempts to delete the
corresponding gene have been fruitless (4). Finally, the func-
tion of the OS-1, PHY-1, and PHY-2 HKs has also been
addressed in N. crassa. OS-1 has been shown to participate in
the activation of the above-mentioned MAPK pathway (1, 18,
36) and therefore has been placed upstream of RRG-1 in the
signaling cascade responsive to osmotic and fungicide stresses
(18). PHY-1 and PHY-2 show sequence similarity to bacterio-
phytochromes and plant phytochromes (5), and a bacterially
expressed N-terminal fragment of PHY-2 was shown to cova-
lently bind either biliverdin or phycocyanobilin in vitro, with
the resulting holoprotein displaying red/far-red light photo-
chromic absorption spectra and a photocycle. However, dele-
tions of phy-1 and phy-2 cause no phenotypic defects (10),
although they produce alterations in the expression of the
light-responsive conidiation gene con-10 (25).

Here we describe the results of experiments demonstrating that
the protein encoded by the NCU00939 gene, a putative histidine
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FIG. 1. Schematic representation of the NCU00939-encoded protein (hereafter referred to as DCC-1) and verification of NCU00939 gene
deletion. (A) SMART analysis of the DCC-1 protein reveals the presence of GAF and PAS/PAC as sensing domains and transmitter (TD) and
receiver (RD) domains with conserved histidine (H1031) and aspartate (D1464) residues. (B and C) Localization of the primers used for
verification of the dcc-1 deletion and the sizes of the expected PCR products in the wild-type and mutant strains. (D) Products obtained by PCR
using primers 1 and 2 and chromosomal DNA from the wild-type (wt) strain (lane 2) or the dcc-1 deletion mutant (lane 4) or primers 1 and 3 and
DNA from the wild-type strain (lane 3) or the dcc-1 deletion mutant (lane 5).

sensor kinase, participates in the regulation of asexual sporula-
tion, perithecial development, and, to a certain degree, caroteno-
genesis. We therefore propose to coin the NCU00939-encoded
protein DCC-1, for development and carotenogenesis control,
and hereafter this protein will be referred to as DCC-1. More-
over, we provide experimental data indicating that DCC-1 most
likely exerts its effect by promoting cyclic AMP (cAMP) produc-
tion, thereby placing DCC-1 within the context of a signaling
pathway that operates during conidiation and sexual develop-
ment.

Probing for phenotypic differences in N. crassa HK mutants.
The N. crassa genome predicts 11 hybrid HKs, one HPT pro-
tein, and two canonical RRs (5). Although various studies have
addressed the function of the RRs and HPT, only three HKs
have been studied. To gain some insight into the TCS pathways
and the functions of the various HK proteins, we pursued a
phenotypic characterization of single HK deletion mutants. All
strains were provided by the Fungal Genetics Stock Center
(FGSC) (22), except the NCU04615 mutant, which was made
in this study according to the previously published knockout
procedure (9). All strains were confirmed by PCR (data not
shown). For example, the dcc-I mutant (FGSC catalog no.
13652) was verified by PCR using primers 5'-AGCCGCAAG
TGGGAGCTACAT-3" (placed upstream of the dcc-1 gene
and indicated as primer 1 in Fig. 1B and C), 5'-CCAATGCA
TCTATGGCTCTCTATCGTAC-3" (placed within the dcc-I
gene and indicated as primer 2 in Fig. 1B), and 5'-TTGGGC
TTGGCTGGAGCTAGT-3' (placed within the iph gene and
indicated as primer 3 in Fig. 1C). As shown in Fig. 1, primers
1 and 2 amplified a band of the expected size (5.4 kb) in the
wild-type strain but not in the mutant strain (Fig. 1D, lanes 2
and 4). On the other hand, primers 1 and 3 amplified a band of
the expected size (2.1 kb) in the mutant strain but not in the

wild-type strain (Fig. 1D, lanes 3 and 5), thereby confirming
the replacement of the dcc-1 gene with hph.

We observed that all mutants germinated and grew as well as
the wild-type strain (FGSC catalog no. 2489) (data not shown),
except for the Adcc-1 mutant strain, which exhibited a slightly
lower hyphal elongation rate (Fig. 2A). Moreover, although no
defects in radial growth were observed in any of the mutants,
a striking difference was noticeable in the dcc-1 deletion strain.
Orange pigmentation, representative of carotenoid accumula-
tion, was observed over the entire surface of the plate inocu-
lated with the dcc-1 mutant strain, whereas in the case of the
wild type, orange pigmentation was observed mainly at the
center and near the edge of each plate (Fig. 2B). Because of
these apparent differences, we decided to focus our efforts on
the characterization of the dcc-I mutant strain. The dcc-1 gene
encodes a putative hybrid HK, which is conserved among Sor-
dariomycetes but whose function is unknown. The SMART
protein domain prediction program (21, 35) revealed the pres-
ence of GAF and PAS/PAC motifs as sensing or input domains
and the conserved histidine and aspartate residues located at
positions 1031 and 1464 in the transmitter and receiver do-
mains, respectively (Fig. 1A).

Carotenes accumulate in the dcc-I mutant strain. Carote-
noids are widespread terpenoid pigments synthesized by all
photosynthetic organisms (6, 16), some heterotrophic bacteria
(2), and fungi (3, 32). In N. crassa, the characteristic orange
pigmentation of mycelia is caused by the accumulation of the
xanthophyll neurosporaxanthin and variable amounts of caro-
tene precursors.

To test whether DCC-1 affects mycelial carotenoid accumu-
lation, 1 X 10° wild-type or dcc-1 mutant spores were inocu-
lated into liquid Vogel’s sucrose medium (VSM) plates sup-
plemented with 0.2% Tween 80 as a wetting agent to avoid
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FIG. 2. Effect of DCC-1 on N. crassa vegetative growth and caro-
tenoid accumulation. (A) The wild-type (wt) strain (open bars) and the
dcc-1 mutant (closed bars) were grown on VSM agar in race tubes. The
apical elongation rate was monitored for 5 days and is expressed as
cm/day. The experiment was repeated three times in its entirety, and
the standard deviation is depicted. (B) The wild-type (left) and dcc-1
mutant (right) strains were inoculated onto VGM plates. After 36 h of
incubation in darkness, the plates were illuminated for 24 h. The
images presented are representative of the growth of both strains in
glucose-rich medium. (C) Duplicate cultures of the wild-type (open
bars) and dcc-1 mutant (closed bars) strains were inoculated into liquid
VSM supplemented with 0.2% Tween. After incubation for 36 h in
darkness, one of the cultures was illuminated for 24 h while the other
one was kept in darkness. Carotenoids were extracted from 0.1 g of
mycelia, and the absorbance at 475 nm was determined. The data,
expressed as ng carotenes/mg protein, represent the average of three
independent experiments, and the standard deviation is depicted.

conidiation (44). After 36 h of incubation in darkness, the
cultures were divided into two groups; one was illuminated at
22°C with a fluorescent lamp (855 Ix), and the other was main-
tained in darkness as a control. After 12 h of exposure to light,
mycelia were collected, frozen in liquid nitrogen, and disrupted
with a mortar and pestle. Acetone and hexane were used in
consecutive extractions of total carotenoids from 0.1 g of fro-
zen sample, and the maximal absorption at 475 nm was mea-
sured. It was found that after illumination, the dcc-I mutant
produced 2-fold more carotenes than the wild-type strain (Fig.
2C). More interestingly, the dcc-1 mutant accumulated signif-
icant amounts of carotenes even in darkness, in contrast to the
wild-type strain, where no carotenoids were detected (Fig. 2C).
It has to be noted that although the growth conditions were
aimed to repress conidiation, a considerable amount of conidia
was detected in the dcc-1 deletion strain (data not shown), and
therefore, the total amount of mycelial and conidial carote-
noids is presented for this strain. Although the experiments
described here cannot differentiate between a direct effect of
DCC-1 on carotene regulation and an indirect effect through
the activation of conidiation, this result suggests that DCC-1
plays a significant role in the pathway that controls caroteno-
genesis and even asexual sporulation.

NOTE 1735

The DCC-1 HK regulates conidiation of N. crassa. N. crassa
is a filamentous fungus that has a complex life cycle due to its
ability to produce both asexual (vegetative phase of growth)
and sexual spores (38). During vegetative growth, N. crassa
hyphae elongate, intertwine, and fuse, forming the mycelial
network. Under carbon source deprivation and when a water-
air interface exists, N. crassa enters its asexual developmental
cycle, during which aerial hyphae differentiate from mycelia,
generate chains of proconidia, and terminate with the septa-
tion of proconidia and the release of free mature conidia
(macroconidia). We therefore argued that if the DCC-1 HK
acts as a repressor of the process of conidiation, growing the
dcc-1 mutant on glucose-rich medium and incubating the
plates in complete darkness should result in augmented conidi-
ation. This was tested by inoculating Vogel’s glucose medium
(VGM) plates with 1 X 10? wild-type or mutant conidia, incu-
bating the plates at 30°C in complete darkness, and harvesting
and counting the conidia every 12 h. It was found that the
mutant strain produced conidia as early as 12 h after inocula-
tion, unlike the wild-type strain, in which conidia were detected
after 48 h. Remarkably, even at 72 h after inoculation, the
mutant strain produced approximately 3.5 times more conidia
than the wild type (Fig. 3A).

As mentioned above, formation of aerial hyphae and subse-
quent conidiation require an air-water interface, and therefore
conidiation does not occur in submerged cultures (37). Given
the above-described phenotype of increased conidiation under
growth-repressing conditions (glucose-rich medium and dark-
ness), we asked whether the dcc-I mutant also produces
conidia in submerged cultures. We therefore inoculated wild-
type and mutant strains into VSM at 1 X 10° spores/ml and
incubated the cultures at 30°C with agitation (200 rpm) in
complete darkness. After 16 h of incubation, a sample of each
strain was withdrawn and examined by light microscopy. As
expected, no conidia were observed in submerged cultures of
the wild type. In contrast, the mutant strain produced a signif-
icant amount of conidia (Fig. 3B). Also, the hyphae of the
mutant strain appeared to be shorter than those of the wild-
type strain (Fig. 3B). This is to be expected if the hyphae of the
mutant strain were to enter the program of conidiation pre-
maturely. This was tested by comparing the growth of the
wild-type and mutant strains in standing liquid VSM cultures.
As shown in Fig. 3C, the wild-type strain conidiated at the tip
of the elongated aerial hyphae, whereas dense premature
conidiation and no elongated aerial hyphae were observed in
the mutant strain (Fig. 3C). Premature conidiation could also
provide a plausible explanation of the above-described slower
lineal growth of the dcc-I mutant (Fig. 2A). In view of the
above results, it can be concluded that the N. crassa DCC-1 HK
acts as a negative regulator of the asexual sporulation pathway,
since its absence causes derepression of conidiation under non-
sporulating conditions.

The DCC-1 HK is required for proper perithecial develop-
ment in N. crassa. Given the significant role of DCC-1 as a
negative regulator of sporulation during vegetative growth, we
asked whether it also participates in the regulation of sexual
development. Under conditions of nitrogen limitation, N.
crassa enters a sexual life cycle during which vegetative hyphae
initiate a sexual differentiation pathway to form the female
reproductive structure (protoperithecium) (27, 30). The pro-
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FIG. 3. Effect of DCC-1 on conidiation of N. crassa. (A) The wild-
type (wt; open bars) and dcc-1 deletion mutant (closed bars) strains
were grown on VGM plates. Conidia were harvested and counted at
the times indicated. The data, expressed as spores/ml, represent the
average of three independent assays. (B) The wild type (left) and the
dcc-1 mutant (right) were grown in liquid VSM at 30°C with agitation
(200 rpm). After 16 h of incubation in darkness, an aliquot was with-
drawn and examined by light microscopy. Arrows indicate conidia
formed by the mutant strain. (C) Cultures of the wild-type (left) and
dcc-1 mutant (right) strains were grown in standing liquid VSM cul-
tures. After 3 days of incubation at 30°C in darkness, tubes were
illuminated for 24 h and photographed.

toperithecium consists of a multicellular hypha (or ascogo-
nium) enclosed within an aggregate of knotted vegetative hy-
phae. A specialized hypha (trichogyne) extends from the
protoperithecium and fuses with a fertilizing (male) cell. N.
crassa has two distinct mating types (4 and a), and fusion with
the opposite mating type is required for fertilization of the
protoperithecium. After fertilization, the protoperithecium en-
larges and differentiates to form a fruiting body (or perith-
ecium) consisting of several specialized tissues from which the
meiotic products (ascospores) are eventually ejected into the
air (14, 29).

To test for possible effects of the DCC-1 HK on the pro-
cesses of the N. crassa sexual cycle, the 74-ORS-6a (FGSC
catalog no. 4200) wild-type and dcc-I mutant strains were
inoculated as females onto 10-cm plates under nitrogen-limit-

EukarYOT. CELL

FIG. 4. DCC-1 is required for proper perithecial development in N.
crassa. The 74-ORS-6a (FGSC catalog no. 4200) wild-type (wt; A, C,
and E) and dcc-1 mutant (B, D, and F) strains were inoculated as
females onto Vogel’s N modified agar plates. After 7 days of incuba-
tion at 25°C in the presence of light, the plates were inoculated with
strain 74-OR23-1VA (FGSC catalog no. 2489) as the male, and 7 days
later, the plates were examined. Representative pictures of the surface
of the wild type (A, C) and the dcc-1 mutant (B, D) are presented. The
cross sections of the plates with the wild-type (E) and Adcc-I mutant
(F) strains are presented. Arrows indicate the localization of the per-
ithecia formed.

ing conditions (Vogel’s N modified medium [31]) and incu-
bated at 25°C with constant light. At day 7 postinoculation,
wild-type strain 74-OR23-1VA (FGSC catalog no. 2489) was
inoculated as a male and the plates were incubated at 25°C
with constant light. Seven days later, it was observed that, in
contrast to the wild-type strain, which formed mature pig-
mented perithecia on the surface of the plate, only an insig-
nificant number of small unpigmented mutant fruiting bodies
were observed on the surface of the plate (Fig. 4A to D),
suggesting that deletion of dcc-1 leads to sterility. However,
after careful inspection of the plates inoculated with the mu-
tant strain, it was observed that an almost equal number of
mature perithecia were formed, although they were submerged
in the agar (Fig. 4F). This phenotype should result in the
ascospores, if they were formed, remaining enclosed in the
perithecia or being ejected into the agar but unable to be
released into the air. To test whether mature and viable asco-
spores are produced in the dcc-1 mutant, submerged perithecia
were harvested from the agar and disrupted with a homoge-
nizer to release the ascospores. Indeed, mature ascospores
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FIG. 5. DCC-1 deletion unmasks circadianly regulated conidiation of N. crassa. Circadianly regulated conidiation patterns of the wild-type (wt)
and dcc-1, bd, and dcc-1 bd mutant strains were tested in race tubes. To entrain the cultures, tubes were kept for 24 h in constant light. Tubes were
then shifted to constant darkness, and growth was monitored every 24 h. The periods of the dcc-1, bd, and dcc-1 bd mutant strains are expressed

in hours. The wild-type strain period was not determined (ND).

able to germinate after heat activation and form colonies at
percentages similar to those of the wild type were obtained
(data not shown). It can therefore be concluded that although
the DCC-1 HK does not affect ascospore production and via-
bility, it is required for proper localization of perithecia.

Deletion of dcc-1 results in unmasking circadianly regulated
conidiation of N. crassa. Circadian oscillators, which respond
to environmental signals such as light and temperature, are
known to control the expression of various genes whose prod-
ucts are associated with cellular processes, including develop-
ment (42). The most obvious and prominent circadianly con-
trolled rhythm in N. crassa is that of conidiation, which forms
a characteristic conidial banding-pattern on plates or in long
glass culture tubes (race tubes). Also, it has been previously
reported that RRG-1 of N. crassa functions in an output path-
way to regulate circadian rhythmicity, although the upstream
HK was not identified (41). Because of the intimate association
of the DCC-1 sensor HK with the process of conidiation and
the involvement of a two-component system protein (RRG-1)
in the regulation of rhythmicity (2), we asked whether DCC-1
also affects this process. To test this, we assayed the dcc-1
deletion strain for the formation of conidiation bands in race
tubes with glucose-arginine medium. It has to be mentioned
that the wild-type strain does not form the conidial banding
pattern. This is because CO, levels become elevated during
vegetative growth, and as a consequence, conidiation becomes
suppressed, thereby masking the rhythmic banding pattern.
Therefore, a ras-I mutant strain (FGSC catalog no. 1858),
carrying a T791 substitution and referred to as a bd mutant
(34), which is about 200-fold less sensitive to the CO, masking
effect, is used for circadian rhythm studies.

Exponentially grown mycelia of the wild-type, dcc-1, bd, and
dcc-1 bd mutant strains were inoculated at one side of the race
tubes and incubated with illumination at 25°C for 24 h to
entrain the cultures before a shift to constant darkness. The
edge of the colony was marked every 24 h under a red security
light, and the period was determined. It was found that the
dcc-1 deletion strain formed conidiation bands, although they
were not as intense as those formed by the bd mutant strain
(Fig. 5). This could be because the dcc-I mutant conidiates
throughout the race tube, which causes a partial masking of the
conidiation bands (Fig. 5). The period of the dcc-1 mutant was
found to be 20.98 *+ 0.4 h, which is insignificantly shorter than
the 21.73 = 0.5- and 21.84 = 0.6-h periods of the bd and the
dcc-1 bd mutant strains, respectively (Fig. 5). Therefore, it can
be concluded that the DCC-1 protein plays a role not in the

regulation of circadian rhythmicity but rather in the masking
process of circadianly regulated conidiation.

Exogenous cAMP reverses the dcc-1-dependent differentia-
tion phenotypes. To gain some insight into the pathway(s)
through which dcc-1 exerts its effect, we looked for mutant
strains that exhibit phenotypes similar to the ones described for
the dcc-1 mutant strain. Interestingly, similar phenotypes have
been described for mutants encoding proteins that are impli-
cated in cAMP metabolism. For example, a gna-3 (Ga3 sub-
unit which, together with CR-1, participates in cAMP produc-
tion) mutant shows dense premature conidiation and
formation of short aerial hyphae, two phenotypes that are
reversed by exogenous cAMP (19). Another phenotype due to
Agna-3 that is not reversed by exogenous cAMP is the forma-
tion of submerged perithecia (19). Considering the similar
phenotypes of the gna-3 and dcc-1 mutants, the ability of
cAMP to reverse the Adcc-1-dependent phenotypes was tested.
It was found that addition of cAMP to solid VGM and stand-
ing liquid cultures resulted in a drastic reduction of premature
conidiation (Fig. 6A and B) and improved aerial hypha elon-
gation of the Adcc-1 mutant (Fig. 6C). It should be mentioned
that, as has been reported for the Agna-3 strain (19), cAMP
addition to submerged cultures does not reverse the conidia-
tion phenotype of the Adcc-1 mutant strain (data not shown).
Furthermore, carotenoid accumulation in the mutant strain
was reduced to wild-type levels (Fig. 6D) whereas conidiation
was decreased approximately 2-fold when the liquid VSM con-
taining 0.2% Tween 80 as a wetting agent was supplemented
with cAMP (data not shown). It may therefore be concluded
that DCC-1 participates in the regulation of asexual sporula-
tion and carotenogenesis most likely by affecting cAMP me-
tabolism in a pathway that may include GNA-3 and CR-1.

Finally, the effect of cCAMP in circadianly regulated conidi-
ation could not be tested because endogenous oscillations of
the level of cCAMP have been shown to be critical for clock-
controlled conidiation (15). Also, as has been described for the
Agna-3 mutant (19), supplementation with cAMP did not re-
store the sexual defects (formation of submerged perithecia) of
the Adcc-1 mutant (data not shown).

Taken together, our findings strongly suggest that the
DCC-1 protein of N. crassa plays a pivotal role in the pathways
that regulate developmental processes such as conidiation and
perithecial development and in the one responsible for mask-
ing circadianly regulated conidiation during vegetative growth
and also, to a certain degree, affects carotenoid accumulation.
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FIG. 6. Addition of cAMP restores the dcc-1 mutant phenotypes. (A) The wild-type (wt; left) and dcc-I mutant (right) strains were inoculated
into VGM with or without 2 mM cAMP. After 36 h of incubation in darkness, the plates were illuminated for 24 h. The images presented are
representative of the growth of both strains in glucose-rich medium with or without cAMP. (B) The dcc-1 deletion mutant was grown in darkness
on VGM plates with or without cAMP. Conidia were harvested and counted at the times indicated. The data, expressed as spores/ml, represent
the average of three independent assays, and the standard deviation is depicted. (C) Cultures of the wild-type and dcc-1 mutant strains were grown
in standing liquid VSM cultures with or without 2 mM cAMP. After 3 days of incubation at 30°C in darkness, tubes were illuminated for 24 h and
photographed. (D) Duplicate cultures of the wild-type and dcc-1 mutant strains were inoculated into liquid VSM with or without 2 mM cAMP.
After incubation for 36 h in darkness, one of the cultures was illuminated for 24 h while the other one was kept in darkness. Carotenoids were
extracted from 0.1 g of mycelia, and the absorbance at 475 nm was determined. The data, expressed as ng carotenes/mg protein, represent the

average of three independent experiments.

Conclusions. The N. crassa NCU00939 gene encodes a pu-
tative hybrid HK consisting of GAF and PAS/PAC as input
domains, a transmitter domain with a conserved histidine res-
idue at position 1031, and a receiver domain with a conserved
aspartate residue at position 1464. Phenotypic analyses of a
DCC-1 mutant strain (FGSC catalog no. 13652) indicate that
this putative sensor HK negatively regulates the processes of
conidiation and, to a certain degree, carotenogenesis and also
has pronounced effects on the development of perithecia dur-
ing the sexual life cycle. Moreover, DCC-1 appears to exert its
effect by affecting cAMP metabolism in a pathway that includes
GNA-3 and CR-1, thereby placing DCC-1 within the context of
a signaling pathway that operates during conidiation and sex-
ual development. Although this study provides some insight
into the processes regulated by DCC-1, the scope of its control
remains to be clarified and the other components participating
in the same signaling cascade(s) have yet to be determined.
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ADDENDUM IN PROOF

The observed phenotypes were found to segregate with the
hygromycin B resistance gene (hph), indicating that they are
the result of the deletion of the dcc-1 gene.
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