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RESUMEN

Todas las células detectan cambios en su ambiente y responden
apropiadamente a dichos cambios. En los procariontes predominan sistemas de
sefalizacion conocidos como “Sistemas de dos componentes”. Comunmente
estos sistemas constan de dos proteinas: una cinasa de histidina (HK), también
conocida como cinasa sensora, la cual se autofosforila de forma dependiente de
ATP en respuesta a un estimulo ambiental, y de un regulador de la respuesta
(RR) al cual se transfiere el grupo fosfato produciendo un cambio, generalmente
a nivel transcripcional, para responder al estimulo percibido. Estos sistemas de
transduccion ampliamente descritos en bacterias, también se han descrito en
arqueas y en organismos eucariontes como los mohos mucilaginosos, las
plantas y los hongos. En los hongos, los también llamados sistemas de relevo de
fosfatos consisten de una o varias HKs hibridas, una proteina de transferencia
de fosfatos (Hpt) y dos RRs. En Saccharomyces cerevisiae existe solo una HK,
una proteina Hpt y dos RRs; mientras que en los hongos filamentosos, multiples
HKs parecen utilizar una sola proteina Hpt para el relevo de la sehal a dos
proteinas RRs.

En Aspergillus nidulans, el RR SskA media la activacion de la MAP cinasa SakA
en respuesta al estrés osmatico y oxidativo, mientras que la funcién del RR SrrA
era desconocida. Utilizando un enfoque genético, caracterizamos al gen srrA
como un nuevo miembro de la familia skn7/prr1 y analizamos el papel de SrrA
en el sistema de relevo de fosfatos formado por el RR SskA, la proteina Hpt
YpdA y la cinasa sensora NikA. Encontramos que mientras que las mutantes
que carecen de la proteina YpdA no son viables, las mutantes que carecen de
SskA (AsskA), SrrA (AsrrA) o de ambos reguladores (AsrrA AsskA) son viables,
pero estan diferencialmente afectadas en las respuestas al estrés osmatico y
oxidativo. Ambos RRs participan en la resistencia al estrés osmatico, pero una
mutante AsskA es mas sensible a este tipo de estrés, mientras que SrrA se
requiere para la resistencia a bajas concentraciones de H>O» y la induccion de la
catalasa B por H;O,. Por el contrario, ambos RR son requeridos para la
sensibilidad al fungicida fludioxonil, la resistencia al calcofluor, la esporulacién
asexual y viabilidad de las esporas.

Nuestros resultados apoyan un modelo en el cual NikA actua rio arriba de SrrA'y
SskA para transmitir sefiales generadas por esta familia de fungicidas y para
regular la esporulacién asexual y la viabilidad de las esporas. En cambio, NikA
no se requiere para responder al estrés osmoético u oxidativo. Estos resultados
muestran diferencias importantes en la transmision de sefales de estrés entre
los hongos y define un sistema de relevo de fosfatos involucrado en multiples
procesos celulares, incluyendo las respuestas al estrés oxidativo y osmotico, el
mantenimiento de la pared celular, la sensibilidad a fungicidas, la reproduccién
asexual y la viabilidad de las esporas.

También estudiamos la funcidn de los genes srrB y srrC, los cuales codifican
para proteinas con un dominio receptor. SrrC no es esencial para la conidiaciéon
ni para la respuesta al estrés oxidativo u osmaético. SrrB, el cual es homdlogo de
Rim15 de S. cerevisiae, carece del Asp conservado en el dominio receptor y
posee un dominio de cinasa de serina-treonina en su extremo N-terminal, se



requiere para la induccién de la catalasa B por H,O, y por paraquat y para un
crecimiento radial normal. La eliminacion del dominio receptor de SrrB produce
defectos en la esporulacidén asexual, el crecimiento radial y la respuesta al H2O-
y al estrés osmotico, asi como defectos en la utilizacion de ciertas fuertes de
carbono y de nitrogeno. Estos resultados sugieren que la presencia del dominio
receptor podria jugar un papel regulando de forma negativa la actividad del
dominio de cinasa de serina y treonina.



ABSTRACT

All living cells must sense changes in their environment and respond
appropriately. In prokaryotes, often this is carried out by two-component signaling
systems wich are comprised by a histidine kinase (HK) and a response regulator
(RR). Upon signal reception, the HK undergoes an ATP-dependent
autophosphorylation at a conserved His residue, and subsequently
transphosphorylates a conserved Asp residue in the cognate RR rendering it
functional, in general as a transcriptional regulator. Although these signal
transduction systems were first described in bacteria, now, they have also been
found in archaea, and in some eukaryotes such as slime molds, fungi and plants.
Two-component systems in fungi (also known as phosphorelay systems) consist
of one or several hybrid HKs, a histidine containing phosphotransfer (HPt)
protein, and two canonical RRs. For instance Saccharomyces cerevisiae has a
single HK, one protein Hpt and two RRs. In filamentous fungi, multiple sensor
kinases appear to use a single Hpt protein to relay signals to two RRs. In
Aspergillus nidulans, the RR SskA mediates activation of the mitogen-activated
protein kinase SakA in response to osmotic and oxidative stress, whereas the
functions of the RR SrrA were unknown. We used a genetic approach to
characterize the srrA gene as a new member of the skn7/prr1 family and to
analyze the roles of SrrA in the phosphorelay system composed of the RR SskA,
the HPt protein YpdA, and the sensor kinase NikA. While mutants lacking the HPt
protein YpdA are unviable, mutants lacking SskA (AsskA), SrrA (AsrrA), or both
RR (AsrrA AsskA) are viable and differentially affected in osmotic and oxidative
stress responses. Both RR are involved in osmostress resistance, but AsskA
mutants are more sensitive to this stress, and only SrrA is required for H2O-
resistance and H,O2-mediated induction of catalase CatB. In contrast, both RR
are individually required for fungicide sensitivity and calcofluor resistance and for
normal sporulation and conidiospore viability. Our results support a model in
which NikA acts upstream of SrrA and SskA to transmit fungicide signals and to
regulate asexual sporulation (conidiation) and conidiospore viability. In contrast,
NikA appears dispensable for osmotic and oxidative stress signaling. These
results highlight important differences in stress signal transmission among fungi
and define a phosphorelay system involved in oxidative and osmotic stress, cell
wall maintenance, fungicide sensitivity, asexual reproduction, and spore viability.
We also studied the role of srrB and srrC genes, which encode proteins with
putative receiver domains. SrrC is not needed for conidation or for oxidative and
osmotic stress response. SrrB, is an homologue of S. cerevisiae Rim15, which
lacks the conserved aspartate in its receiver domain and contains a serine-
threonine kinase domain at its N-terminus. We found that SrrB is required for the
induction of catalase B by H,O, and paraquat and for proper radial growth. The
elimination of the receiver domain in SrrB resulted in defects in conidiation, in
radial growth, as well as in sensitivity to H,O, and osmotic stress, and defects in
the use of some nitrogen and carbon sources. These results suggest that the
receiver domain, could be play a negative role in regulating the activity of the
serine-threonin kinase domain.
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INTRODUCCION

Todas las células perciben cambios en su ambiente y responden
apropiadamente a dichos cambios. Los sistemas de transduccién de sefiales
funcionan como vias de procesamiento de estimulos externos para producir
respuestas especificas que permiten adaptarse al estimulo percibido. Existe gran
diversidad de estimulos y de respuestas, no obstante la célula presenta una
cantidad limitada de estrategias moleculares para la sefalizacion. La fosforilacion
de proteinas es una de las estrategias mas ampliamente distribuidas en los seres
VIVOS.

Muchas vias de sefalizacidbn en los eucariontes involucran proteinas
cinasas que se fosforilan asi mismas o que fosforilan a otras proteinas blanco en
residuos especificos de serina, treonina o tirosina y de esta forma regulan su
actividad y la de las proteinas blanco. En los sistemas de sefalizacion en los
procariontes predomina un esquema diferente de fosforilacion. Estas vias de
sefializacion denominadas “sistemas de dos componentes” estan constituidas por
dos proteinas: una proteina cinasa de histidina (HK) y el regulador de la respuesta
(RR) que se fosforilan en residuos de histidina y aspartato, respectivamente
(Parkinson, 1995).

Estos sistemas predominan en las bacterias y también se han descrito en
organismos eucariontes como los hongos y las plantas. Hasta la fecha no se han
identificado proteinas del sistema de dos componentes en los genomas de
humano, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans (West and Stock,
2001).

Esquema general del sistema de dos componentes

Inicialmente los sistemas de dos componentes se describieron como
sistemas de dos proteinas bimodulares. La primera proteina, la HK, tiene un
dominio sensor no conservado y un dominio transmisor con un residuo de histidina
conservado. La segunda proteina, el RR, tiene un dominio efector no conservado y

un dominio receptor con un residuo de aspartato conservado (Fig. 1).



En un sistema tipico de dos componentes, un estimulo extracelular es
detectado por la HK y sirve para modular la actividad de cinasa. La HK cataliza su
autofosforilacién de forma dependiente de ATP en un residuo conservado de His'y
posteriormente ocurre la transferencia del grupo fosfato al RR (Fig. 1) (Parkinson,
1995). La fosforilacion del RR en el residuo conservado de Asp del dominio
receptor generalmente activa al dominio efector del RR.

Existen diferentes tipos de dominios efectores pero frecuentemente estos
son dominios de unién al DNA por lo tanto, la fosforilacién del RR esta acoplada a

cambios en la transcripcion.

Cinasa de Histidina Regulador de la Respuesta

Dominio Dominio %
Dominio Dominio receplor

Sensor Transmisor Respuesta

Estimulo

R
SR
S
R

4

Figura 1. Esquema general de un sistema de dos componentes. Un sistema de dos
componentes tipico esta compuesto por dos proteinas una proteina sensora o cinasa de
histidina (HK) y un regulador de la respuesta (RR). El estimulo es percibido en el dominio
sensor, lo que provoca la activacion de la cinasa la cual se autofosforila a expensas de
ATP en un residuo de histidina (His). Posteriormente, el grupo fosfato es transferido de la
His de la HK al residuo de aspartato (Asp) en el RR. La fosforilacién del residuo de Asp en
el RR causa su activacion. Un RR es generalmente un regulador de la transcripcién que
activa o reprime cierto genes necesarios para dar una respuesta al estimulo percibido.

En algunos casos las cinasas de histidinas HKs son bifuncionales y pueden
catalizar tanto la fosforilacion como la desfosforilacion del RR (Georgellis et al.,
1998; Pena-Sandoval et al.,, 2005). Una variante comun del sistema de dos
componentes es conocida como relevo de fosfatos es decir, que la transferencia
del grupo fosfato se lleva a cabo en varios pasos, por ejemplo en Bacillus subtilis
la esporulacion esta controlada por un sistema de relevo de fosfatos de 4

componentes (Fig. 2).



Un sistema de relevo de fosfatos usualmente esta integrado por mas de dos
proteinas. Estos sistemas generalmente tienen una HK hibrida que se autofosforila
en un residuo de His en el dominio transmisor y que transfiere el grupo fosfato a
un residuo de Asp del dominio receptor presente en la misma proteina.
Posteriormente el grupo fosfato es transferido a una proteina de transferencia de

fosfatos (Hpt) y por ultimo, el grupo fosfato es transferido al RR (Fig. 2).

A.

LA

Mﬂﬂ

KinA, KingB KinC, SpolF SpolA
KinD y KinE

Sin1 Ypd1 Skn7

Figura 2. Ejemplos de sistemas de dos componentes. A) El sistema PhoP-PhoQ
consta de dos proteinas entre las que se lleva a cabo la transferencia del grupo fosfato
cuando el sistema se encuentra activo. Sin embargo existen otros sistemas mas
complejos donde ocurre mas de un paso de transferencia del grupo fosfato, estos
sistemas son conocidos como sistemas de relevo de fosfatos. B) En el sistema ArcB/ArcA
de Escherichia coli, el relevo del grupo fosfato se lleva a cabo entre dos proteinas y éste
se lleva a cabo en cuatro pasos. ArcB también tiene actividad de fosfatasa sobre ArcA-P,
al cual desfosforila mediante un relevo de fosfato inverso (flechas punteadas). C) En
Bacillus subtilis, la esporulacién esta controlada por el sistema de dos componentes Spo,
en donde el relevo de fosfatos se lleva a cabo entre cuatro proteinas. D) En el sistema
Snl.Ypd1-Skn7 de Saccharomyces cerevisiae el relevo de fosfatos se lleva a cabo entre

tres proteinas.



Sistemas de dos componentes en bacterias

Los sistemas de dos componentes en bacterias participan en una gran
cantidad de procesos fisiolégicos como la quimiotaxis, la virulencia, la
aerobiosis/anaerobiosis, la diferenciacion celular, etc. (Stock et al., 2000). A
continuacién se describen el sistema PhoP-PhoQ de Salmonella, como un ejemplo
de un sistema de dos componentes clasico; el sistema ArcB-ArcA de Escherichia
coli, como un sistema de relevo de fosfatos y el sistema Spo (esporulacion) de
Bacillus subtilis, como un ejemplo de relevo de fosfatos entre mas de dos
proteinas.

El sistema de dos componentes PhoP-PhoQ de Salmonella

El sistema PhoP-PhoQ se identificé por primera vez en Salmonella enterica
serovar Typhimurium. El sistema PhoP-PhoQ controla la virulencia mediante la
adaptacién a ambientes con bajas concentraciones de Mg®* (Groisman et al.,
1989; Miller et al., 1989) y regula una gran cantidad de actividades celulares en
diversas bacterias Gram negativas. Este sistema consta de una proteina HK,
PhoP, que se encuentra en la membrana plasmatica y un RR, PhoQ, localizado en
el citoplasma.

PhoP tiene en el carboxilo terminal (C-terminal) dos dominios
transmembranales y una region periplasmica rica en residuos acidos que podrian
estar involucrados en la deteccion de cationes divalentes; como en el caso de E.
coli, donde la regién peripldsmica rica en residuos &cidos esta implicada en la
deteccién de Mg®* (Waldburger and Sauer, 1996).

PhoQ tiene un dominio de unibn a DNA y funciona como factor
transcripcional que se activa cuando esta fosforilado. En condiciones de baja
concentracién de Mg?*, se promueve la fosforilacion de PhoQ por PhoP lo que
activa la transcripcion de genes que se requieren para el crecimiento en bajas
concentraciones de Mg (Fig. 3A). Las cepas mutantes en PhoP o PhoQ
presentan virulencia atenuada que las hace incapaces de sobrevivir en
macrofagos y son susceptibles a péptidos antimicrobianos, sales biliares y a pH
bajo (Groisman, 2001).



El sistema de dos componentes ArcB-ArcA de Escherichia coli

ArcB-ArcA es un sistema de transduccion complejo que tiene una funcion
importante en la regulacion del metabolismo energético a nivel transcripcional
(Malpica et al., 2006). En contraste con los sistemas de dos componentes tipicos
de bacterias, el sistema Arc presenta una reaccion en cascada en cuatro pasos 0
relevo de fosfatos (Georgellis et al., 1997; Kwon et al., 2000). La cinasa de
histidina ArcB esta anclada a la membrana plasmatica por dos segmentos
transmembranales separados por un puente periplasmico de 16 aminoacidos. En
el dominio citopldsmico, ArcB tiene una region “linker” con una cremallera de
leucinas y un dominio Per-Arnt-Sim (PAS). También posee tres dominios
cataliticos: un dominio transmisor primario (H1) en el amino-terminal (N-terminal)
con un residuo conservado de His, un dominio central receptor (D1) con un Asp
conservado y un segundo dominio transmisor o dominio de transferencia de
fosfatos (H2/Hpt) con un residuo conservado de His. Debido a estas
caracteristicas ArcB pertenece al grupo de cinasas hibridas que incluye a BarA,
BgvS, LemAy TorS.

ArcA es un tipico regulador de la respuesta constituido por un dominio de
unién a DNA hélice-vuelta-hélice en la region C-terminal y un dominio receptor en
el extremo N-terminal.

En condiciones anaerdbicas ArcB cambia su conformacion, lo que provoca
la activacion de la actividad de cinasa y con ello la autofosforilacion dependiente
de ATP del residuo de His en H1. En seguida, el grupo fosfato es transferido del
residuo de His en H1 al residuo conservado de Asp en D1 y para posteriormente
ser transferido al residuo de His presente en H2/HPt. Después, el grupo fosfato es
transferido al residuo de Asp presente en ArcA (Georgellis et al., 1997; Kwon et
al.,, 2000). De esta forma se activa ArcA y se lleva a cabo la regulacién
transcripcional necesaria para la adaptacion a condiciones anaerobicas (Fig. 3B).

La autofosforilacion de ArcB en condiciones anaerodbicas se incrementa en
presencia de ciertos metabolitos tales como D-lactato, acetato y piruvato. Estos
metabolitos aceleran la autofosforilacion de ArcB y aumentan la transfosforilacion

de ArcA sin afectar la desfosforilacién de ArcA-P (Georgellis et al., 1999). Estudios



in vivo muestran que el D-lactato no actia como la sefial de activacion pero si
tiene un papel importante como un efector que amplifica la actividad cinasa de
ArcB (Rodriguez et al., 2004).

En condiciones de aerobiosis, ArcB actlia como una fosfatasa especifica de
ArcA-P, al cual desfosforila mediante un relevo de fosfato reverso, es decir el
grupo fosfato de ArcA-P se transfiere al residuo de His en H2 y posteriormente al
Asp en D1 de ArcB y de ahi es liberado al medio (Fig. 2B) (Georgellis et al., 1998;
Pena-Sandoval et al., 2005).
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Figura 3. Sistemas de dos componentes en bacterias. A) El Sistema PhoP-PhoQ en
Salmonella controla la virulencia mediante la adaptacion a bajas concentraciones de Mg?*.
En presencia de bajas concentraciones de Mg®*, PhoP se activa y se autofosforila en un
residuo de histidina (H), el grupo fosfato es posteriormente transferido a un residuo de
aspartado (D) en PhoQ. PhoQ-P activa la transcripcion de los genes necesarios para el
crecimiento en bajas concentraciones de Mg?*. B) El sistema ArcB-ArcA se activa en
condiciones de anaerobiosis. ArcB se activa y autofosforila en bajas concentraciones de
O,. Posteriormente el grupo fosfato es transferido al dominio receptor de ArcB y en
seguida al segundo dominio transmisor presente en ArcB. Por dltimo, el grupo fosfato es
transferido al Asp presente en ArcA. ArcA-P actua como un factor transcripcional que
regula diversos grupos de genes involucrados con el crecimiento en condiciones de baja
concentraciones de O..



Se ha reportado que las quinonas actian como silenciadores de la actividad
cinasa de ArcB en condiciones aerdbicas (Georgellis et al., 2001). EI mecanismo
molecular del silenciamiento de ArcB por quinonas involucra la oxidacién de dos
residuos de cisteina en la region citoplasmica de ArcB, que participan en la
formacién de dos puentes disulfuro. En esta reaccidn, las quinonas participan
como aceptores de electrones y es mediante la formacion de los puentes disulfuro
gue se inhibe la actividad de cinasa de ArcB (Malpica et al., 2004).

Aunque arcA y arcB fueron identificados como genes que regulaban la
expresion del operon sdh, estudios posteriores revelaron que la mutacion en arcA
o arcB tenia efectos pleiotrépicos en la expresion de muchas enzimas
involucradas en el metabolismo aerdbico como las enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, las enzimas de la degradacion de acidos grasos, algunas
deshidrogenasas de flavoproteinas y la oxidasa de ubiquinona (luchi and Lin,
1988). Estudios genéticos demuestran que alrededor de 30 operones,
involucrados en el metabolismo redox estan controlados por ArcA (Lynch and Lin,
1996). Sin embargo, deacuerdo con algunos andlisis bioinforméticos y de
microarreglos, son 300 operones los que se encuentran involucrados en la

adaptacién a la anaerobiosis (McGuire et al., 1999).

El sistema de dos componentes Spo de Bacillus subtilis

El inicio de la esporulacion en Bacillus subtilis es controlado por un sistema
de transduccion de sefiales de relevo de fostatos (Hoch, 1993). El regulador
principal de la entrada a la esporulacion es la proteina de unién a DNA SpoOA.
SpoOA regula la transcripcion de diversos genes que funcionan en la fase
estacionaria y estan involucrados en el proceso de esporulacién (Stragier and
Losick, 1996). La actividad de SpoOA es controlada por un sistema que consiste
de cinco proteinas HKs (KinA, KinB, KinC, KinD y KinE) y dos proteinas de
transferencia de fosfatos (SpoOF y SpoOB). SpoOF tiene Unicamente el dominio
receptor, de tal manera que sb6lo funciona como un aceptor de fosfato de

cualguiera de las HKs y aparentemente no tiene otra funcion que servir como



donador de fosfato para la produccion de SpoOA-P. Esta ultima reaccion es
catalizada por SpoOB, el cual funciona como una fosfotransferasa (Hoch, 1995).

No se conoce cual es la sefal que activa a las HKs. Sin embargo, se sabe
gue las HKs se autofosforilan y transfieren el grupo fosfato a SpoOF. SpoOF-P
transfiere el grupo fosfato a SpoOB, el cual en un paso final de relevo de fosfatos
transfiere el grupo fosfato a SpoOA (Fig. 2). Los niveles de SpoOA-P estan
controlados ademas por la actividad de fosfatasas que desfosforilan a SpoOF-P y a
Spo0A-P (Perego and Hoch, 2002).

SpoOA-P se une a una secuencia de DNA conocida como “caja 0A”, donde
actia como represor de ciertos genes expresados en células vegetativas y como
activador de genes involucrados en la esporulacién. Algunos reportes indican que
Spo0A regula 121 genes, de los cuales 40 se encuentran regulados positivamente
y 81 se reprimen por SpoOA (Molle et al., 2003)

Sistemas de dos componentes en los hongos

Por mucho tiempo se pensd que los sistemas de dos componentes eran
exclusivos de los procariontes sin embargo, se han identificado sistemas de dos
componentes en organismos eucariontes como los que se encuentran los hongos,
las plantas y el moho mucilaginoso Dyctyostelium, en donde controlan un amplio
namero de procesos celulares (Brown and Firtel, 1998).

Los sistemas de dos componentes en los hongos (también llamados
sistemas de relevo de fosfatos) tienen una o varias HK hibridas, una proteina de
transferencia de fosfato (Hpt) y dos RRs . En Saccharomyces cerevisiae existe
solo una HK, mientras que en otras levaduras como Candida albicans y
Schizosaccharomyces pombe se han descrito tres HKs (Fig. 4). En contraste, el
analisis del genoma de los hongos filamentosos indica que existen entre 11 y 21
HKs (Tabla 1) (Catlett et al., 2003).



Tabla 1. Genes del sistema de dos componentes en hongos y otros

organismos.
Numero de genes
GENOMA
HK Simple HK Hpt" RR?
Hibrida
Escherichia coli 23 5°¢ 1 32
Arabidopsis thaliana 1 7 5 22
Saccharomyces cerevisiae 0 1 1 2
Schizosaccharomyces pombe 0 3 1 2
Gibberella moniliformis 0 16 1 3
Cochiobolus heterotrofus 0 21 1 3
Botryonia fuckeliana 0 20 1 2
Neurospora crassa 0 11 1 2

% No se consideran los ortélogos de Rim15.
® Dominio independiente que no forma parte de la HK.
¢ En E.coli cuatro de las HKs son tripartitas, es decir el dominio Hpt es parte de la HK.
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Figura 4. Cinasas de histidina en las levaduras Saccharomyces cerevisiae (S.c.),
Schizosaccharomyces pombe (S.p.) y Candida albicans (Ca). H, Histidina; D, Aspartato.



El sistema de dos componentes SInl-Ypd1l-Ssk1,Skn7 de Saccharomyces
cerevisiae

El sistema de dos componentes mejor caracterizado en hongos es el
sistema de respuesta a estrés osmaético en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
el cual utiliza un sistema de relevo de fosfatos con una arquitectura similar al que
regula la esporulacién en Bacillus subtilis.

SInl fue la primera HK descrita en organismos eucariontes (Ota and Varshavsky,
1993). SInl se localiza en la membrana plasmatica y es una HK hibrida que
contiene un dominio transmisor y un dominio receptor (Fig. 4).

En condiciones de baja osmolaridad, SInl se encuentra activa y se
autofosforila en el residuo de His presente en el dominio transmisor.
Posteriormente el grupo fosfato se transfiere al residuo de Asp presente en el
dominio receptor de SInl y de ahi al residuo de His en la proteina Ypdl.
Finalmente el grupo fosfato es transferido de Ypdl al residuo Asp presente en el
dominio receptor de los RRs Sskl y Skn7 (Fig. 5A) (Li et al., 1998; Posas et al.,
1996; Posas and Saito, 1997, 1998).

Cuando la levadura se encuentra en condiciones de alta osmolaridad, se
inhibe la actividad de SInl y ésto hace que se acumule la forma no fosforilada de
Sskl, la cual activa la via de la MAP cinasa (MAPK) Hogl mediante la activacion
de las MAP cinasas-cinasas-cinasas (MAPKKK) Ssk2 y Ssk22. Ssk2 y Ssk22
fosforilan y activan a la MAP cinasa cinasa (MAPKK) Pbs2, la cual a su vez
fosforila y activa a la MAPK Hog1l (Fig. 5B) (Posas and Saito, 1997, 1998).

La forma fosforilada de Hogl activa genes involucrados en la respuesta y
adaptaciéon a la alta osmolaridad (Posas et al., 2000). Hogl regula la activacion
transcripcional por varios mecanismos; fosforila directamente y modifica las
propiedades de varios factores transcripcionales (Alepuz et al., 2003; de Nadal et
al., 2003; Proft et al., 2001) lo que promueve el reclutamiento de la RNA
polimerasa Il (Alepuz et al., 2003).

También se ha descrito que Hogl se asocia a los promotores de los genes
de respuesta a estrés y su presencia es importante para el reclutamiento de

complejos proteicos necesarios para la modificacién de la cromatina y con ello se



realice adecuadamente el inicio de la transcripcion de los genes de respuesta a
estrés (De Nadal et al., 2004). El otro RR, Skn7, presenta un dominio de unién a
DNA, semejante al del factor transcripcional Hsfl de mamiferos y podria funcionar
como un activador de forma parecida a los RR en bacterias (Brown et al., 1994).

Se ha demostrado la transferencia de fosfato desde Sinl, a Ypdl y a Skn7
sin embargo, Skn7 no se encuentra involucrado en la respuesta al estrés
osmotico. Skn7 esta involucrado en la respuesta al estrés oxidativo mediante la
induccion de genes como la tiorredoxina (TRX2) y la reductasa de tiorredoxina
(Lee et al., 1999; Morgan et al., 1997). En el caso de la induccion de genes en
respuesta a estrés oxidativo no se requiere de la fosforilacion del residuo de Asp
presente en el dominio receptor de Skn7, aunque se ha descrito que existe otro
grupo de genes dependientes de Skn7, cuya expresion depende de la fosforilacion
del Asp por la via SIn1-Ypd1 (Fig. 5A) (Li et al., 1998).
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Figura 5. Sistema de dos componentes SInl-Ypd1l-Sskl, Skn7 en Saccharomyces
cerevisiae. A) En condiciones de baja osmolaridad, la cinasa SInl est4 activa y el grupo
fosfato es transferido de SInl a Ypdl y posteriormente a los reguladores de respuesta
Sskly Skn7. Sskl fosforilado no puede activar la cascada MAPK Hogl. B) En contraste,
en alta osmolaridad SInl se inactiva y la forma no fosforilada de Ssk1 induce la activacion
de la cascada MAPK Hogl.



Los sistemas de dos componentes de Schizosaccharomyces pombe

En contraste con el sistema de dos componentes de S. cerevisiae en donde
solo existe una HK, en la levadura Schizosaccharomyces pombe se han descrito
3tres HKs: Mak1, Mak2 y Mak3 (Buck et al., 2001); una proteina Hpt, Mprl y dos
RRs: Mcs4 y Prrl los cuales son homoélogos de los RRs, Sskl y Skn7
respectivamente (Cottarel, 1997; Ohmiya et al., 1999).

Las proteinas HKs de S. pombe no presentan dominios transmembranales
y ademas de contener el dominio transmisor y el dominio receptor, presentan otros
dominios funcionales que no se encuentran en SInl de S. cerevisiae (Fig. 4).
Estas HKs presentan uno o dos dominios PAS adyacentes al dominio de cinasa de
histidina, los cuales se encuentran asociados con proteinas que responden a la luz
y a condiciones redox. Mak2 y Mak3 contienen ademas un dominio GAF, el cual
esta presente en factores transcripcionales que responden a condiciones redox en
la célula y un dominio de cinasa de serina y treonina (Buck et al., 2001).

A diferencia de S. cerevisiae donde el sistema esta involucrado
principalmente en la respuesta al estrés osmatico, en el caso de S. pombe se ha
observado que Mak2 y Mak3 transmiten sefiales de estrés oxidativo hacia el RR
Mcs4 a través de Mprl, activando la via de la MAPK Spcl (también conocida
como Styl; homdloga de la MAPK Hogl). Spcl fosforila y activa a Atfl, el cual es
un factor de transcripcion involucrado en la induccion de genes requeridos para la
proteccion celular (Buck et al., 2001; Nguyen et al., 2000).

A diferencia de Mak2 y Mak3, Makl no se requiere para activar Spcl en
respuesta al estrés oxidativo sin embargo se ha observado que Makl se requiere
para la expresion del gen de la catalasa citosolica (cttl) y de la reductasa de
tiorredoxina (trrl). Se ha propuesto que Makl podria estar regulando a Prrl,
sugiriendo que Prrl regula la expresion de genes inducidos por estrés oxidativo de
forma independiente de la via de Spcl (Buck et al., 2001).

Ademas de la respuesta al estrés oxidativo, se ha observado que Mcs4 y
Mprl se requieren para controlar la entrada a la mitosis (0 transicion G2/M)
mediante la activacion de la MAPK Spcl (Aoyama et al., 2001; Nakamichi et al.,
2002; Nakamichi et al., 2003).



Prrl participa en el desarrollo sexual ya que se requiere para la expresion
de los genes stell, mam2 y mei2, los cuales son necesarios para el inicio de la
meiosis. Las mutantes que carecen de prrl y de mcs4 no llevan a cabo la
reproduccion asexual y son estériles (Nakamichi et al., 2003).

Los sistemas de dos componentes de Candida albicans

C. albicans es uno de los hongos patdégenos mas comunes en el humano.
Dependiendo de las condiciones ambientales, este hongo puede adoptar
diferentes morfologias en respuesta a un estimulo extracelular, por ejemplo
pueden adoptar la forma de levadura o la forma de crecimiento en hifas. Se cree
gue estos cambios de morfologia juegan un papel importante en la virulencia de C.
albicans, particularmente en la adherencia a los tejidos y en la invasién del
hospedero (Kojic and Darouiche, 2004). Se han identificado homélogos del
sistema de dos componentes en C. albicans y algunos de los reportes han
sugerido que estos sistemas estan involucrados en la transicidon morfologica y en
la patogénesis de esta levadura.

En C. albicans se han identificado tres proteinas HKs: CaSInl, CaNikl y
Chk1 (Alex et al., 1998; Calera et al., 1998; Nagahashi et al., 1998); una proteina
Hpt, CaYpdl (Calera et al.,, 2000a) y dos proteina RRs: CaSskl (Calera and
Calderone, 1999c) y CaSkn7 (Singh et al., 2004). CaSInl es estructuralmente
semejante a SInl de S. cerevisiae, es decir, una cinasa hibrida que presenta dos
regiones transmembranales en el N-terminal (Nagahashi et al.,, 1998). Chkl no
presenta dominios transmembranales pero en el extremo N-terminal presenta un
dominio GAF y un dominio de cinasa de serina y treonina como en el caso de
Mak2 y Mak3 de S. pombe (Calera et al., 1998). CaNikl no presenta dominios
transmembranales y tiene una alta homologia con la HK Nikl, una HK de
Neurospora crassa que presenta en su extremo N-terminal cinco repetidos de
dominios HAMP (Fig. 4) (Alex et al., 1998).

A diferencia de lo que sucede en S. cerevisiae, en C. albicans CaSInl y
CaSskl no se requieren para percibir una alta osmolaridad. Sin embargo, Chkl y

CaSskl son esenciales para el cambio de crecimiento levaduriforme a crecimiento



filamentoso, ya que cepas que carecen de estos genes son incapaces de crecer
como hifas en un medio que las induce (Calera and Calderone, 1999a; Calera et
al., 2000b). Chkl se ha relacionado con las proteinas involucradas en la
agregacion celular o floculacion; las cepas mutantes que carecen de Chkl
muestran una floculacion excesiva (Calera and Calderone, 1999b); por otro lado
se encontré que esta HK es esencial para la virulencia de C. albicans (Calera et
al., 1999).

CaNikl no se requiere para la respuesta al estrés osmoético, en
comparacion con Nikl de N. crassa (Alex et al., 1998). Las mutantes en esta HK
presentan una virulencia menor en comparacion con la cepa silvestre. Un andlisis
de mutantes en las proteinas HKs sugiere la interaccién entre ellas, ya que la
eliminaciéon de CaSInl y CaNikl es letal, lo que implica que existe una funcion
esencial en la cual se requieren ambas cinasas (Calera et al., 1999).

CaSskl y CaSkn7 participan en la respuesta al estrés oxidativo aunque
existen diferencias en la funcion dependiendo del agente oxidante, ademas
CaSsk1 también regula la expresion de proteinas estructurales de la pared celular
y regula negativamente la expresion de Chkl (Chauhan et al., 2003; Singh et al.,
2004).

Los sistemas de dos componentes en hongos filamentosos

A diferencia de las levaduras en donde se encuentran entre uno y tres
genes de HKs en su genoma, en los hongos filamentosos el nimero de HKs
codificadas es mucho mayor (Catlett et al., 2003).

El analisis del genoma en el hongo filamentoso Neurospora crassa predice
la presencia de 11 HKs, una Hpt y dos 2 RRs (Tabla 1) (Catlett et al., 2003). Una
de las cinasas predichas en el analisis es similar a SInl de S. cerevisiae. Dos de
las proteinas HKs parecen ser sensores de luz (NCU05790.1 y NCU04834.1) ya
gue estas cinasas contienen dominios similares a los de fitocromos de plantas y
los bacteriofitocromo (Borkovich et al., 2004). La eliminacion de estos genes y los
fenotipos de las mutantes correspondientes aln no ha sido reportada.



NIK-1/0S-1 es una de las primeras HKs descritas en hongos filamentosos
(Alex et al., 1996; Schumacher et al., 1997). Esta HK hibrida presenta en el
extremo N-terminal cinco dominios HAMP. Se sabe que hay ortélogos de NIK-
1/0S-1 entre los euascomicetos. Los dominios HAMP se encuentran en proteinas
relacionadas con sefializacién, incluyendo HKs, ciclasas de adenilato, proteinas de
quimiotaxis y fosfatasas. No se conoce cual es la funcion de estos dominios
HAMP, sin embargo mutaciones en estos dominios provocan un fenotipo
osmosensible (Catlett et al., 2003).

NIK-1/0S-1 juega un papel importante en el desarrollo de las hifas. Las
mutantes Anik-1/4o0s-1 presentan defectos morfolégicos en el desarrollo de las
hifas ademés se observa una disminucién en la conidiacion. Estas alteraciones se
exacerban cuando las mutantes se crecen en medio con alta osmolaridad. Estos
fenotipos podrian deberse a defectos en la estructura de la pared celular (Alex et
al., 1996; Schumacher et al., 1997).

NIK-2 es una cinasa hibrida que contiene dos dominios PAS en el extremo
N-terminal, los cuales podrian estar involucrados en la deteccion de condiciones
redox o presencia de luz, sin embargo, una mutante que carece de NIK-2 no
exhibe ningun fenotipo cuando se crece bajo diferentes condiciones de estrés
(Borkovich et al., 2004).

Ademés de NIK-1/0S-1, otra proteina involucrada en la respuesta a estrés
osmotico es el regulador de respuesta RRG-1. Este RR es el homélogo de Sskl
de S. cerevisiae y activa la MAPK OS-2 (homodloga de la MAPK Hogl). Los
fenotipos que presenta la mutante en RRG-1 sugieren que este regulador esta
involucrado en la integridad de la pared celular, en la respuesta al estrés osmético
y en la sensibilidad a fungicidas, ya que las cepas mutantes en RRG1 son
osmosensibles y ademas resistentes al fludioxonil y al iprodione (Jones et al.,
2007).

RRG-2 es el homdlogo de Skn7 en S. cerevisiae. La eliminacién de RRG-2
provoca un incremento en la sensibilidad al tert-butil perdxido (t-BOOH), el cual
causa estrés oxidativo (Banno et al., 2007).



En diversos hongos se han descrito ortélogos de NIK-1/0OS-1 (Catlett et al.,
2003). La remocion de la cinasa ortéloga de NIK-1/OS-1 de diversos hongos
patdgenos de plantas produce sensibilidad a alta osmolaridad y resistencia a
fungicidas como el fludioxonil (Avenot et al., 2005; Motoyama et al., 2005; Viaud et
al., 2006; Yoshimi et al., 2004; Yoshimi et al., 2005).

En el hongo Botrytis cinerea la eliminacion de la cinasa BOS1 provoca que
el hongo sea menos virulento para su hospedero (Viaud et al., 2006). En contraste
en Magnaporthe grisea la supresion de la cinasa HIK1 no causa defectos en la
patogenicidad del hongo a su hospedero (Motoyama et al., 2005). En Cochliobolus
heterostrophus se ha descrito que ademas de la cinasa ortdloga a NIK-1/0OS-1, los
reguladores de la respuesta Chsskl y Chskn7 estan involucrados en la resistencia
a la alta osmolaridad y en la sensibilidad al fludioxonil; sin embargo, se requiere
eliminar ambos reguladores para que el hongo sea completamente resistente al

fludioxonil (Izumitsu et al., 2007).

Los sistemas de dos componentes de Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans se encuentra muy relacionado con otras especies de
Aspergillus de importancia médica e industrial y es un buen modelo genético para
el estudio de la biologia de los hongos y otros organismos eucariontes.

El andlisis del genoma de A. nidulans predice 15 proteinas HKs, una
proteina Hpt, YpdA y dos RRs clasicos llamados SrrA (En este trabajo; numero de
acceso del GenBank: AY168636) y SskA (Furukawa et al., 2005). Ademas se
predicen otras dos proteinas que presentan un dominio receptor llamados SrrB, el
homodlogo de Rim15 de S. cerevisiae, el cual carece del residuo de Asp
conservado y SrrC, que carece de un dominio efector. (Hagiwara et al., 2007).

De las 15 HKs que se predicen en el genoma de A. nidulans, solo se han
estudiado tres HKs: TcsA, TcsB, FhpA.

TcsA fue la primera de las HKs descritas en A. nidulans. TcsA es una
cinasa hibrida que presenta dos dominios PAS en su extremo N-terminal, los
cuales podrian estar relacionados con la deteccion de la sefial y la activacion de la



cinasa de histidina (Fig. 6). TcsA no se requiere para el crecimiento vegetativo
pero las mutantes que carecen de esta HK presentan defectos en la conidiacion;
sin embargo, estos defectos se corrigen cuando las mutantes crecen en
condiciones de alta osmolaridad o después de la propagaciéon sucesiva de la cepa
lo que sugiere que la funcién de esta HK puede ser sustituida por la de otra HK
(Virginia et al., 2000).

Por otra parte, TcsA se encuentra involucrada en la localizacién nuclear del
factor transcripcional DevR ya que, en cepas mutantes que carecen de TcsA,
DevR se localiza en el citoplasma mientras que en la cepa silvestre su localizacion
es nuclear. Aun se desconoce cdmo TcsA regula la localizacién de DevR (Tuncher
et al.,, 2004). La segunda HK descrita en A. nidulans fue TcsB, la cual es una
cinasa hibrida con dos dominios transmembranales en su extremo N-terminal (Fig
6), capaz de complementar una mutante en la cinasa SInl en S. cerevisiae. Sin
embargo, al eliminar TcsB no se producen defectos en el crecimiento en
diferentes condiciones de estrés (Furukawa et al., 2002).

La HK mas ampliamente estudiada es FphA. Esta HK presenta en su
extremo N-terminal un dominio PAS, una secuencia de localizacion nuclear, un
dominio GAF y un dominio de fitocromo (Purschwitz et al., 2008). FphA es capaz
de unir biliverdina, actia como un sensor de luz roja y reprime la reproduccion
asexual bajo condiciones de luz roja (Blumenstein et al., 2005). Los ensayos in
vitro indican que FphA es una HK funcional; sin embargo, el relevo de fosfatos se
lleva a cabo independientemente de la union a biliverdina (Brandt et al., 2008).
FphA forma parte de un complejo de proteinas que contienen a LreA y LreB, los
cuales son factores transcripcionales homoélogos de WC-1 y WC-2, componentes
centrales del sistema sensor de luz en Neurospora crassa (Purschwitz et al.,
20009).

El regulador VeA también interactia con FphA formando parte de este
complejo que se encuentra en el nlcleo, aunque no se sabe si la composicién del
complejo es siempre la misma o cambia bajo diferentes condiciones fisioldgicas
(Fischer, 2008; Purschwitz et al., 2008). LreB y VeA interactlian directamente con

FphA y estas interacciones no dependen de las condiciones de luz (Purschwitz et



al., 2009). Todos estos datos relacionan a FphA con la respuesta a la luz y la
regulacién del desarrollo, aunque aun no se ha determinado a través de cual de
los reguladores de la respuesta a través de los cuales se lleva a cabo la

sefalizacion y se induce la respuesta al estimulo de luz.
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Figura 6. Proteinas de los sistemas de dos componentes identificadas por el
andlisis del genoma de Aspergillus nidulans. Se identificaron 15 proteinas HKs, una
proteina Hpt y dos reguladores de respuesta clasicos SrrA y SskA, ort6logos de Skn7 y
Sskl de S.cerevisiae respectivamente. Ademas de un ortélogo de Rim15 de S. cerevisiae.
Se indica el nimero de acceso de la proteina o el nombre de la proteina que ya ha sido
estudiada.

En condiciones de estrés osmatico y oxidativo el regulador de la respuesta SskA,
es necesario para la activacion de la via de MAPK SakA (homologa de Hogl)
(Furukawa et al., 2005; Kawasaki et al., 2002).



HIPOTESIS

Proponemos que la comparacion de mutantes afectadas en una de las 15 HKs
(NikA), la unica proteina de transferencia YpdA y los reguladores de la
respuesta nos proporcionara una vision general del tipo de funciones reguladas

por los sistemas de relevo de fosfatos en Aspergillus nidulans.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el papel de la cinasa de histidina NikA, de la proteina de
transferencia YpdA, y de las proteinas reguladoras de la respuesta en la
transduccion de sefales de estrés y la diferenciacion celular en Aspegillus

nidulans

Obijetivos Particulares

1. Eliminar los genes srrA, sskA, srirB y srrC los cudles codifican
reguladores de la respuesta en A. nidulans, y evaluar el efecto en la
diferenciacién celular (asexual y sexual) y en la resistencia al estrés (oxidativo

y 0osmotico)

2. Eliminar el gen ypdA, el cual codifica para la Gnica proteina de
transferencia de fosfatos en A. nidulans y evaluar el efecto en la diferenciacion

celular (asexual y sexual) y en la resistencia al estrés (oxidativo y osmoético).

3. Eliminar el gen nikA que codifica para una cinasa de histidina (HK) y
evaluar el efecto en la diferenciacion celular (asexual y sexual) y en la

resistencia al estrés (oxidativo y osmatico)



MATERIALES Y METODOS

Cepas de Aspergillus nidulans utilizadas en este trabajo.

A continuacion se muestra la tabla de las cepas utilizadas en este

trabajo. Se indica de donde se obtuvo la cepa y se describe el genotipo de

cada una de las cepas.

Cepa Genotipo Referencia

CLK43 pabaAl, yA2; veAl (Kawasaki et al., 2002)

TOL1 pabaAl, yA2, AargB::trpCAB; (Kawasaki et al., 2002)
AsakA::argB; trpC801, veAl

TLK12 pabaAl, yA2; AcatB, veAl (Kawasaki et al., 1997)

11035 pyrG89; pyroA4; AnkuA::argB; M. Hynes; (Nayak et al., 2006)
riboB2; veAl

SRF200 pyrG89; AargB::trpC pyroA4; veAl R. Fischer

TAsIrA-pyrG(AnkuA)7
TAsrrA-pyrG9
TAsskA-riboB (AnkuA)8

TAsrrA-pyrG/AsskA-riboB (AnkuA)6

COSAsIrA03

COSAsskA02

COSAsITA/AsskA02

TAnikA-pyrG(AnkuA)9

CIVAnikA3

TAsrrB-pyro(AnkuA)1

TAsrrC-pyrG (AnkuA)7

CIVAsrrB2
CIVAsrrC4

TAsrrB RD pyro (AnkuA)4

CIVAsrrB RD 4

pyrG89; AsrrA::AfpyrG; pyroA4;
AnkuA::argB; riboB2; veAl

pyrG89, pabaAl; yA2; AsrrA::AfpyrG,
veAl

pyrG89; pyroA4, AsskA::AfriboB;
AnkuA::argB; riboB2; veAl

pyrG89; AsrrA::AfpyrG; pyroA4,
AsskA::AfriboB; AnkuA::argB; riboB2;
veAl*

pabaAl; yA2; AsrrA::AfpyrG; veAl

pabaAl, yA2, AsskA::AfriboB; veAl

pabaAl, yA2; AsrrA::AfpyrG;
AsskA::AfriboB; veAl

pyrG89; AnikA::AfpyrG; pyroA4;

AnkuA::argB; riboB2; veAl
pabaAl; yA2; AnikA::AfpyrG; veAl

pyrG89; pyroA4; AsrrB:: Afpyro
AnkuA::argB; riboB2; veAl

pyrG89; AsrrC::AfpyrG; pyroA4;
AnkuA::argB; riboB2; veAl

pabaAl; yA2; AsrrB::Afpyro; veAl
pabaAl; yA2; AsrrC::pyrG; veAl

pyrG89; pyroA4; srirB ARD:: Afpyro;
AnkuA::argB; riboB2; veAl

pabaAl; yA2; srrBARD::Afpyro; veAl

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccion srrA-AfpyrG-srrA

Este trabajo, CFL3 transformada con
la construccion srrA-AfpyrG-srrA

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccion sskA-AfriboB-sskA
Este trabajo, 11035 transformada con
las construcciones srrA-AfpyrG-srrA'y
sskA-AfriboB-sskA

Este trabajo, progenie de la cruza
TAsIrA-pyrG9 X TAsskA-riboB
(4AnkuA)8

Este trabajo, progenie de la cruza
TAsskA-riboB (4AnkuA)8 X CLK56
Este trabajo, progenie de la cruza
TAsIrA-pyrG9 X TAsskA-riboB
(4AnkuA)8

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccion nikA-AfpyrG-nikA
Este trabajo, progenie de la cruza
TnikA-pyrG(AnkuA)9X CLK43

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccién rim15-pyroAf-rim15D

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccion AN4134-AfpyrG-
AN4134

Este trabajo, progenie de la cruza
TsrrB-pyro(AnkuA)1 X CLK43

Este trabajo, progenie de la cruza
TsrrC-pyrG (AnkuA)7 X CLK43

Este trabajo, 11035 transformada con
la construccién rim15D-Afpyro-
rim15D

Este trabajo, progenie de la cruza
TsrrB RD pyro (AnkuA)4 X CLK43




Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de Aspergillus nidulans

Todas las cepas se crecieron en medio minimo Kafer con glucosa al 1%
suplementado con los requerimientos necesarios para cada cepa (Kafer, 1977).
Para los medios solidos se us6 agar al 1.25%. Todos los medios de cultivo se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Las cepas crecidas en
medio sélido se incubaron a 37°C y para el crecimiento en medio liquido se
incubaron a 37°C a 300 rpm.

Para inocular medios de cultivo liquido se preparé una suspension de
esporas a partir de medio sélido sembrado a confluencia con esporas e
incubado a 37°C durante 5 dias. Las esporas se cosecharon agregando una
solucién de Tween 80 al 0.1% y raspando con una asa bacteriolégica, la
suspensién de esporas se centrifugd durante 5 minutos en una centrifuga
clinica a velocidad media y las esporas se lavaron 4 veces con agua estéril. El
namero de esporas en la suspension se determind utilizando una cadmara de
Neubauer.

Para inocular medios de cultivo solidos se inoculé en punto a partir de una
colonia aislada utilizando un palillo de madera.

Los genotipos de la progenie derivada de cruzas sexuales inicialmente
fue determinado por morfologia de la colonia y por pruebas de crecimiento en
medio con sorbitol, H,O, o con el fungicida fludioxonil. La eliminacién de los
genes se confirmd por hibridacién tipo Southern o por andlisis con PCR.

Se prepararon soluciones de trabajo de menadiona y fludioxonil, las
cuales se esterilizaron por filtracion. La menadiona, el fludioxonil, el H,O,, ter-
butil peréxido (t-BOOH), paraquat y calcofluor se adicionaron al medio cuando
éste estaba a una temperatura de aproximadamente 50 °C. Para las
condiciones de estrés osmdético se adicioné el sorbitol y el NaCl antes de

esterilizar.

Eliminaciéon de los genes de srrA, sskA, srrB , srrC, ypdA y nikA

Se utilizé la técnica de “Double Joint PCR” (Yu, et al. 2004) y los genes
pyrG, riboB y pyroA de Aspergillus fumigatus como marcadores selectivos. Se
transformd A. nidulans mediante la técnica de fusién de protoplastos (Yelton et
al., 1984) o mediante la técnica de conidias electrocompetentes (Sanchez, et



al. 1996), seleccionando transformantes protétrofas segun el marcador
selectivo utilizado.
Determinacién de nimero de esporas/cm?

Las cepas a analizar se inocularon por punto las cepas a analizar en
cajas Petri con medio minimo mas suplementos, las cuales se incubaron a
37°C durante 6 dias. Después de los 6 dias, se midi6 el diametro de la colonia
y las esporas se cosecharon agregando una solucién de Tween 80 al 0.1% y
raspando con una asa bacteriolégica Se lavé dos veces la caja y la suspensién
de esporas se coloc6 en un tubo falcén. Las esporas se concentraron
centrifugando en una centrifuga clinica durante 10 minutos a velocidad media.
Se eliminé el sobrenadante y las esporas se resuspendieron en agua con un
volumen conocido. Se determind la cantidad de esporas/ml usando una camara
de Neubauer. El nUmero de esporas por colonia fue posteriormente fue dividido

entre el area de la colonia para obtener el nmero de esporas/cm?.

Determinacion de viabilidad de esporas.

Las cepas a analizar se inocularon por punto las cepas a analizar en
cajas petri con medio minimo mas suplementos, las cuales se incubaron a 37
°C durante 6 dias. Después del dia 6 se se cosecharon las esporas agregando
una solucion de Tween 80 al 0.1% y raspando con una asa bacteriologica. La
caja se lavo dos veces y la suspension de esporas se coloco en un tubo falcén
de 50 ml. Se concentraron las esporas centrifugando en una centrifuga clinica
durante 10 minutos a velocidad media. Se elimino el sobrenadante, las esporas
se resuspendieron en agua con un volumen conocido. Se determiné la cantidad
de esporas/ml usando una camara de Neubauer. Las suspensiones de esporas
se almacenaron a 4 °C durante 12 dias. Se realizaron las diluciones requeridas
para plaquear entre 150-250 esporas por caja. Las esporas se plaquearon a los
dias indicados. El porcentaje de sobrevivencia se calcul6é considerando el dia 0
como el 100% de viabilidad.

Actividad de catalasa en esporas y micelio tratado con H,O, y paraquat
Se cosecharon esporas de colonias incubadas durante 6 dias a 37°C.

Con la suspension de esporas obtenidas se inocularon 50 ml de medio minimo



mas suplementos con una concentracion de esporas de 9 X 10> esporas/ml. El
micelio se creci6é durante 8 horas y se traté con 0.5mM de H,O, 6 4mM de
paraquat como se describe en Kawasaki y col (1997).

Se obtuvieron extractos de proteinas de conidios y de micelio tratado
con H,0; usando un buffer de extraccion que contenia HEPES 20 mM, DTT 1
mM pH 7.2. Para determinar la actividad de catalasa se cargaron 80 pg de
proteina en un gel nativo de poliacrilamida. La actividad de catalasa se reveld
en el gel por el método descrito por Harris y Hoppkins (1976).

Crecimiento en diferentes fuentes de carbono y nitrégeno.

Para el crecimiento en diferentes fuentes de carbono, se preparé medio
minimo Kafer pero se sustituyé la fuente de carbono utilizando fructosa,
galactosa, arabinosa, xilosa, sorbitol, glicerol o etanol a una concentracién de
1% como fuentes de carbono. También se utilizaron como fuente de carbono
treonina o0 acetato de sodio a una concentracion de 100mM. Para el
crecimiento en diferentes fuentes de nitrégeno se prepar6 medio minimo Kéfer
sustituyendo la fuente de nitrégeno por urea 5mM, prolina 10mM, acido Urico
0.1%, fenilalanina 10mM Yy tartrato de amonio 5mM. Las cajas se inocularon por
punto o con micelio proveniente de una colonia crecida durante 5 dias

obtenido con ayuda de un saca-bocados.

Determinacion del mRNA de brlA

Para determinar la cantidad de mRNA de brlA se utilizaron cultivos
conidiantes. Para estos cultivo se obtuvo una suspensién de esporas, que
fueron lavadas con agua. Se inocularon 50 ml de medio liquido mas
suplementos con una concentracion de 5X10° esporas/ml. Los cultivos se
crecieron 18 hrs. en agitacion a 37°C. Para inducir la conidiacion se filtraron 50
ml de cultivo con un embudo y la ayuda de una bomba de vacio; el micelio se
expusoé al aire sobre papel filtro Whatman No. 1 de 10 cm. de diametro. Los
papeles filtro con el micelio adherido se colocaron sobre charolas con medio
sélido mas suplementos. Se cubrieron las charolas con papel aluminio
permitiendo que el aire circulara libremente. Se tomaron muestras de micelio a
las 0, 6, 12 y 24 horas después de colocar el micelio sobre las charolas. El

RNA se extrajo utilizando TRIzol (Invitrogen). Se cuantifico el RNA y se corrio



un gel desnaturalizantes de agarosa con formaldehido con 15ug de RNA.
Posteriormente se realizé la transferencia a una membrana de nitrocelulosa
con soporte de nylon Hybond-N (Amersham). El RNA se fijo la membrana con
luz UV y posteriormente se hibrid6 utilizando una sonda para brlA marcada con
p,



RESULTADOS Y DISCUSION

Parte |. Resultados Publicados

Vargas-Perez, |., Sanchez, O., Kawasaki, L., Georgellis, D., and Aguirre, J. (2007)
Response regulators SrrA and SskA are central components of a phosphorelay
system involved in stress signal transduction and asexual sporulation in
Aspergillus nidulans. Eukaryot Cell 6: 1570-1583.

Resumen

Entre los eucariontes, sélo los mohos mucilaginosos, los hongos y las plantas
presentan sistemas de transduccion de dos componentes (también conocidos como
sistemas de relevo de fosfatos). En los hongos filamentosos, diferentes cinasas
sensoras (HK) parecen utilizar una sola proteina de transferencia de fosfatos que
contiene histidina (Hpt) para el relevo de la sefial a dos proteinas reguladoras de la
respuesta (RR). En Aspergillus nidulans, el RR SskA media la activacion de la MAP
cinasa SakA en respuesta al estrés osmético y oxidativo, mientras que la funcién del
RR SrrA era desconocida. Utilizamos un acercamiento genético para caracterizar el
gen srrfA como un nuevo miembro de la familia skn7/prrl y para analizar el papel de
SrrA en el sistema de relevo de fosfatos formado por el RR SskA, la proteina Hpt
YpdA y la cinasa sensora NikA.

Nuestros resultados muestran que mientras las mutantes que carecen de la proteina
YpdA no son viables, las mutante que carecen de SskA (AsskA), SrrA (AsrrA) o de
ambos reguladores (AsrrA AsskA) son viables y estan diferencialmente afectadas en
la respuesta al estrés osmatico y oxidativo. Ambos RRs se encuentran involucrados
en la resistencia al estrés osmaotico, pero una mutante AsskA es mas sensible a este
estrés y solo SrrA se requiere para la resistencia al H,O, y la induccion de la catalasa
B por H;0,.

En contraste, ambos RR son requeridos para la sensibilidad a fungicidas, la
resistencia al calcofluor, y la normal esporulacion y viabilidad de las conidias. Los
defectos en la esporulacion de AsrrA y AsskA estan relacionados con la disminucién
del mRNA del gen brlA. En contraste, los defectos en la viabilidad de las esporas no
correlaciona con la actividad de la catalasa especifica de esporas CatA. Nuestros
resultados soportan un modelo en el cual NikA actua rio arriba de SrrA y SskA para
transmitir las seflales de exposicibn a fungicidas, para regular la esporulacion
asexual y viabilidad de las esporas. En contraste, nuestros datos indican que NikA no
se requiere para el estrés osmoético y oxidativo.

Estos resultados ponen de manifiesto diferencias importantes en la transmisién de
sefiales de estrés entre hongos y define un sistema de relevo de fosfatos involucrado
en estrés oxidativo y osmatico, mantenimiento de la pared celular, sensibilidad a
fungicidas, reproduccién asexual y viabilidad de las esporas.
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Figura 1S. El gen srrA codifica para regulador de la respuesta de la familia de
Skn7/Prrl. La secuencia de aminoacidos predicha para SrrA se aline6 con las proteinas
hipotéticas de Aspergillus clavatus, Coccidiodis immitis, Neosartorya fischeri, Skn7 de S.
cerevisiae y Prrl de S pombe. Las secuencias estan identificadas por el nombre de la
especie, seguido del nombre de la proteina o el nUmero de acceso del Gen Bank y el tamafio
de la proteina. Las barras rojas y negras indican el dominio de unién a DNA y el dominio
receptor, respectivamente. La estrella indica el residuo conservado de aspartato en el



dominio receptor. La secuencia subrayada en SrrA indica los aminoacidos eliminados en la
mutante AsrrA.
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Figura 2S. Eliminacién de los genes srrA y sskA. A). La construccion para la eliminacién
del gen srrA contiene el gen AfpyrG como marcador selectivo fue generada por “Double-Joint
PCR" y usado para transformar las cepas 11035 y CFL3. Un evento de doble recombinacién
produce el reemplazo del marco de lectura del gen srrA por el gen del marcador selectivo
AfpyrG (panel de la derecha). Para verificar la eliminacion de srrA, el DNA de una cepa
silvestre (WT) y de cepas transformantes PyrG’ fue digerido con las enzimas de restriccion
EcoRI o Xhol/Xbal (no mostrada) y usado para el andlisis de Southern Blot con la sonda
indicada (panel de la derecha). Las transformantes que presentaron el evento de eliminacién
de srrA fueron seleccionadas. En patron de restriccion para la cepa WT corresponde de
bandas de 1.0y 1.2 kb, mientras que el patrén correspondiente a las cepas AsrrA esde 1.2y
6.4 kb B) La construcciéon para la eliminacion de sskA contiene el gen AfriboB como
marcador selectivo fue generado por “Double-Joint PCR” y usado para transformar las cepas
11035. Un evento de doble recombinacién produce el reemplazo del marco de lectura sskA
por el gen del marcador selectivo AfriboB. Para confirmar el evento de eliminacion de sskA,
el DNA de la cepa WT y de las transformantes Ribo* fue digerido con Xbal/Xhol y BamHI y
usado para el analisis de Southern Blot con la sonda indicada (panel de la derecha). EIl DNA
de la cepa WT digerido con Xbal/Xhol produce una banda de 5.6 kb mientras que el
reemplazo con AfriboB resulta en una banda de 7.3 kb El patron de digestion de la cepa
silvestre con BamHI es de una banda de 4.3 kb, mientras el patrén de digestion
correspondiente a las cepas AsskA es de 6.5 kb
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Figura 3S. Eliminacién de los genes srrA-sskA y nikA. A)Las construcciones srrA-Afpyrg-
srrA 'y sskA-AfriboB-sskA fueron utilizadas para transformar simultaneamente la cepa 11035.
Para confirmar ambos genes, el DNA de la cepa silvestre (WT) y de las transformantes
PyrG*/Ribo" fueron analizadas como en la figura 2S. B) La construccion para eliminar nikA
presenta el gen AfpyrG como marcador selectivo y fue generada por “Double Joint PCR” y
usada para transformar la cepa 11035. Un evento de doble recombinacién produce el
reemplazo del gen nikA por el gen del marcador selectivo AfpyrG. Para confirmar que nikA
fue eliminado, el DNA de la cepa WT y de las transformantes PyrG" fue diferido con Bgll y
Hindlll y se realiz6 el analisis de Southern Blot con la sonda indicada. El patron de digestién
con Bgll esperado para la eliminacién del gen nikA es de dos bandas de los pesos
moleculares indicados. El patrén de digestién con Hindlll para la cepa WT es de una banda
de 7.2 kb y para la cepa mutante es de una banda de 3.3 kb La transformante 9 (asterisco)
fue utilizada para experimentos posteriores.



Figura 4S. Los defectos en la esporulacién de las mutantes AsrrA y AsskA son
disminuidos bajo condiciones de crecimiento en alta osmolaridad y crecimiento en
baja concentracion de glucosa respectivamente. Las cepas 11035 (WT), TAsrrA-pyrG7
(AsrrA), TAsskA-riboB8 (AsskA) 'y TAsrrA-pyrG/AsskA-riboB8 (AsrrA AsskA) fueron
inoculadas en punto en medio minimo mas suplementos con sorbitol 0.6M o medio minimo
con 0.1% de glucosa e incubadas a 37°C durante 6 dias.

Parte Il. Resultados sin publicar




El gen srrB codifica para una proteina ortéloga de Rim15

El analisis del genoma predice otras dos proteinas con dominio receptor, SrrB
y SrrC. Se realizo el andlisis de la secuencia del gen AN7572.2 (SrrB). Esta proteina
tiene una identidad del 27% con la proteina Rim15 de S. cerevisiae (Fig. 7) (Bowdish
et al., 1995; Reinders et al., 1998; Vidan and Mitchell, 1997). Sin embargo, al igual
gue en el caso de Rim15 de S. cerevisiae, SrrB no contiene el residuo de aspartato
conservado en el dominio receptor, ademas presenta un dominio de cinasa de serina
y treonina, el cual en Rim15 se encuentra interrumpido por una secuencia de 188
aminoacidos (Vidan and Mitchell, 1997). En Rim15 esta secuencia presenta un sitio
de union a proteinas 14-3-3 (Wanke et al., 2005), sin embargo este sitio no esta
presente en SrrB, aunque se detectaron otros dos posibles sitios de unién a
proteinas 14-3-3 (Fig. 7). La proteina Rim15 presenta en el extremo N-terminal un
dominio PAS y un dominio de dedos de zinc (Wanke et al., 2005), los cuales no
parecen presentes en SrrB. Como se puede observar en el alineamiento, esta
proteina se encuentra muy conservada en otros hongos, sin embargo, aunque aun

no se ha descrito su funcién en hongos filamentosos.

Eliminacion del gen srrB

Para determinar la funcién de SrrB, se eliminé la region codificante mediante
la técnica de “Double Joint PCR” (Yu et al., 2004), utilizando el gen Afpyro de
Aspergillus fumigatus como marcador selectivo. Se utilizaron los tres productos de
PCR 5'Rim15, 3'Rim15D y pyroAf como templados para obtener el producto de
fusion que se utilizé para transformar A. nidulans mediante la técnica de fusion de
protoplastos. Se usoO la cepa 11035 y se seleccionaron transformantes protoétrofas
para piridoxina. Se obtuvieron 15 transformantes y se escogieron al azar nueve de
ellas para analizarlas por hibridacion tipo “Southern” y confirmar asi el reemplazo del
gen srrB. Se extrajo DNA gendmico de las transformantes y se realizd una digestion
con Xbal. Se utilizd6 como sonda el producto de PCR 5'Rim15 marcado con *?P. La
digestion con Xbal del DNA de la cepa silvestre (11035) generd un fragmento de 2.8

Kb en tanto que las transformantes en las que el gen srrB fue eliminado se obtuvo un



fragmento de 5.1 Kb (datos no mostrados). Esto confirmé que se elimind
aproximadamente el 80% del marco de lectura del gen srrB. Posteriormente se
realiz6 la cruza de una de las mutantes obtenidas (T-1) con la cepa silvestre CLK43,
para eliminar la mutacion AnkuA y obtener la mutacion AsrrB en el mismo fondo
genético que las mutantes de los otros reguladores de la respuesta. Se
seleccionaron las mutantes de la cruza, por el fenotipo de menor crecimiento radial y
por auxotrofia para &cido p-aminobenzoico (PABA). Se extrajo DNA de las mutantes
seleccionadas y se realiz6 el andlisis tipo “Southern” para confirmar la eliminacion del
gen srrB. Se extrajo DNA gendmico de las cepas y se realiz6 una digestion con la
enzima EcoRI. Se utiliz6 como sonda el producto de PCR 3'Rim15D marcado con
¥p. Como se muestra en la Fig. 8, la digestion con EcoRI del DNA de la cepa
silvestre generd un fragmento de 5.8 Kb En las cepas en donde se elimind el gen
srrB (C2, C4,C5, C6 y C7) se obtuvo un fragmento de 3.1 Kb de acuerdo con lo
esperado para la eliminacion del gen srrB. Como se muestra en la Fig. 8, se confirmé
la eliminacion del gen srrB en 3 de las cepas analizadas. Para la caracterizacion
posterior, se trabajo con la cepa C2 en donde también se comprobé la ausencia de la
mutacion AnkuA mediante una reaccion de PCR (dato no mostrado).
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Figura 7. El gen AN7572.2 (srrB) codifica para una proteina que presenta un dominio
receptor caracteristico de los reguladores de la respuesta. La secuencia de
aminoacidos predicha para el gen AN7572.2 se alined con proteinas hipotéticas de
Aspergillus fumigatus, Giberrella moniliformis, Neosartorya fischeri y Rim15 de S. cerevisiae.
Las secuencias estan identificadas por el nombre de la especie seguidas del nUmero de
acceso de GenBank y el tamafio de la proteina. La linea negra punteada, indica el dominio
PAS segln Cameroni y col (2004). El cuadro azul indica el dominio de dedos de zinc
presente en la proteina Rim15. El cuadro anaranjado indica el residuo de treonina importante
para la interaccion de Rim15 con proteinas 14-3-3. Los cuadros negros indican residuos
predichos en la secuencia de la proteina de A. nidulans para la interaccion con proteinas 14-
3-3. (http://scansite.mit.edu) La barra roja indica el dominio receptor en tanto que la barra
azul indica el dominio de cinasa de serina y treonina. El asterisco (*) indica el sitio donde
deberia encontrarse el aspartato conservado en el dominio receptor. I corresponde al
residuo de lisina en el subdominio Il de la cinasa, el cual es esencial para la unién de ATP. D
corresponde al residuo de aspartato que se piensa es la base del sitio catalitico donde se
lleva a cabo la reaccién de transferencia del fosfato. Ambos residuos son necesarios para la
funcién de Rim15 de S. cerevisiae (Vidan and Mitchell, 1997).
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Figura 8. Eliminacion del gen srrB. La construccidon para eliminar srrB contiene el gen
Afpyro como marcador selectivo y fue generada por “Double-joint PCR” y utilizada para
transformar la cepa 11035. Un evento de doble recombinaciéon produce el reemplazo del
80% del marco de lectura del gen srrB por el gen del marcador selectivo pyroAf (panel de la
derecha). Para confirmar la eliminacion del gen srrB se digiri6 el DNA de la cepa silvestre y
de las cepas seleccionadas con la enzima de restriccion EcoRIl y se hibridé con la sonda
indicada en el esquema.

Eliminacion del dominio receptor de la proteina SrrB .

Para determinar si el dominio receptor (RD), que abarca del aminoacido 1543
al 1740, esta involucrado en la transmision de sefales de estrés, se elimind la region
gue codifica para el RD del gen srrB. Con esta construccién se eliminé el extremo C-
terminal de SrrB a partir del residuo 1478. Se utilizaron los tres productos de PCR
5'Rim15D, 3'Rim15D y pyroAf como templados para obtener el producto de fusion
gue se utiliz6 para transformar A. nidulans mediante la técnica de fusion de
protoplastos. Se us6 la cepa 11035 y seleccionaron transformantes prototrofas para
piridoxina. Se obtuvieron 10 transformantes (srrB ARD) de las que se escogieron al
azar nueve para analizarlas por hibridacion tipo “Southern” y asi para confirmar la
eliminacion de la regidén que codifica para el dominio receptor del gen srrB (datos no
mostrados). Para obtener la mutante srrBARD en un fondo genético similar al resto
de las mutantes de los reguladores de la respuesta SrrA y SskA, se realizé una cruza
con una cepa silvestre (CLK43) y se seleccionaron de la progenie, cepas que fueran
auxotrofas para PABA. Las cepas obtenidas se analizaron por hibridacién tipo
“Southern” para confirmar la emilinacion del RD (Fig. 9). Se extrajo DNA gendmico



de las cepas y se realiz6 una digestion con la enzima EcoRI. Se utilizé como sonda
el producto de PCR 3'Rim15D marcado con *P. Como se muestra en la Fig. 9, la
digestion con EcoRI del DNA de la cepa silvestre (WT) genera un fragmento de 6.0
Kb En las cepas donde se elimino la region que codifica para el RD del srrB se
espera un fragmento de 2.7 Kb, el cual se obtuvo en seis de las doce cepas
analizadas (Fig. 9). Para experimentos posteriores se utilizo la cepa 4.
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Figura 9. Eliminacion del dominio receptor de srrB . La construccion para eliminar la
region que codifica para el RD de srrB fue generada por “Double-joint PCR y contiene el gen
pyroAf como marcador selectivo” y fue utilizada para transformar la cepa 11035. Un evento
de doble recombinacién produce el reemplazo del la region que codifica para el dominio
receptor a del gen srrB por el gen del marcador selectivo pyroAf (panel superior). Para
confirmar la eliminacion del la regién que codifica para el dominio receptor del gen srrB, se
digiri6 el DNA de la cepa silvestre y de las cepas seleccionadas con la enzima de restriccion
EcoRl y se hibrido6 con la sonda indicada en el esquema.

Debido a que la construccion utilizada para realizar la eliminacion del RD no
presentaba un codon de término, se realizd el analisis de la secuencia de la

construccién y se encontré6 un codon de paro en la construccion utilizada para la



eliminacion del RD, so6lo que se adiciona una secuencia de 9 aminoacidos
(RTSDAGLLR) después del residuo 1478 de SrrB.

La eliminacidon total de SrrB o solamente del dominio receptor producen una
disminucion en el crecimiento radial, mientras que sélo la eliminacion del
dominio receptor de SrrB produce una disminucion en la esporulacién asexual.

Después de confirmar que se habian obtenido las cepas mutantes en las que
se habian introducido las construcciones adecuadas para eliminar el gen srrfB y o
sélo la region correspondiente al RD de SrrB, se procedié con su caracterizacion. En
la Fig. 10A, se puede observar que ambas mutantes presentan una disminucion en el
crecimiento radial con respecto a la cepa CLK43 (WT). Ademas, se observa que la
mutante srrB ARD presenta una disminucién en la cantidad de esporas. Por esta
razon se llevo a cabo la cuantificacidn de esporas asexuales o conidiosporas. En la
Fig. 10B. se observa que la mutante AsrrB presenta un nimero de esporas/cm?
semejante al de una cepa silvestre. Sin embargo, en el caso de la mutante srrB ARD
se observa una disminucién considerable (significativa) del nimero de esporas por
unidad de &rea. En el hongo patégeno del maiz Magnaporthe oryzae, la eliminacion
del ortdlogo de SrrB, provoca una disminucion del 15% en el crecimiento radial en
comparacién con la cepa silvestre (Motoyama et al., 2008), en tanto que en este caso
se observé una disminucion del crecimiento de alrededor del 30%. Otro estudio
realizado en A. nidulans reporta que la eliminacion de SrrB no produce ningun

fenotipo visible (Hagiwara et al., 2007).

La eliminacion del dominio receptor de SrrB provoca una disminucién en el
nivel del mRNA del gen brlA

La esporulacion asexual es completamente dependiente de la actividad del
factor transcripcional BrlA, ademéas los niveles del mRNA de brlA se han
correlacionado con la morfologia del conidiéforo y la producciéon de esporas (Adams
et al., 1988). El mRNA de brlA no se encuentra presente antes de inducir la
conidiacion pero comienza a acumularse durante la conidiacion. Debido a que la

mutante srrB ARD presenta una disminucion en la esporulacion asexual se



determinaron los niveles del mMRNA de brlA. Los resultados obtenido indican que esta
cepa se retrasa la aparicion del mRNA, asi como los niveles de este mMRNA son mas
bajos en comparacion con la cepa silvestre (11035) (Fig. 11). Esto correlaciona con

la disminucion en la esporulacién asexual que se presenta en esta mutante.

A

1200 A

1000 A r T I

-

esporas X10*/cm
o =]
o o
o (=]

S
[=3
=]

nN
(=3
o

(=)

WT AsrrB smBARD

Figura 10. A) Las mutantes AsrrB y srrB ARD presentan un menor crecimiento radial. Se
inocularon por punto en medio minimo mas suplementos y se incubaron a 37°C durante 4
dias. B) Solo la mutante srrB ARD presenta una disminucién en la produccion de
conidiosporas. Se inocularon por punto en medio minimo mas suplementos, se incubaron a
37°C durante 5 dias después de lo cual se cuantificaron las esporas, las cuales se reportan
en nimero de esporas/cm?.

La eliminacién del dominio receptor de SrrB provoca sensibilidad al estrés
osmaotico.

Para investigar el papel de SrrB en la respuesta al estrés osmotico,
sembramos las mutantes AsrrB y srrB ARD en presencia de NaCl (0.6 M) y sorbitol
(1.2 M). Como se puede observar en la Fig. 12, la mutante srrB ARD es mas sensible
al estrés osmatico inducido por NaCl y sorbitol en comparacion con la cepa WT e
incluso con la cepa AsrrB, la cual no mostro sensibilidad a este estrés.
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Fig. 11. El mRNA de brlA se encuentra disminuido en la mutante srrB ARD. Se
crecieron las cepas en medio liquido durante 18 horas (tiempo O de conidiacion) y se indujo
la conidiacion exponiendo el micelio al aire. Se extrajo el RNA de las muestras tomadas a los
tiempos indicados. El RNA transferido en una membrana se hibrid6é con una sonda especifica
para brlA. En el panel superior se muestran los niveles de mRNA de brlA, en el panel inferior
se muestra el RNA ribosomal (rRNA) como control de carga.
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Figura 12. La mutante srrB ARD es mas sensible al estrés osmotico. Esporas de las
cepas se inocularon por punto en medio minimo y se adicioné NaCl o sorbitol en las
concentraciones indicadas. Se incubaron a 37°C durante 4 dias.

La eliminacién de SrrB y del dominio receptor de SrrB afectan la induccion de
la catalasa B en presencia de H;O, y paraquat pero sélo la eliminacion del
dominio receptor de SrrB afecta la sensibilidad al H;O.



Para investigar el papel de SrrB en la respuesta al estrés oxidativo, se
sembraron las mutantes AsrrB y srrB ARD en medio con diferentes agentes
oxidantes. Como se muestra en la Fig. 13, se observa que la mutante srrB ARD es
mas sensible al H,O, en comparacién con la cepa silvestre y la mutante AsrrB. (Fig.
13A). En estos experimentos se utilizO como control la mutante AsrrA, la cual
sabemos que es muy sensible a la presencia de H,O, (Vargas-Perez et al., 2007).

En cambio, ambas mutantes en SrrB muestran una sensibilidad al t-BOOH
similar a la de la cepa silvestre (Fig. 13B). Ademas la mutante AsrrB es mas sensible
al paraquat, el cual induce la formacién de anion superoxido (‘Oz). También se
observa que la cepa AsrrA es muy sensible al estrés inducido por paraquat, mientras
que la mutante AcatB muestra una ligera sensibilidad a los agentes oxidantes
utilizados.

En funcién de los resultados de sensibilidad H,O, y al paraquat que presentan
las mutantes estudiadas, decidimos determinar la actividad de la catalasa B inducida
por H,O, y paraquat. Como se puede observar en la Fig. 14, en la cepa AsrrB y srrB
ARD, la actividad de catalasa B muestra una menor induccién por H,O, y paraquat,
en comparacién con la cepa WT. Como control se utilizé la cepa AsrrA, la cual
sabemos que no induce la catalasa B en presencia de H,O, (Vargas-Perez et al.,
2007). Como puede observarse en la Fig. 14, en esta mutante (AsrrA) tampoco se
induce la catalasa B por el paraquat. En este experimento se uso como control una
mutante que carece del gen catB (AcatB) (Kawasaki et al., 1997).

En un estudio realizado en 12 especies de hongos filamentosos se observo
qgue la induccion de la catalasa ocurre cuando los distintos hongos son expuesto a
H,O,, pero no en presencia del paraquat (Angelova et al., 2005). Sin embargo,
podemos observar que en el caso de A. nidulans, ambos agentes oxidantes inducen
la actividad de la catalasa B.



X H : H  t H
B i toBson?M é 'Bif?r?lM 1503 C Paraquat  Paraquat Paraquat
: X m MM 1.0 mM 125mM 1.5 mM

ASITA ’(\\// W (

Figura 13. Sensibilidad de las mutantes AsrrB y srrB ARD a diferentes agentes
oxidantes. A) La mutante srrB ARD es sensible al H,O,. Se sembr6 por punto cajas que
contenian H,O; en las concentraciones indicadas. B) Las mutantes AsrrB y srrB ARD no son
sensibles al tert-butil perdxido (t-BOOH). Se sembraron por punto en cajas de medio minimo
gue contenian t-BOOH en las concentraciones indicadas. C) La mutante AsrrB es sensible al
paraguat. Se sembraron por punto cajas de medio minimo que contenian paraquat en las
concentraciones indicadas. Todas las cajas se incubaron a 37°C durante 4 dias.

Es interesante que aunque ambas mutantes son incapaces de inducir la

catalasa B, soélo la mutante srrB ARD es sensible al HO,, mientras que la mutante
AsrrB es sensible a paraquat. Estos resultados indican aunque SrrB se encuentra

involucrado en la respuesta al estrés inducida por el paraquat y el H,O, mediante la



induccion de la catalasa B, existen otros mecanismos involucrados en la respuesta a

estos agentes oxidante que son independientes de SrrB.

WT AsrrB smB ARD AcatB ASIrA

H,0, Pqg - H,0, Pag - H,0, Pq - H,0, Pag - H,0, Pqg

Cat A=—p
CatB=—p

Fig. 14. Las mutantes AsrrB y srrB ARD presentan una menor induccidén de la actividad
de catalasa B inducida en presencia del H,O, y el paraquat. Se prepararon extractos de
proteinas de micelio tratado con H,O,. Se cargaron 80 pg de proteina en un gel de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes y se determiné la actividad de catalasa.
El micelio se crecié durante 8 horas y fue tratado con 0.5mM de H,O, o0 4mM de paraquat
(Pq) durante 2 horas (Kawasaki et al., 1997).

La eliminacién del dominio receptor de SrrB afecta el crecimiento cuando se
utiliza glicerol o etanol como fuentes de carbono o cuando cuando se utiliza
acido urico o prolina como fuentes de nitroégeno.

Para determinar la participacion de SrrB en la utilizacion de diversas fuentes
de carbono o de nitrégeno, las mutantes AsrrB y srrB ARD se crecieron en diferentes
medios. Como puede observarse en la Fig. 15, mientras que la mutante AsrrB crece
en las fuentes de carbono probadas, la mutante srrB ARD no crece en etanol y
muestra un menor crecimiento en glicerol como fuente de carbono. El experimento se
llevé a cabo usando esporas o micelio para descartar que diferencias en el inéculo
de esporas influyera en el crecimiento en las diferentes de carbono utilizadas. Se
puede observar que aunque el crecimiento mejora cuando se inoculan los medios
con micelio la mutante srrB ARD presenta menor crecimiento en etanol o glicerol.

En la Fig. 16, podemos observar que la mutante AsrrB crece en las diferentes
fuentes de nitrdgeno utilizadas igual que la cepa WT, mientras que la mutante srrB
ARD crece menos en prolina o acido Urico en comparacién con el crecimiento que

ésta mutante muestra en las otras fuentes de nitrdgeno. Ademas, la mutante srrB



ARD no soOlo crece menos en estas condiciones si no que también presenta una
coloracion café y muy pocas esporas. Al igual que en el experimento con diferentes
fuentes de carbono, se inocularon las cajas con esporas o con micelio para descartar
gue la cantidad de esporas influyera en el crecimiento en las diferentes de nitrégeno
utilizadas. Se observé que cuando se inoculaba con micelio, la mutante srrB ARD
mejoraba su crecimiento, en tanto que la esporulacién se afecta en presencia de
prolina o acido urico.
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Figura 15. Crecimiento de las mutantes AsrrB y srrB ARD en diferentes fuentes de
carbono. La mutante srrB ARD presenta poco crecimiento utilizando etanol o glicerol como
fuentes de carbono. A) Se inocularon con esporas o B) con micelio proveniente de una
colonia de 5 dias. Las cajas inoculadas se incubaron durante 4 dias a 37°C.

Los fenotipos observados en la mutante srrB ARD nos sugieren el dominio
receptor en esta proteina es importante para su funcion o su regulacién. SrrB
presenta un dominio de cinasa de serina y treonina, el cual podria estar controlado
por el dominio receptor. La eliminacién del dominio receptor podria provocar que la
proteina adquiera una actividad constitutiva de cinasa lo que explicaria las
diferencias entre la eliminacion de aproximadamente el 80% del ORF (mutante



AsrrB) y la eliminacion de solo el dominio receptor (mutante srrB ARD). Es decir la
ausencia de SrrB es necesaria para la fosforilacién y activacion de proteinas que se
requieren para un crecimiento radial normal y para la induccién de la catalasa B; sin
embargo, la actividad constitutiva de SrrB provocaria la fosforilacién y una probable
inhibicién de proteinas implicadas en la respuesta al estrés osmotico, en la respuesta
al H,O, y en la estabilidad del mRNA de brlA.

Acido wico  Prolina
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Figura 16 . Crecimiento de las mutantes AsrrB y srrB ARD en diferentes fuentes de
nitrogeno. La mutante srrB ARD presenta poco crecimiento utilizando prolina y acido urico
como fuentes de nitrégeno. A)Se inocularon con esporas o B) con micelio proveniente de
una colonia de 5 dias. Se incubaron las cajas durante 4 dias a 37°C.

Eliminacion del gen srrC.

Otra de las proteinas con dominio receptor que se predice en el andlisis del
genoma de Aspergillus nidulans es SrrC (AN4134.3). Esta es un proteina de 171
aminoacidos que Unicamente presenta el dominio receptor y que no tiene un dominio
efector. Para determinar cual es el papel de esta proteina decidimos eliminarla
mediante la técnica de “Double Joint PCR” (Yu et al., 2004), utilizando el gen pyrG de



Aspergillus fumigatus como marcador selectivo. Se utilizaron los tres productos de
PCR 5'AN4134, 3'AN4134 y pyrG como templados para obtener el producto de
fusion que se utilizé para transformar A. nidulans mediante la técnica de fusion de
protoplastos utilizando la cepa 11035. No se obtuvieron transformantes por la técnica
de fusién de protoplastos, por lo que decidimos realizar la transformacion mediante la
técnica de conidias electrocompetentes (Sanchez et al., 1998), usando la cepa 11035
y seleccionando transformantes protétrofas de uridina y uracilo. Se obtuvieron 20
transformantes y se escogieron quince de ellas para analizarlas por hibridacion tipo
“Southern” para confirmar la eliminacién del gen srrC. Se extrajo DNA gendmico de
las transformantes y se realiz6 una digestiébn con Pstl y otra con BamHI. Se utilizé
como sonda el producto de PCR 5’AN4134 marcado con **P. Como se muestra en la
Fig. 17, la digestion con Pstl del DNA de la cepa silvestre (11035) generé un
fragmento de 2.8 kb En las transformantes en donde el gen srrC fue elimnado se
gener6 un fragmento de 3.8 kb La digestiéon con BamHI del DNA de la cepa silvestre
gener6 un fragmento de 4.9 kb En las transformantes con la eliminacion del gen srrC
se generd un fragmento de 2.2 kb Los resultados se confirmaron que el gen srrC fue
eliminado en la mayoria de lastransformantes analizadas excepto en las
transformantes 13 y 15. Se realizé una cruza de la T- 7 con la cepa CLK43 para
obtener la mutante AsrrC en el mismo fondo genético de las mutantes en NikA y los
otros reguladores de la respuesta y para eliminar el fondo AnkuA. De la progenie
obtenida se seleccionaron cepas auxotrofas a PABA. Se analizé por hibridacién tipo
Southern la eliminacién de srrC (dato no mostrado).

SrrC no se requiere para la resistencia al H,O»

La eliminacion de SrrC no produjé ningun fenotipo en medio minimo (Fig. 19),
por lo que quisimos determinar si esta proteina tenia alguna funcion en la respuesta
al estrés inducido por H,O,. Como se puede observar en la Fig. 18, la mutante AsrrC
no es sensible a la exposicién al H,O, comparada con la cepa WT y con las mutantes
en los otros reguladores de la respuesta, las cuales mostraron ser sensibles al H,O-.

Sin embargo, existen diferencias entre la concentracion a la cual cada una de las



mutantes de los reguladores de la respuesta es sensible. Mientras que la mutante
AsrrA es muy sensible a bajas concentraciones H,O,, la mutante AsskA es sensible
pero a concentraciones mas altas de H,O, y en el caso de las mutantes de la
proteina SrrB, solo la mutante en donde SrrB no tiene el RD es sensible a

concentraciones altas de H>O, como la mutante AsskA.
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Figura 17. Confirmacion de la eliminacién del gen srrC. La construccidon para la
eliminacion del gen srrC fue generada por “Double-Joint PCR” y contiene el gen pyrG como
marcador selectivo y fue utilizada para transformar conidias electro competentes de la cepa
11035. Para confirmar la eliminacion del gen srrC se digiri6 el DNA de la cepa silvestre y de
las cepas seleccionadas con Pstl y BamHI y se hibrid6 con la sonda indicada en el esquema.
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Figura 18. Fenotipo de las mutantes en los reguladores de respuesta de A. nidulans
bajo diferentes concentraciones de H,O,. Se inocularon por punto cajas con MM con
PABA mas H,0; en las concentraciones indicadas. Se incubaron las cajas 4 dias a 37°C.

SrrC no se requiere para la resistencia al estrés osmatico y tampoco esta
involucrado en la sensibilidad al fungicida fludioxonil.

La eliminacion de la proteina SrrC no provoca sensibilidad al estrés osmaético
producido por sorbitol o NaCl (Fig. 19). Ademas de crecer igual que la cepa silvestre
a bajas concentraciones de glucosa. También se puede observar que la mutante
AsrrC es tan sensible al fludioxonil como la cepa WT. Estos resultados nos indican
gue esta proteina no se encuentra involucrada en la respuesta al estrés osmaético y
tampoco estd involucrada en la sensibilidad al fludioxonil.

SrrC parece no estar involucrado con la respuesta al estrés oxidativo ni al
estrés osmotico. Se requiere hacer mas estudios para determinar si esta proteina se
expresa y si es funcional, ya que solo presenta el dominio receptor y no existe otro

dominio que pudiera funcionar como un dominio efector para llevar a cabo su



funcion, aunque quizas pueda interactuar con otras proteinas pero de cualquier

forma, su funcién no parece esencial para el hongo.

MM GLU 0.1% NaCl0.6M SORB 1.2M FLUDIOXONIL

Figura 19. SrrC no se requiere para la respuesta al estrés osmatico y al fungicida
fludioxonil. Se inocularon por punto cajas de MM con PABA mas NacCl y sorbitol en las
concentraciones indicadas y 1ug/ml de fludioxonil. Se incubaron a 37 °C durante 4 dias.



DISCUSION GENERAL

En este trabajo utilizamos un enfoque genético para analizar la funcion de los
sistemas de relevo de fosfatos en la transmision de sefales de estrés y en el
desarrollo en Aspergillus nidulans. Comenzamos con el andlisis del genoma de
Aspegillus nidulans buscando genes que codificaran para proteinas HKs, proteinas
de transferencia de fosfatos o Hpt y proteinas reguladoras de la respuesta. El andlisis
del genoma de A. nidulans predice 15 proteinas HKs, luna proteina Hpt (YpdA) y
dos RRs clasicos llamados SrrA (este trabajo; niumero de acceso del GenBank:
AY168636) y SskA (Furukawa et al., 2005). Ademas se predicen otras dos proteinas
gue presentan un dominio receptor propio de los RR llamadas SrrB y SrrC (Hagiwara
et al., 2007). SrrB es homdlogo de Rim15 de S. cerevisiae y al igual que éste, carece
del residuo de Asp conservado en el dominio receptor. SrrC por otro lado carece de
un dominio efector (Fig. 6). De las 15 HKs identificadas, sélo tres han sido estudiadas
en este hongo (Blumenstein et al., 2005; Furukawa et al., 2002; Virginia et al., 2000).

Posteriormente se realiz6 la caracterizacién del gen srrA como un miembro de
la familia skn7/prrl y se extendio el andlisis para estudiar su relacién con SskA y
también la funcion de YpdA y la HK NikA como componentes rio arriba, en este
sistema.

En este trabajo se logrd eliminar el gen ypdA y demostrar que esta mutacion
solo puede mantenerse en heterocariones. A pesar de lo complicado que resulta la
interpretacion de los resultados obtenidos de la caracterizacion de los
heterocariones, debido justamente a su heterogenicidad genética, pudimos observar
que el crecimiento de los heterocariones ypdA/ypdA® se ve afectado bajo estrés
osmotico pero no se afecta por estrés oxidativo, lo cual nos sugiere que YpdA juega
un papel mas importante en la respuesta al estrés osmaotico que en la adaptacion al
estrés oxidativo. En analogia con el funcionamiento del sistema de S. cerevisiae en
donde la eliminacion de ypd1 provoca una hiperactivacion letal de Hogl (Posas et al.,
1996), nosotros proponemos que la letalidad asociada a la eliminacion de YpdA
provoca la hiperactivacion de las MAPK SakA y/o MpkC, una segunda MAPK
presente en Aspergillus. El hecho de que la activacion constitutiva de SakA y/o

MpkC pueda producir letalidad es también apoyado por el hecho de que el fungicida



fludioxonil puede matar a A. nidulans y a otros hongos a través de la activaciéon de la
via de estrés de MAPK (Kojima et al., 2004; Zhang et al., 2002) y aqui mostramos
gue este fungicida también activa a SrrA.

También encontramos que los RRs SrrA y SskA estan involucrados en la
transduccion de sefales de estrés osmatico. No obstante que el crecimiento de la
cepa silvestre y de la mutante AsrrA son muy similares bajo este estrés, la funcién de
AsrrA en el estrés osmoético se infiere por el hecho de que una doble mutante AsrrA
AsskA es mas sensible al estrés osmotico que una mutante sencilla AsskA .

Por otra parte encontramos que se requiere eliminar tanto a SrrA como a
SskA, para mostrar resistencia al fludioxonil y que la eliminacién del RR SskA 'y de la
MAPK SakA no es suficiente para una resistencia completa al fludioxonil. Estos
resultados contrastan con lo que sucede en Neurospora crassa, donde la eliminacién
de la MAPK OS-2 (Zhang et al., 2002), del RR RRG-1 (Jones et al., 2007) o de la HK
OS-1 (Ochiai et al., 2001) confiere resistencia total al fludioxonil. Dado que la
mutante AnikA resulté resistente al fludioxonil, ésto indica que NikA juega un papel
relevante en la transmision de la sefal causada por el fungicida hacia los RRs SrrA'y
SskA.

Por otro lado, la funcién de NikA en la respuesta al estrés osmético no parece
ser tan importante como lo es en otros hongos como N. crassa, en donde la mutacién
equivalente causa hipersensibilidad al estrés osmatico.

Ademas la mutante AnikA muestra una disminucion en el crecimiento radial, lo
cual sugiere que la funcion de NikA en el crecimiento radial no esta mediada por SrrA
y/lo SskA, ya que las mutantes en estos RRs no presentan disminucién en el
crecimiento radial.

En lo que respecta a la funcidon del sistema de relevo de fosfatos en la
respuesta al estrés oxidativo, encontramos que SrrA se requiere para la resistencia al
H,O, y para la induccion de la catalasa B en respuesta al H,O,. Esto es semejante a
la funcion de los ortélogos de SrrA, Skn7 en S. cerevisiae y Prrl en S. pombe en la
respuesta al estrés oxidativo.



En cuanto a la diferenciacién celular, SrrA, SskA y NikA contribuyen
diferencialmente al desarrollo de las esporas asexuales y también a la viabilidad de
estas esporas. El hecho de que las mutantes AsrrA y AsskA sean sensibles al
calcofluor sugiere que la biosintesis de la pared celular se encuentra afectada, lo cual
podria afectar la viabilidad de las esporas.

Los defectos en la esporulacion en las mutantes AsrrA y AsskA son mas
drasticos que los observados en una mutante AnikA, esto sugiere que las funciones
de SrrA y/o SskA en la esporulacion estan reguladas por otra u otras HK.

Aungue no sabemos porqué la viabilidad disminuye en las mutantes que
carecen de SrrA, SskA o NikA, la disminucién en la cantidad de esporas estaria
relacionada con la disminucion en los niveles del mRNA de brlA durante la
esporulacion.

Tomando en conjunto estos resultados, proponemos un modelo para A.
nidulans, en el cual la HK NikA transmite sefiales de estrés generado por el fungicida
fludioxonil a la via SskA-SakA y también al RR SrrA. NikA podria transmitir también
sefiales de estrés osmotico a SrrA y SskA, pero otras HKs podrian también estar
involucradas en la adaptacion al estrés osmoético (Fig. 21B). NikA también parece
estar involucrada en la transmisién de sefiales que contribuyen a la esporulacion
asexual y a la viabilidad de las esporas (Fig. 20). Ademas NikA parece tener un papel
en el crecimiento radial de forma independiente de SrrA/SskA.

En nuestro modelo SrrA juega un papel importante en la respuesta al estrés
oxidativo de forma independiente de NikA y probablemente de forma independiente
de otros componentes del sistema de relevo de fosfatos (Fig. 21A). SrrA y SskA se
requiere para la esporulacién asexual normal y para mantener la viabilidad de las
esporas. Finalmente SrrA y SskA muy probablemente estan involucrados en la

biosintesis de la pared celular (Fig. 20).

Después de la caracterizacion de los RRs SrrA y SskA, decidimos analizar el
papel de las otras dos proteinas que presentan un dominio receptor y que podrian
ser parte de los sistemas de relevo de fosfatos.



Comenzamos con la caracterizacion de SrrB, un ortélogo de la proteina Rim15
de S. cerevisiae, la cual presenta en su extremo N-terminal un dominio de cinasa de
serina y treonina. Sin embargo, la funcionalidad del dominio receptor en Rim15 no ha
sido caracterizada. SrrB, al igual que Rim15, no presenta el Asp conservado en el
dominio receptor, por lo que esta proteina no podria participar en el relevo de
fosfatos. Sin embargo presenta un residuo de acido glutdmico (E) que podria dar a
SrrB la propiedad de actuar como un regulador de la respuesta constitutivamente
activo (Klose et al., 1993; Nohaile et al., 1997).

En el caso de SirB trabajamos con dos mutantes diferentes, la mutante AsrrB
en la cual eliminamos el 80% del marco de lectura del gen srrB y la mutante srrB
ARD, en la que eliminamos Unicamente la regiébn que codifica para el dominio
receptor. SrrB juega un papel importante en el crecimiento radial, ya que en ambas
mutantes existe una considerable disminucién de este crecimiento. Este fenotipo
coincide con lo que se observa cuando se elimina el ortélogo de SrrB en el hongo
Magnaporthe oryzae (Motoyama et al., 2008). Si el dominio receptor de SrrB pudiera
ser fosforilado, NikA podria ser la HK que actla rio arriba de SrrB, ya que una
mutante AnikA esta afectada en el crecimiento radial (Vargas-Perez et al., 2007).

La eliminacion de SrrB no provoca sensibilidad al estrés osmaético a diferencia
de lo que se observa con la eliminacion del ortélogo de M. oryzae, en donde la
mutante AMorim15 presenta una ligera sensibilidad a altas concentraciones de KCI
(Motoyama et al., 2008). En cuanto a la respuesta al estrés oxidativo, encontramos
qgue las mutantes AsrrB no son sensibles al H,O; ni al t-BOOH, pero si lo son s al
paraquat. Esto sugiere que SrrB se requiere para la respuesta a este agente
oxidante. Sin embargo, a pesar de que no se observa sensibilidad al H,O,, la
actividad de catalasa B inducida por H,O, se encuentra considerablemente
disminuida, en comparacion con la cepa silvestre.

Mientras que la mutante AsrrB solo presenta sensibilidad al paraquat, la
mutante srrB ARD presenta diversos fenotipos que no se ven en la mutante AsrrB. La
mutante srrfB ARD es sensible al estrés osmotico inducido por NaCl y sorbitol,

ademas presenta sensibilidad al H,O,, lo que correlaciona con la disminucion en la



induccion de la catalasa B en presencia de H,O,. Ademas esta mutante presenta un
crecimiento escaso cuando utiliza glicerol o etanol como fuentes de carbono y
también cuando crece utilizando prolina o acido arico como fuentes de nitrégeno.

En A. nidulans, el catabolismo del etanol depende de dos enzimas: la
deshidrogenasa de alcohol | (ADHI) codificada por el gen alcA y la deshidrogenasa
de aldehido (AIdDH) codificada por el gen aldA. Ambas enzimas y el regulador
transcripcional AlcR son inducidos por la presencia del etanol (Felenbok, 1991).
Aungue sélo alcA y alcR se requieren para la utilizacion del etanol, todos los genes
de la via estan sujetos a la induccién por etanol y a la represion de regulador
transcripcional CreA (Fillinger and Felenbok, 1996). Los defectos en el crecimiento
de la mutante srrB ARD en presencia de etanol como fuente de carbono podrian
estar relacionado con defectos en la induccién de los genes requeridos para la
utliizacion del etanol.

En A. nidulans, la prolina puede ser utilizada como fuente de carbono y de
nitrdgeno. Un grupo de cinco genes (prnA, prnX, prnD, prnB y pnrC) esta involucrado
en el metabolismo de la prolina. Uno de los principales puntos de control de esta via
es la expresion de gen pnrB, el cual codifica para la permeasa de prolina (Hull et al.,
1989; Sophianopoulou and Scazzocchio, 1989). La mutante srrB ARD crece poco
cuando utiliza prolina como fuente de nitrégeno y este defecto podria deberse a que
los genes requeridos para el metabolismo de la prolina no se estan expresando
correctamente por lo que la mutante presenta deficiencias en el crecimiento cuando
la prolina es la Unica fuente de nitrégeno.

Ademas de los fenotipos que presenta bajo estrés osmaético y de H,O., la
mutante srrB ARD presenta defectos en la esporulacién asexual, ya que el nimero
de esporas por area es menor en comparacion con la cepa silvestre. Esta
disminucion correlaciona con la disminucién del mRNA de brlA, el cual es un factor
clave en la esporulaciéon asexual en A. nidulans.

Los fenotipos observados en la mutante srrB ARD sugieren que la presencia
del dominio receptor juega un papel importante en la regulacién de esta proteina.

SrrB presenta en su extremo N-terminal un dominio de cinasa de serina y treonina, el



cual podria activarse de forma constitutiva cuando no estad presente el dominio
receptor. Dado que el dominio receptor no tiene el aspartato conservado, no
podemos explicar de que modo se esta regulando la actividad de cinasa de SrrB. Se
requieren mas estudios para determinar como se regula la actividad de cinasa de
serina y treonina de SrrB, asi como determinar cuéles son las proteinas blanco del
dominio de cinasa de SrrB.

En el Unico hongo filamentoso en el que se ha caracterizado la proteina
ortdloga de Rim15 es el hongo patdégeno de plantas M. oryzae. En este hongo, la
eliminacion de MoRIM15 provoca una disminucion en el crecimiento, una ligera
sensibilidad al estrés osmoético y una disminucion en la virulencia del hongo
(Motoyama et al., 2008); sin embargo, no se conoce cual es la funcién de MoRIM15
en este hongo.

SrrC es otra de las proteinas que se deduce de la secuencia del genoma de A.
nidulans que presenta un dominio receptor. Genes que codifican para una proteina
gue presentan Uunicamente el dominio receptor se ha encontrado en los genomas de
C. heterotrofus y G. moniliformis. Estos genes no parecen ser ortélogos entre si y no
se conoce su funcién en estos hongos (Catlett et al., 2003). Decidimos eliminar el
gen srrC y realizar la caracterizacion de la mutante. En ninguna de las condiciones
probadas, encontramos un fenotipo para dicha mutante. SrrC por tener sélo el
dominio receptor podria interactuar con otras proteinas o ser una proteina que
funciona como una fosfatasa y que regule la actividad de los sistemas de relevo de
fosfatos.

Auln falta hacer estudios para entender mejor el papel de SrrB y SrrC en A.
nidulans y determinar si la actividad de estas proteinas se encuentra controlada por
el relevo de fosfatos.
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Figura 20. Modelo propuesto para la funcién de los sistemas de relevos de fosfatos en
Aspergillus nidulans en ausencia de estrés. Las cinasas de histidina NikA, TcsA y
probablemente otras HKs perciben sefiales (nutrientes, sefiales de esporulacion, etc.), las
cuales se requirieren para el crecimiento (mantenimiento de la pared celular, etc.) y la
esporulacion asexual. Las HKs que perciben estas sefiales se encuentran activas bajo estas
condiciones, autofosforilandose en su residuo de His y transfiriendo el grupo fosfato al Asp
presente en la misma HK. Posteriormente el grupo fosfato es trasferido a YpdA y finalmente
a los RR SrrA y SskA. Por analogia con lo que ocurre en S. cerevisiae, proponemos que
cuando SskA esta fosforilado no interactia con la MAPKKK SskB y por lo tanto la via de la
MAPK SakA se encontraria inactiva. En cambio, SrrA fosforilado actuaria como un activador
transcripcional para regular la expresién de los genes involucrados en la biosintesis de la
pared celular, la esporulacién asexual y la viabilidad de las esporas.
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Figura 21. Modelo propuesto para la funcién de los sistemas de relevos de fosfatos en
Aspergillus nidulans en condiciones de estrés oxidativo, estrés osmotico o en
presencia de fludioxonil. A) StrA se requiere para responder a bajas concentraciones de
H,O, y al paraquat y para la induccién de la catalasa CatB por H,O,. Sin embargo, SrrB
también se requiere parcialmente para la induccién de CatB. EI RR SskA interviene en la
respuesta a altas concentraciones de H,0O,, aunque en las concentraciones probadas, SskA
no es necesario para la induccién de CatB por H,O,. Aln no se conoce si alguna de las HKs
presentes en A. nidulans detecta el H,O, y el paraquat. Como sucede en S. cerevisiae, SrrA
podria detectar el estrés oxidativo independientemente del sistema de relevo de fosfatos.
SrrB no presenta el Asp que se fosforila en el dominio receptor y no se conoce como SrrB se
relaciona con la induccién de CatB en presencia de H,O, y paraquat. B) SrrA y SskA reciben
sefiales de estrés osmotico, aunque SskA parece tener un papel mas importante en la
respuesta. La eliminacién de SrrA provoca una disminucién en la esporulacion asexual y este
defecto se remedia en condiciones de estrés osmdtico, lo que sugiere que SskA puede
reemplazar a SrrA en esas condiciones. En presencia del fungicida fludioxonil, la cinasa NikA
transmite sefales de estrés a los RR SskA y SrrA. La inactivacién de NikA o la eliminacion
simultanea de SrrA y SskA confieren resistencia al fludioxonil. La letalidad del fludioxonil se
debe a la activacion constitutiva de la MAPK SakA. Proponemos que la eliminacion de YpdA

es letal porgue también conduce a la activacion permanente de SakA (y probablemente de
MpkC).



CONCLUSIONES:

1.

La eliminacion de la proteina de transferencia YpdA causa
letalidad en A. nidulans.

Los reguladores de la respuesta SrrA 'y SskA se requieren para la
respuesta al estrés osmoético, asi como para el mantenimiento de
la integridad celular bajo condiciones normales y de alta
osmolaridad. Ademas estos RRs participan en la acumulacion del
MRNA del gen brlA.

NikA, SrrA 'y SskA se requieren para la esporulacion asexual, asi
como para la viabilidad de las esporas asexuales.

. SITA se requiere para la respuesta al estrés oxidativo inducido por

el H,O,, el t-BOOH y el paraquat, asi como para la induccion de la
catalasa B por el H,O; y el paraquat.

NikA, SrrA y SskA participan en la transduccion de sefiales de
estrés generadas por el fungicida fludioxonil. NikA transmite la
sefial de estrés a la via SskA-SakA. SrrA es mediador de la
accion de fludioxonil de forma independiente de SakA.

NikA y SrrB se requieren para el crecimiento radial.

SrrB se encuentra involucrado en la respuesta al estrés inducido
por el H,O, y el paraguat mediante la induccion de la catalasa B;
sin embargo, existen mecanismos involucrados en la resistencia a
estos agentes oxidantes, los cuales son independientes de SrrB
La eliminacion del dominio receptor de SrrB provoca fenotipos
diferentes a la eliminacion total de SrrB, que sugieren que el

dominio receptor es necesario para su funcién o regulacion.



PERSPECTIVAS
. Debido a la letalidad que se produce con la eliminacion de YpdA, es
necesario determinar si la eliminacién de YpdA causa una activacion
constitutiva de SakA y MpkC. Analizar si la eliminaciéon de YpdA en un
fondo AsakA AmpkC no provoca letalidad en A. nidulans.
. En S. cerevisiae se ha determinado que existen funciones que
requieren el Asp conservado en el dominio receptor de Skn7 y otras
funciones para las que es dispensable la presencia de este residuo (Brown
et al.,, 1994; Morgan et al., 1997). Determinar cuales de las respuestas
mediadas por el RR SrrA requieren la fosforilacion del Asp conservado.
. SrrA presenta un dominio de unién a DNA, lo cual sugiere que
funciona como un factor transcripcional. Determinar cual es la secuencia
consenso a la que se une SrrA, asi como cuales son los genes regulados
por SrrA en ausencia y en presencia de estrés.
. Dentro de la via NikA-SrrA-SskA es necesario determinar si la
elminacion de NikA resulta en la activacion parcial de la via de SakA.
Determinar los niveles de fosforilacion de SakA en una mutante AnikA, asi
como generar mutantes AnikA AsakA y AnikA AsakA AmpkC.
. Para seguir estudiando la funcion de SrrB, es necesario generar
nuevo alelos y comprobar la expresion de las proteinas mutantes. Generar
mutantes puntuales en donde se sustituyan los residuos K771 y D883, los
cuales equivalen a los residuos K823 y D936 que se requieren para la
actividad de cinasa de Rim15 de S. cerevisiae (Vidan and Mitchell, 1997).
. Recientemente se reporté que en Skn7 la fosforilacion de los residuos
T437 y T499, los cuales se encuentran en el dominio receptor, se requieren
para la respuesta al estrés oxidativo (He et al., 2009), por ello seria
interesante generar mutantes puntuales de SrrA en los residuos S421 y
T432. Analizar la posible fosforilacion de estos residuos en SrrA por SrrB
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