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RESUMEN

Neurospora crassa es un modelo de ritmicidad circadiana ampliamente estudiado. EI me-
tabolismo de este hongo es controlado por multiples factores que incluyen el desarrollo,
las caracterfsticas del medic y el reloj circadiano. EI estudio de la regulaci6n circadiana
del metabolismo en este hongo podrfa estar enmascarado por el uso de medios
restrictivos que suprimen su crecimienro y desarrollo. En el presente trabajo se estudi6
la variaci6n en el tiempo de la actividad de la enzima Succinate Deshidrogenasa durante
24 horas en medic complero sin restricci6n para la comdiacion en cepas de Neurospora
crassa rttrnica y arrttmica. Se encontr6 una variacion circadiana en la actividad enzirna-
tica de la cepa rftrnica con valores altos en las horas correspondientes a la noche y bajos
durante el dfa. Este hallazgo resalta la importancia de profundizar en el esrudio del
control circadiano sobre el metabolismo de esce hongo, con base en la existencia de
vias de regulacion multiples sobre las enzimas del rnetabolismo y de mecanismos
posr-transcripcionales y transcripcionales de control circadiano.
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ABSTRACT

Neurospora crassa is a widely studied model of circadian rhythmicity. In this fungus,
metabolism is controlled by multiple factors which include development, medium
characteristics and the circadian clock. The study of the circadian control of metabolism
in this fungus could be masked by the use of restrictive media that inhibit growth and
development. In this report, the presence of a circadian rhythm in the activity of the
enzyme Succinate Dehydrogenase in Neurospora crassa is demonstrated. Rhythmic and
arrhythmic Neurospora strains were grown in complete medium without conidiation
restriction. A circadian change in the enzymatic activity was found with high values in
hours corresponding to the night and a low level during the day. This finding highlights
the importance of deeper studies in the circadian control of metabolism in this fungus,
given the existence of multiple pathways of regulation of metabolic enzymes and a
circadian clock control at the transcriptional and pose-transcriptional levels.
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INTRODUCCION

Los seres vivos poseen relojes endogenos que les permiten anticiparse a los cambios
pro pias del dta y la noche (Dunlap, 1993). Estes relojes lIamados circadianos (circa-
cerca, diem-dra ), han sido caracterizados desde el punto de vista molecular en orga-
nismos como la drosophila, Neurospora crassa y varies modelos murinos (Dunlap,
1993; Dunlap, 1999). Neurospora crassa es un hongo filamentoso de la dase ascomi-
ceta, que exhibe ciclos de desarrollo sexual y asexual (Alexopoulus y Mims, 1979).
Durante su desarrollo asexual, produce esporas conocidas como conidias con inter-
valos cercanos a las 24 horas, que son transportadas por el aire para crear focos de
crecimiento vegetativo (Davis y De Serres, 1970). EI caracter circadiano de este feno-
tipo y el hallazgo incidental en 1953 de la cepa band, que posee la propiedad de
extender su rmcelio de forma horizontal en cultivo solido formando a su paso bandas
caracrerfsricas del estadlo de desarrollo (Bell-Pedersen, 2000), sugirieron desde muy
temprano las bondades de este modele para descifrar el mecanismo de medicion
temporal (Pittendrigh et al., 1959).

Los sistemas circadianos constan de un oscilador end6geno que funciona en ausencia
de c1aves medioambientales, entradas sincronizadoras que encarrilan el reloj de rna-
nera que se acople a duraciones variables del fotoperfodo, y salidas que traducen la
oscilaci6n del reloj en cambios fisiologicos (Dunlap, 1999). En Neurospora crassa, el
oscilador esta formado por budes de autorregulaci6n negativa entre el gen frequency
y los genes White collar 1 y 2 con sus respectivas proteinas (revisado en Bell-Pede-sen.
2000; Merrow et al., 2001). De una manera poco conocida la oscilaci6n de los
elementos moleculares del reloj afecta la expresi6n de genes relacionados con el desa-
rrollo y el metabolismo del hongo. Aunque se ha hecho enfasis en el nivel transcrip-
cional de control (Bell-Pedersen et a!., 1996; Zhu et al., 2001), existen evidencias de
que la influencia del reloj podrfa extenderse al dominic post-transcripcional en este
y otros modelos (Fagan et al., 1999; Bell-Pedersen, 2000). EI apoyo de un control
circadiano del metabolismo partie de hallazgos en la decada de 1960 de cambios en
la actividad de varias enzimas del metabolismo intermediario durante el desarrollo
asexual (Peduzzi y Turian, 1972; Stine, 1979) y, posteriormente, de dos genes relacio-
nados con el rnetabolismo en tamizajes para genes controlados por el reloj: Metalo-
tioneina de Cobre y Gliceraldehfdo 3-fosfato Deshidrogenasa (Bell-Pedersen et at.,
1996; 5hinohara et al., 1998). Dado que los cambios propios del desarrollo asexual
son sincr6nicos con los dad os por el reloj circadiano, el esrudio del efecto del reloj
circadiano sobre las enzimas del metabolismo que varran con el desarrollo ha sido
realizado utilizando medios con concentraciones de fuentes de carbono que inhiben
el desarrollo y el crecimiento (Nakashima, 1981). Sin embargo, varios estudios han
indicado que el efecto del reloj se interconecta can otros niveles de regulaci6n como
la luminosidad, la nutrici6n, el estres osm6tico y el desarrollo asexual (Bell-Pedersen
etal., 1996; Loros, 1998; Aign y Hoheisel, 2003), de manera que es posible sugerirque
el anal isis del control circadiano sobre el metabolismo se ha vista enmascarado par
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el uso de medics con nutrientes limitados. De hecho, se ha encontrado un efecto de
la depleci6n de Fuentes de carbono sobre la expresi6n de la enzima Succinate
Deshidrogenasa en Saccharomyces cerevisiae (Prieto et aI., 2000), y numerosos reportes
sefialan un efecto de la misma sabre el desarrollo de Neurospora crassa (Ebbole, 1998).
La Succinato Deshidrogenasa es un complejo enzimacico que hace parte de la interfaz
entre la cadena respiratoria y el ciclo de los acidos tricarboxllicos. Esca enzima acopla
la oxidaci6n del succi nato a fumarate a la reducci6n de una molecule de ubiquinona,
sin la traslocacion de protones a la matriz mitocondrial (joseph-Horne et aI., 2001).
Es crftica en el metabolismo aerobico en eucariotas y procariotas y esca sujeta a una
regulaci6n estrecha debido a que participa en el carnbio del metabolismo anaer6bico
al aerobico y amortigua la generaci6n de radicales fibres de oxfgeno en la mitocondria
en condiciones aer6bicas (Hederstedt, 2003). La regulaci6n de esta enzima ha sido
ampliamence esrudiada en Saccharomyces cerevisiae, particularmente en 10 relacionado
a! efeeto de la glucosa sobre la rranscripcion de la subunidad 2 y la esrabilidad del
mARN (Scheffler, 1998).

A pesar de que son pocos los estudios que resaltan la irnport.ancia de la regulaci6n de
esta enzima en hongos de la clase ascomiceca, las caracterfsticas mencionadas y estu-
dios que detallan su variaci6n con el desarrollo asexual en Neurospora (Stine, 1979)
hacen importance el anal isis de su regulacion temporal en el hongo. En el presente
trabajo se demuestra la variacion circadiana de la actividad de la enzima Succi nato
Deshidrogenasa en cultivos de Neurospora crassa bd, frqlO Y bd, frql, crecidos en medics
con concentracion de carbono permisiva para la conidiacion.

MATERIALES Y MEl-ODDS

CEPAS DE Neurospora Crassa
Cepas de Neurospora crassa bd, fro" y bd, [rq', donadas por el Departamento de Genetica
del Dartmouth Medical School, fueron cultivadas segun merodos estandar en medio
simple de Vogel utilizando sacarosa como fuente de carbona (Davis y De Serres, 1970).
Para el cultivo ltquido de discos de micelio se ernpleo el protocolo descrito en
Nakashima (1981), pero can transferencia de discos de micelia a medio con concen-
tracion de sacarosa del 2% que permite el desarrollo vegetativo. La mutacion band
permite la visualizacion facil del patron de bandas de conidiaci6n sin afectar el reloj
circadiano de Neurospora, razon par la que rodos los estudios publicados acerca del
reloj circadiano de este hongo, ternan la cepa bd como silvestre (Bell-Pedersen,
2000). La cepa bd, frq", es un mutante de perdida de funci6n para el locus frequency
que exhibe un patron de band as arrftmico en cultivo solido y es arrftmico para todos
los demas fenotipos circadianos repartados; bd, frql es un mutance que exhibe un
perfodo de oscilaci6n circadiana molecular y fenotfpica de 29 horas a 25° C (Aronson
etal., 1994). EI reloj de la cepa bd, frq' es total mente funcional bajo las condiciones
del presence estudio y la localizaci6n de su mutaci6n en el locus frequency esta clara-
mente definida, razones por las que es posible estudiarla como cepa rftmica. Los cul-
tivos fueron crecidos en luz constance durante 12 a 24 horas y sincronizados mediante
transferencia a luz roja constanre a una temperatura ram bier. constance de 25° C
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(Dharmananda y Feldman, 1979). Los materiales empleados para el cultivo, la me-
dicion de la actividad enzimatica y la cuantificacion de proreinas fueron adquiridos
de Sigma y Merck.

CONTROL DEL RITMO C1RCADIANO

La fase de oscilacion de los cuttivos fue valorada transfiriendo un disco de micelio en
cada hora analizada y al momento de la sincronizacion a tubes horizontales con
medio solido, y evaluando el patron de bandas de conidiacion segun se describe en
Dharmananda y Feldman (1979), (Fig. 1). EI surgimiento de la primera banda de
conidiacion indica la fase del ritmo en que se transfirio el disco. EI marcaje del frente
de crecimiento, la transferencia a tube horizontal y la homogenizacion del tejido se
realizaron bajo luz roja de 25 watts que no afecta el reloj de Neurospora crassa (datos
no presentados) y que estuvo presente durante todo el cuttivo.

bd, frq 7

Figura 1. Ejemplo del patron de bandas de canidiaci6n exhibida en cultivo en tubas horizontales par
las cepas de Neurospora crassa estudiadas y de su medici6n par densitametrfa. Cada imagen corres-
pande a la forog-afla de un tuba con media solido en cuyo extrema izquierda se ha sembrado un
disca de micelio. Con el pasa de las haras e! micelia se extiende hacia el otro extrema dejando a su
paso bandas de conidiacion. Observe que el clara patron de bandas en Ia cepa ritmica na se abserva
en la cepa arrftmica. Las inrervalos estimados de aparicion de las bandas en la cepa rftmica corres-
pondieron a su penodo endogene.

ENSAYO ENZIMATICO

La disrupcion del micelio para la medicion enzimatica se Hevo a cabo mediante fa ho-
mogenizacion del tejido por dos minutes a 40 C. El material homogenizado se depo-
sito Juego en tubos para centnfuga de 1,5 ml, se centrifuge a 700 g por 20 minutes
y se analizo el sobrenadante (Stine, 1979). La acrividad enzimatica fue evaluada a
traves de la medicion espectrofotornerrica, a una longitud de onda de 600 nm, de ta
velocidad de reduccion del aceptor de electron'es artificial 2,4 dicloroindolfenol
(DCIP) despues de la adici6n de Succi nato de Scdio y del extracto segun se describe
en Bregman (1996), con las siguientes modificaciones: se utiliz6 KeN 0)03 M para
bloquear la cadena de electrones y una concentraci6n de sustrato del 1%. Se emple6
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un especcroforomerro Bacharach Modelo 35 de Perkin Elmer. La velocidad de reduc-
cion del DClP fue seguida durante tres minutos en el ensayo con discos de micelio y
durante un minuto en el ensayo con micelio y conidias. Los datos obtenidos en ambos
casos fueron ajustados a una linea recta para evaluar la disminuci6n en la absorbancia
por unidad de tiernpo, La actividad enzimarica se ajusro a la cantidad de protefna en
[a fraccion analizada segun su determinacion mediante el metoda de Lowry modi-
ficado usando como patron albumins serica bovina (Schacterle y Pollack, 1973).

DETERMINACl6N DE 05C1LACIONES DE LA ACfIVIDAD DE LA ENZIMA SUCCINATO DESHIDROGENASA

Para determinar el perfodo de oscilacion de la actividad enzirnatica se sincronizaron
cultivos crecidos en medio perrnisivo para la conidiacion y se analizo la actividad
enzirnatica a partir de extractos de discos de micelio obtenidos cada hora circadiana
durante 24 horas circadianas empezando en la primera hora tras la transferer-cia. Los
discos de miceiio se depositan en el fonda del media sin contacto con el aire, esto
retarda el inicio de la conidiacion y permire analizar cosechas de micelio sin esporas.
La hora de la transferencia a oscuridad es definida como la hora circadiana 12. Una
hora circadiana se define a n-aves de una norrnaliaacion del perrodo endogene de
determinada cepa a 24 horas (hora circadiana = pencdo endogeno/z-t). EI perfodo
de la cepa arrttrnica se ajusto segun aquel de la cepa de perfodo largo para controlar
el efecto del tiempo en cultivo. Cad a ensayo se realize por duplicado y se realize un
ensayo separado por cada cepa. Para determinar la persistencia del patron observado
en muestras de micelio y conidias con mayor tiempo en cultivo se realizaron repeti-
ciones de las horas circadianas correspondientes a zonas valle y cresta determinadas
en el ensayo descrito arriba. En estc caso, se analizo el conjunto de micelio y conidias
obtenidos del cultivo en tubos de vidrio con 15 ml de medio permisivo para la coni-
diacion. Las repeticiones fueron pareadas por el tiempo en cultivo a la hora del anali-
sis. Los cultivos fueron transferidos a luz roja constance de manera que, a la hora de
ser analizados, hubieran permanecido un mlnimo de 24 horas bajo esta condicion. EI
tiempo de cultivo se ajusto mediante las horas en luz constante.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

La significancia estadfstica de las oscilaciones en 24 horas y de la diferencia entre los
valores alto y bajo de las oscilaciones observadas en la actividad enzimatica se evalua-
ron mediante ANDEVA de una via y prueba de Tukey para idenrificar diferencias sign i-
ficativas entre las horas circadianas con un a de 0,05. EI analisis de los datos se rea-
lizo mediante los programas EXCELXP YSAS 8,0. La graficacion de los resultados y el
suavizado grafico de los datos obtenidos de la medicion en 24 horas se realizaron me-
diante el program a ORIGIN 5,0. La evaluacion por densitometrfa del patron de ban-
das en medio s61ido se realiz6 mediante el programa Image J. Debido a que la medi-
ci6n de una sola oscilaci6n no permite el usa de herramientas matematicas para un
anal isis espectral completo, los resultados en 24 horas fueron analizados mediante
ANDEVA de una vIa para probar la significancia del efecto del tiempo sobre la acci-
vidad enzimatica y la inspecci6n cualitativa de la variaci6n. Se escogi6 como Filtro gra-
fico la Transformada rapida de Fourier porque permiti6 la visualizaci6n mas clara de
la oscilaci6n encontrada.
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RESULTADOS Y DISCUSI6N

La reducci6n del DC!P durante los tres primeros minutes despues de agregar el extrac-
to se ajust6 a una linea recta can pendiente negativa obteniendose en todos los casas
analizados coeficienres de correlacion > 0,9. La actividad enzimatica fue definida como
la reducci6n del DC!P por unidad de tiernpo por cantidad de protema analizada. Los
datos obrenidos de la rnedicion de la actividad enzirnatica cad a hora durante 24
horas circadianas en cultivos sincronizados, fueron analizados cualitativamenre em-
pleando como filcro la Transformada Rapida de Fourier (Figs. 2A y 26). Se obruvo un
patron circadiano claro para la cepa rrtrmca con p = 0,0002 para un efecto de la hora
circadiana sobre la actividad enzimacica can pico en la hora circadiana 14 y valle en
la hora circadiana cuatro en los datos no filtrados. Para la cepa arrltmica no se obtu-
vo un patron de oscilacion circadiana claro ni un efecto significative de la hora cir-
cadiana sabre la acrividad enzimatica (p > 0,05).
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Figura 2. A. Oscilaci6n circadiana en la actividad de la enzima Succinato Deshidrogenasa en la cepa
rftmica. Los datos corresponden a la media aritrnerica de dos observaciones en cad a hera circadiana.
La actividad enzimatica corresponde a la disminucion en la absorbancia a 600 nm por minuto por
gramo de prorerna. La linea punteada resulta de emplear la Transformada Rapida de Fourier para
suavizar graficamente los datos. B. Actividad de la enzima Succinate Deshidrogenasa en la cepa arrtr-
mica en 24 horas circadianas. La curva suavizada no presenta el aspecto de una variable circadiana.

Los discos de micelio transferidos a tubos horizontales en cada hora analizada per·
mitieron identificar diferencias en la localizacion de la primera banda de conidiacion
correspondientes a la fase predicha par el tiempo despues de la transferencia a luz
raja con stante. Para determinar la persistencia del patron observado en muestras de
micelio y conidias con mayor tiempo en cultivo se diseno un experimento en el que se
tomaron mediciones repetidas de la actividad enzimatica en las horas circadianas
cuatro y 16, correspondientes a zonas extremas observadas en el ensayo descrito arri-
ba. Para controlar el efecto del tiempo de cultivo se manipulo la hora de transferencia
a oscuridad de manera que, a la hora de hacer la determinacion de la actividad, los
cultivos tuvieran ciempos de crecimienro que se pudieran parear. Los tiempos en culti-
vo pareados tuvieron un rango de 24 a 32 horas. Las condiciones de cultivo fueron
modificadas para obtener una cantidad de micelio y conidias suficiente en tiempos de
cultivo cortos. Segun la hora a ser analizada se realizaron las transferencias entre 24 y
12 horas de crecimiento en luz, temperatura y agitaci6n constantes. En la cepa rrtmica
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se realizaron nueve repeticiones para la hora circadiana 16 y 22 para la hora circa-
diana cuatro, De la cepa arrftrnica, ajustando el perfodo de oscilacion a 24 horas, se
obtuvieron 15 repeticiones para cad a hera circadiana. Se identific6 una diferencia sig-
nificativa entre la actividad enzirnarica medida a la hora circadiana 16, con media y
desviaci6n estandar de 86,6 ± 15,9 Yala hora cuatro, con media de 61,1 ± 17,6, para
una p de 0,008 en [a cepa ritmica. En la cepa arrftmica no se observe diferencia
significativa entre las horas circadianas estudiadas (p ~ 0,2654) (Figs. 3A y 3B).
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Figura 3. A. Diagrama de cajas de la actividad enzimatica medida en las horas circadianas 4 y '6 en
la cepa rftmica. La actividad enaimatica corresponde a la disminucion en la absorbancia a 600 nm
en el primer min uta por gramo de prorelna. B. Diagrama de cajas de la actividad enzimatica medida
en las horas circadianas cuatro y 16 en la cepa arrftmica. Las barras de error indican la elevada varia-
cion entre la actividad enzimacica de los cultivos analizados en cad a hora. Dado que se trata de culti-
vos sincronizados bajo las mismas condiciones de la cepa rrtmica cuya unica diferencia respecto a
esta es la presencia de un oscilador circadian a no funcianal, esta variacion sa porta la existencia de
una actividad arrftmica de la enzima en esta cepa.

Finalmente se realiz6 un anal isis de bloques controlando el tiempo de cultivo al mo-
mento de realizar la medici6n. Se lograron cruzar 12 de las unidades obtenidas para
la cepa rttmica en el mismo experimento analizado arriba. Bajo estas condiciones se
mantuvo la significancia estadtstica de la diferencia entre la actividad medida en el dla
y la noche subjetivas para la cepa rftmica con medias respectivas de 41,8 ± 11,9 Y87,4
± 17,1 (p ~ 0,0035) para el efecto de la hora circadiana (Fig. 4). EI tiempo en cultivo
no tuvo un efecte significativo sobre la actividad enzimatica (p > 0,05).
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Figura 4. Diagrama de cajas de la actividad enzimatica medida en las haras circadianas cuatro y 16
para la cepa rftmica, pareada por el tiempo en cultivo.
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