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Las proteinas cinasas de histidina (HPKs) son sistemas de transduccion de
sefales, esenciales en la regulacibn de las respuestas a estimulos
medioambientales, tales como cambios en la presion osmdtica, el estrés
oxidativo, la percepcion de fungicidas y en la virulencia de los patégenos. A
partir de Neusrospora crassa, Candida albicans y Aspergillus nidulans se aislo
la familia de genes NIK1, que codifica proteinas cinasa de histidina, la delecion
del gen CaNIK1 en Candida albicans resultdé en severos defectos en la
formacion de la hifa y en el abatimiento de la virulencia. En base a los
resultados anteriores es posible sugerir que las histidinas cinasas pudieran ser
un posible blanco para el control de los hongos patégenos.

En Mycosphaerella fijiensis, hongo patdégeno de banano, nada se conoce
acerca de la fosforilacion en residuos de histidina/tirosina ni se ha descrito
actividad de las proteinas cinasas pertenecientes a esta familia. En el presente
trabajo se explord la posibilidad de detectar la actividad de las cinasas de
histidina/tirosina. Se cultivd M. fijiensis en medio V8 liquido durante un ciclo de
21 dias, se colectdé el micelio cada tres dias, se macer0 en presencia de
nitrégeno liquido y se colectd la proteina soluble.

Ensayos de fosforilacién utilizando [**P-y]-ATP y la proteina intracelular (20 pg)
extraida de las muestras colectadas a través del ciclo de cultivo, mostraron que
en los dias 3 y 6 de cultivo es donde ocurre es la mayor actividad de cinasa.
La utilizacién de los sustratos exégenos Histona H1 y la proteina basica de la
mielina (MBP), mostr6 que las cinasas enddgenas de M fijiensis pueden
fosforilar a la MBP, pero no a la Histona H1. Los ensayos de fosforilacion en
residuos de histidina/tirosina utilizando la proteina intracelular de los dias 3y 6
y el compuesto NH125, un inhibidor de la actividad de EnvZ, una histidina
cinasa de Escherichia coli y de la cinasa de eEF-2, no afectd el nivel de
fosforilacion en los sustratos endégenos de M. fijiensis. Después de aplicar un
tratamiento alcalino a las proteinas fosforiladas de los dias 3 y 6 se detect6 que
una proteina de ~130 kDa permanecié fosforilada; la inmunodetecciéon con un
anticuerpo monoclonal contra fosfotirosina dio reaccion positiva con el mismo
polipéptido. Dicho resultado sugiere que en M. fijiensis al menos una proteina
se fosforila en residuos de histidina/tirosina. Estos ensayos sientan las bases
para la deteccion de la fosforilacidbn en residuos de histidina/tirosina en la
proteina intracelular de M. fijiensis.
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