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RESUMEN
“Aislamiento y caracterizacion inicial de proteinas nucleares que reconocen elementos

discretos en el promotor del gen Cs-mnp2B de Ceriporiopsis subvermispora”

El basidiomicete de pudricion blanca Ceriporiopsis subvermispora es un hongo capaz de
degradar la lignina de la madera mediante una serie de enzimas secretadas al medio extracelular.
Este sistema ligninolitico estd compuesto por las enzimas lacasa (Lcs) y manganeso peroxidasa
(MnP) cuyos genes codificantes y sus secuencias regulatorias han sido clonados y secuenciados
por nuestro grupo.

Tomando en cuenta que la regulacion de la expresion de un gen depende de diferentes
elementos contenidos en su region promotora, esta actia como mddulo central de procesamiento
de diversas sefiales. Con el objetivo de conocer mas sobre el sistema regulatorio de estas
enzimas, especificamente de la isoenzima MnP2B, nos propusimos estudiar los posibles factores
transcripcionales que se unen al promotor del gen Cs-mnp2B; Para esto se dividi6 la region
promotora en cuatro fragmentos, al, a2, f1y B2, los cuales fueron utilizados para ensayos de
retardo (EMSA) con extractos de proteinas nucleares preparados a partir de micelio del hongo,
para demostrar la formacién de complejo proteina-DNA. Posteriormente se realizaron ensayos
de competencia que comprobaron la especificidad de la union a estas sondas. Al analizar
mediante footprinting los distintos fragmentos, la sonda B1 mostro los resultados mas claros,
encontrandose una regidn protegida de 48 pb. Para analizar este sitio de union, se disefié un
nuevo partidor que permitié la amplificacion de un fragmento de 74 pb, que forma parte de 1y
que contenia dicha secuencia. Esta sonda se denomino B1A y fue analizada con mas detalle. Este
pequefio fragmento del promotor fue utilizado como sonda en ensayos de EMSA, los que
mostraron la union especifica de a lo menos una proteina. Para caracterizar las proteinas unidas a
la sonda B1A, el complejo proteina-DNA fue purificado desde el gel de retardo y posteriormente
fue resuelto en un gel SDS-PAGE. El resultado de este ensayo mostro la existencia de una
proteina mayoritaria en este complejo con una masa molecular entre 60 y 70 kDa.

Finalmente se estudié la secuencia que mostro proteccién en el ensayo de huella digital o
“footprinting™, con los programas computacionales CBRC y TESS, los que predicen cajas de

unién putativas a factores transcripcionales. El analisis conjunto de ambos programas mostro la
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probable union de seis proteinas, ADR1, GCN4, Hsfl, SRY, Stuap y Ttk69, de las cuales al
menos tres podrian estar directamente relacionadas con la regulacion del gen Cs-mnp2B.
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ABSTRACT

“Isolation and initial characterization of nuclear proteins that recognize discreet elements

in the promoter of the Cs-mnp2B gene of Ceriporiopsis subvermispora"

The white-rot basidiomycete Ceriporiopsis subvermispora is able to degrade lignin from
wood trough an array of extracellular secreted enzymes, its ligninolytic system composed by
laccase (Lcs) and manganese peroxidase enzymes. Their coding sequences and regulatory
regions have been cloned and sequenced by our group.

Taking into account that the regulation of the expression of a particular gene depends on
different elements contained in its promoter region, we decided to explore the possible
transcription factors that may interact with the promoter region of the Cs-mnp2B gene. Since
promoter regions act as key elements that process a broad type of signals, the aim of this work
was to study to some extent the regulatory mechanisms of the genes encoding for these enzymes.
For this purpose, the Cs-mnp2B promoter region was divided into four different fragments
named al, a2, 1 and 2. To demonstrate a protein-DNA interaction, all these fragments were
incubated with protein nuclear extracts prepared from fungal mycelia and used as DNA probes
for electromobility-shift assays (EMSA). Using all the aforementioned probes, the protein-DNA
interaction specificity was studied by competition analysis. By means of footprinting, a 48bp
protected region was only clearly identified when using the B1 probe. To analyze this binding
region, a new primer was designed to allow the amplification of a 74bp fragment that it is part of
the b1 probe and that also contains the mentioned sequence. This new probe was named b1A and
it was further analyzed. When used as a probe, EMSA showed a specific interaction with at least
one nuclear protein. The observed protein-DNA complex was gel-purified and subsequently
loaded onto a SDS-PAGE to characterize the proteins present in the complex. The existence of a
major protein with a molecular mass between 60 and 70 KDa was observed within the protein-
DNA complex.

Finally, the footprinting-protected sequence was further analyzed using the CBRC and
TESS computational software, which predicts transcriptional factors putative binding regions.



According to both analyses, six proteins named ADR1, GCN4, Hsfl, SRY, Stuap and Ttk69
showed to be the most probable binding candidates. Among these proteins, only three may be

directly involved in the regulation of the Cs-mnp2B gene.



INTRODUCCION

Durante muchos afios los estudios utilizando hongos han ayudado a un mejor
entendimiento de los procesos celulares basicos y moleculares. Estos organismos son un modelo
relativamente sencillo de estudiar, debido a que su crecimiento y divisién pueden ser controlados
eficiente y efectivamente ajustando las condiciones medio-ambientales de su cultivo.

La levadura (Saccharomyces cerevisiae) es el organismo mas utilizado en investigacion,
por ejemplo estudios de interés médico que se han realizado en levadura han contribuido
enormemente en el conocimiento de la regulacion de la division celular en eucariontes,
incluyendo las alteraciones relacionados con el cancer (Mager y cols., 2005). En el éarea de
investigacion farmacéutica también han sido de gran relevancia sus estudios, siendo muy
utilizada como modelo para medir los efectos de distintas drogas externas en los niveles
transcripcionales de diversas enzimas (Mager y cols., 2005).

Del mismo modo la utilizacion de los hongos en biotecnologia presenta innumerables
proyecciones en las mas diversas areas de la industria y de la investigacion. Por ejemplo, los
hongos ligninoliticos han mostrado gran capacidad para absorber y acumular metales pesados, lo
que los hace muy apropiados para una posible aplicacion biotecnolégica en el tratamiento de
aguas o riles (Baldrian, 2003). Ademas, sus caracteristicas ligninoliticas le confieren cualidades
que los hacen muy interesantes para la industria papelera y de celulosa en general.

Este dltimo punto es de gran interés para nuestro laboratorio, dado que las
investigaciones relacionadas con el proceso de ligninolisis han sido el pilar del trabajo realizado
durante los Ultimos afios.

En la naturaleza existen dos clases de hongos capaces de degradar la madera, que son los
hongos de pudricién parda que degradan principalmente la celulosa dejando intacta la lignina
(http://www.forestalia.com), y los de pudricion blanca que degradan la lignina y en forma menos
eficiente a la celulosa y hemicelulosa (Eriksson y cols., 1997). Nuestro laboratorio se ha abocado
al estudio de los hongos de pudricion blanca, donde destacan Phanerochaete chrysosporium y
Ceriporiopsis subvermispora por su alta eficiencia y selectividad en la degradacion de la lignina.

Ambos hongos han sido durante mucho tiempo los modelos de estudio en diversos laboratorios y



también nuestro grupo de trabajo. En el caso particular de esta tesis se utilizd Ceriporiopsis
subvermispora.

P. chrysosporium es un hongo basidiomicete perteneciente a la familia Corticiaceae. En
el afio 2004 se logré completar la secuencia de su genoma (http://www.jgi.doe.gov), lo que
permitird grandes avances en el conocimiento de la bioquimica y genética, tanto de este hongo,
como de otros relacionados.

C. subvermispora es un hongo basidiomicete dicarionte de pudricidn blanca, que muestra
alta selectividad para degradar lignina cuando crece sobre madera (Otjen y cols., 1987).

Para llevar a cabo la degradacion de la lignina los distintos hongos ligninoliticos poseen
una bateria de enzimas con distintas funciones. Las enzimas mas ampliamente distribuidas son la
Lignina peroxidasa (Lip), Manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa (Lcs) (Lobos y cols., 1994,
Lundell, y cols., 1994, Eggert y cols., 1997).

Sistema ligninolitico de Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrisosporium secreta las enzimas Lip (lignina peroxidasa) y MnP
(manganeso peroxidasa) (Gold y cols., 1993). Lip se caracteriza por hidrolizar enlaces a, 3 en
los grupos diarilpropano de la lignina y ha sido caracterizada estructuralmente como un dimero
asimétrico con 2 iones calcio y una glucosamina por monémero unido a Asn257 (Poulus y cols.,
1993) con una alta homologia a la citocromo ¢ peroxidasa (Poulus y cols., 1993).

MnP es una peroxidasa dependiente de manganeso (Kuwahara y cols., 1984), cuyo
analisis estructural en P. chrysosporium, mostré que al igual que Lip, es una glicoproteina que
posee dos dominios con un grupo heme ferroso pentacoordinado entre ellos (Mino y cols., 1998)
y dos iones calcio estructurales (Sundaramoorthy y cols., 1994). Su masa molecular es de
aproximadamente de 46000Da (Mino y cols., 1998), su cDNA es de 1314 nucleétidos. La masa
molecular deducida es de 37.439 Da, que corresponde a un 81% de la obtenida

experimentalmente, siendo la diferencia atribuida glicosilaciones (Pribnow y cols., 1989).

El sitio de union al peroxido esta compuesto por His* y Arg*?, mientras que el sitio de
union a Mnll se encuentra constituido por Asp'’®, GIu® y GIu*® en conjunto con un propionato

del grupo heme (Sundaramoorthy y cols., 1994, Kuster-van Someten y cols., 1995).



La principal funcion de esta enzima es oxidar Mnll a Mnlll. Este ultimo complejado con
lactato, oxalato u otro &cido a-hidroxilo actia como intermediario en la oxidacion,
desmetilacién, y descarboxilacion de diversos compuestos organicos que se encuentran presente
en la lignina (Glenn y cols., 1986; Aitken y cols., 1990). En este sistema el manganeso no sélo es
el substrato de la enzima, si no que también ejerce un papel regulatorio en sus niveles de RNA 'y
proteicos. Estos antecedentes sugieren que MnP juega un rol muy significativo en la
despolimerizacion de la lignina (Wariishi y cols., 1991).

Del punto de vista funcional es importante sefialar que el cadmio es un inhibidor
competitivo reversible del manganeso en la MnP. El estudio cinético sugiere que el Cd*? compite
por el sitio de unién del Mn*? impidiendo la oxidacion de éste, pero no impide la oxidacion del
sustrato como el fenol, debido a que no hay contacto con su sitio de union (Yungs y cols., 2000,
Sundaramoorthy y cols., 2005;).

Sistema ligninolitico de Ceriporiopsis subvermispora

El sistema ligninolitico de Ceriporiopsis subvermispora estd compuesto por dos enzimas:
Manganeso peroxidasa (MnP) y una fenol oxidasa llamada lacasa (Rittimann y cols., 1992). LiP
no ha sido detectada en cultivos de este hongo en distintas condiciones (Ruttimann y cols.,
1992).

MnP de C. subvermispora muestra una masa molecular de 52,5 kDa en cultivo liquido y
valores entre 52,5 y 62,5 kDa para cultivos de madera (Lobos y cols., 1994). Estas enzimas son
secretadas al medio externo como familias de isoenzimas con perfiles isoelectroforéticos que
varian de acuerdo a la composicion del medio (Lobos y cols., 1994), Se postula que tanto lacasa
como MnP no s6lo son secretados en metabolismo secundario, si no que también durante el
crecimiento (Ruttiman-Johnson y cols., 1993). MnP muestra siete isoenzimas con pl entre 4,1y
4,6 en cultivo liquido y 4 isoenzimas con pl entre 4,4 y 3,53 en cultivos con madera. La lacasa
presenta 4 isoenzimas con pl entre 3,45 y 3,65 en cultivo liquido (Lobos y cols., 1994).

La lacasa poseen 4 atomos de cobre por molécula, las dos principales isoenzimas poseen
masas molecular del orden de 71 y 68 kDa (Fukushima y cols., 1995) postulandose que sélo
existe un gen que la codifica (Larrondo y cols,. 2003). El gen Ics posee 2215 pares de base que



codifican para una proteina de 499 aminoécidos, cuya secuencia muestra una homologia de entre
63 y 68% de identidad con lacasas de otros basidiomicetes (Karahanian y cols., 1998).

Se sabe que las isoenzimas de MnP difieren en su especificidad por sustrato y en el
requerimiento de Mn(Il) para su actividad optima (Urzua y cols., 1995), siendo la misma MnP
quien genera el peroxido extracelular mediante la oxidacion de oxalato y glioxilato, los que son
secretados al medio extracelular por el hongo C. subvermispora (Urzla y cols., 1998). Estos
quelantes aceleran la reaccion, lo que facilita la interaccion del Mnll con la enzima y estabiliza el

Mnlll en solucion (Urzla y cols., 1995)

Antecedentes

Hasta la fecha nuestro laboratorio ha aislado y secuenciado 4 genes que codifican para
MnP denominados Cs-mnpl, Cs-mnp2A, Css-mnp2B y Cs-mnp3 (Lobos y cols., 1998; Tello y
cols., 2000). Los cuatro genes tienen secuencias intronicas cortas con tamafos en el rango de 53
a 67 pb y sus limites de splicing exdn/intron se ajustan al consenso GT-AG (Padgett y cols.,
1989).

Las regiones rio arriba de los genes Cs-mnps contienen cajas TATA, sitios AP1 y AP2,
sitios de probable regulacion mediante metales (MRE), cajas de respuesta a CAMP (CRE), a
elementos xenobioticos (XRE) y a estrés termico (HSE), entre otros elementos que se muestran
en la figura 1 (Pelma y cols., 1982, Lee y cols., 1987; Fujisawa-Sehara y cols., 1987; Faisst y
cols., 1992; Andrisani, 1999;). El estudio de la regulacion transcripcional de los genes mnpl,
mnp2 y mnp3 de P. chrysosporium mostré que son regulados diferencialmente, variando su
respuesta a la concentracion de manganeso Yy nitrogeno en el medio y shock térmico entre otras
variables (Li, y cols., 1995, Gettemy y cols., 1998). Ademas se ha mencionado que el manganeso
juega un rol post-transcripcional, sin que exista una correlacion entre los niveles de mMRNA vy la
actividad de la enzima sobre la MnP, tanto en P. chrysosporium como en C. subvermispora (Li y
cols., 1995, Manubens y cols., 2003). En el caso de C. subvermispora la regulacion
transcripcional de Cs-mnp2A y Cs-mnp2B es activada por manganeso, 1o que no ocurre durante
la transcripcion del gen Cs-mnp3 (Tello, 2000). Hasta la fecha se desconoce el mecanismo por el
cual el manganeso regula la transcripcion de estos genes, sin embrago se ha propuesto que en el
basidiomicete P. chrysosporium estos putativos elementos MREs encontrados en los promotores

de los genes mnp de dicho hongo podrian tener un rol en este proceso (Gettemy y
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Figura N° 1 Esquema de los sitios de unién hipotéticos a factores transcripcionales
en los promotores de los genes Cs-mnpl, Cs-mnp2b, Cs-mnp3 y Cs-Ics. Se indican
cajas TATA, sitios AP1 y AP2, sitios de probable regulacién mediante metales (MRE),
cajas de respuesta a CAMP (CRE), a elementos xenobidticos (XRE) y a estrés térmico
(HSE), entre otros (Tello y cols.,2000).




cols., 1998). Ademés es conocido que los MREs estan involucrados en la regulaciéon de la
expresion de los genes de metalotioneina mediante varios metales en células animales, tales
como zinc, cobre y cadmio, aunque estos elementos no responden a manganeso (Thiele, 1992).

Los genes Cs-mnp2A y Cs-mnp2B (GenBank accession nos. AF161078 y AF161584,
respectivamente) corresponden a variantes alélicas, como se demostr6 mediante amplificacion
por PCR y secuenciacion de los genes de cepas homocari6ticas del hongo regeneradas a partir de
protoplastos, identificandose una diferencia de s6lo cinco aminoécidos (Tello y cols., 2000). El
promotor del gen Cs-mnp2B fue obtenido mediante PCR inverso, lograndose amplificar un
fragmento de 3,5 kpb (Tello, 2000). En la actualidad se cuenta con la secuencia completa de esta
region de aproximadamente 2,7 kpb que corresponden a la region promotora. Esta region
regulatoria disponible del gen Cs-mnp2B fue analizada utilizando el servidor MatInspector V2.2
(Quandt y cols., 1995), lo que evidencidé que ademas de los elementos ubicuos a promotores
eucarioticos, existen algunas cajas interesantes de estudiar, tales como quince elementos STUAP
(regulaciéon del desarrollo en Aspergillus), ocho elementos CREB, dos cajas MAT1IMC
(diferenciacion celular en levadura, interaccion con factor Ste 11), dos AHR/ARNT
(heterodimeros, receptor de Arilhidrocarburos), dos cajas NF-1, cuatro GATA, cuatro NIT
(activador de genes regulados por nitrégeno). Muchos de estos elementos se encuentran en los
primeros 600 pares de bases. Todas estas secuencias presentan una homologia mayor a un 90%
con relacién a las secuencias de consenso previamente informadas (Castro, 2003).

En un trabajo realizado en nuestro laboratorio se hicieron ensayos en geles de retardo con
cuatro sondas (140 a 160 pbs), denominadas al, a2, B1y B2, que corresponden a los primeros
600 pbs del promotor (figura 2). Estas sondas fueron ensayadas con extractos nucleares
obtenidos de micelio cultivado en presencia de una alta concentracion de manganeso en el medio
(0,2 mM), con la finalidad de observar el efecto de este metal en la formacién de complejo
DNA-proteina (Polanco, 2005). Los resultados de estos ensayos sugieren que existirian zonas
que son reconocidas especificamente por proteinas presentes en un extracto nuclear crudo.
Ademas se ha observado que la formacion de complejos depende del tiempo de cultivo en que es
cosechado el micelio a partir del cual se preparan los extractos nucleares. Se determiné que los
cultivos de diez dias presentan una mayor proporcion de proteinas que reconocen a los elementos

regulatorios de esa region del promotor del gen Cs-mnp2B (Castro, 2003).
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FIGURA N° 2.- Secuencia parcial de la regién promotora del gen Cs-mnp2B. El esquema
muestra el promotor del gen Cs-mnp2B. La secuencia de las cuatro sondas, o, o2, B1 Y B2, Se
indica en color morado, naranja, rojo y verde respectivamente. Las flechas de colores indican
la ubicacién y orientacion de las parejas de partidores que dan origen a los distintos
fragmentos. En amarillo se muestra la secuencia de los elementos méas destacados, tales como
MRE, CRE y XRE, entre otros.




La ausencia de elementos que sugieran una regulacion por metales, a excepcion de un
unico sitio MRE ubicado en el fragmento 32 del promotor de gen Cs-mnp2b, llevd a analizar esta
region sin un trasfondo funcional determinado a priori.

Los ensayos de competencia realizados con las sondas al y 31 no fueron tan robustos y
reproducibles y claros como para a2 y 2. A pesar de esto, para acotar la zona de union a las
distintas sondas se realizaron ensayos de footprinting. Los ensayos que mostraron un mejor
resultado fueron los efectuados con la sonda B1, en la cual se observa una zona protegida de

aproximadamente 50 pb (Castro, 2003).
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FIGURA N° 3.- Autorradiografia de un ensayo de footprinting quimico de la sonda B1. A,
fragmentos generados por el tratamiento con footprinting quimico en ausencia de extracto nuclear
(carril 1), incubacion de la sonda en presencia de extracto nuclear preparado a partir de micelio
cosechado al décimo dia de cultivo (carril 2). B, analisis de la secuencia protegida mediante el
programa ‘gelworks’. Al costado derecho, en rojo, la secuencia de la region de la sonda Blque
presenta proteccion, aproximadamente 50 pbs. Las barras flanquean la region que presenta
proteccion (Castro, 2003).




HIPOTESIS

“La region rio arriba del gen Cs-mnp2B posee elementos de DNA funcionales que son

reconocidos especificamente por proteinas nucleares en respuesta a manganeso”

OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar proteinas que reconocen elementos especificos en el promotor del gen Cs-mnp2B de de C.

subvermispora en respuesta a Manganeso

Objetivos Especificos

- Determinar la formacion de uno o mas complejos proteina-DNA.
- Comprobar la especificidad de la interaccion entre la(s) proteina(s) y el fragmento de DNA.

- Estimar el peso molecular de la proteina mas abundante mediante SDS-PAGE.
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MATERIALES Y METODOS

1-Materiales

1.1-Materiales biologicos
Se adquirio Ceriporiopsis subvermispora FP-105752 del Center of Mycology Research

(Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin, EE.UU.) Esta fue mantenida a 4°C en placas
agar papa-dextrosa (39 g/L).

Las cepas de E. coli DH5aF" y E. coli LE292 fueron adquiridas de GIBCO BRL Life
Technologies (Gaithersburg, Maryland, EE.UU.).

1.2-Reactivos y materiales generales
Los reactivos para los medios de cultivo como triptona, extracto de levadura y agar papa-

dextrosa fueron adquiridos de Difco (Detroit, Michigan, EE.UU.)

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri,
EE.UU.): Ampicilina, EDTA, acrilamida, N,N -metilen-bisacrilamida, &cido disulfénico
batofenantrolina (BPS), aceite mineral.

Etanol, cloroformo, alcohol isoamilico, isopropanol, acido clorhidrico, hidroxido de
sodio, cloruro de sodio y otras sales de grado analitico se obtuvieron de Merck (Darmstadt,
Alemania).

De Aldrich Chemical Co. (Milwaukee,Wisconsin, EE.UU.) se adquiri6 &cido borico.

Los siguientes reactivos grado biologia molecular se adquirieron en GIBCO BRL
(Gaithersburg, Maryland, EE.UU.): agarosa, urea, trizma base, SDS y fenol.

Los filtros de concentracion de proteina Microcon, fueron adquiridos de MILLIPORE,
(Bedford, Maryland, EE.UU.)

Los nucléotidos radioactivos o-?P-ATP y y-32P-ATP se adquirieron en Dupont NEN
(Boston, Mississippi, EE.UU.)
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1.3-Vectores.
El fragmento del promotor de Cs-mnp2B fue clonado en el vector pBluescript®ll KS(+)

(Stratagene Cloning Systems, Los Angeles, California, EE.UU.).

1.4-Partidores para PCR
Los partidores para la obtencion de la sonda utilizada en los ensayos de union (EMSA)

fueron sintetizados por la compafiia Life Technologies Inc. (Gaithersburg, Maryland, EE.UU.).
(Tabla 1).

Tabla 1. Partidores.

Partidor Secuencia

BETA 1A |CATCAATCAGGTTGATTCGCG

P2B1 CACAACAGAATGACAGGGCT

2- Métodos

2.1 Condiciones de cultivo para Ceriporiopsis subvermispora
C. subvermispora no produce basi diosporas bajo condiciones de laboratorio, por lo que

se utiliz6 micelio molido como in6culo. Para la propagacion del hongo se realizaron cultivos
estacionarios en matraces de 500 mL con 25 mL de medio liquido que contenian 15 mM de
KH2PO4, 4mM de MgSO4, 1 mM de CaClz, 55 mM de glucosa, 10 mM de &cido transaconitico
(TAA) pH 4,5 como amortiguador, 3 uM de tiamina-HCI, 1 mL/L de solucion de trazas y 10
mM de tartrato de amonio. La solucidn de trazas contenia: 80mM de &cido nitroacético, 4 mM de
FeSO4*7H,0, 8 mM de CoCl>*6H20, 3,5 mM de Zn SO4*7H20, 4 mM de CuSO4*5H.0, 0,2
mM de Alx(S04)3:*18 H20, 1,6 mM de H3BOs, 0,4 mM de Na;MOs*2H,0, 120 mM de
MgSQ4«7H20, 170 mM de NaCl, 7 mM de CaClz y 30 mM de MnSO4*H.0.

Después de cultivar el hongo durante 15 dias a 30 °C sin agitacion, el micelio fue molido
y homogeneizado en botellas de 125 mL que contenian 15 g de esferas de vidrio estériles de 5
mm de didmetro. Se utilizaron alicuotas de micelio molido para cuantificar el peso seco de

micelio presente en el indculo. A partir de este micelio se inocularon medios de cultivo liquido
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salino en matraces de 125 mL que contenia 100 mL de medio de igual composicion a los
estacionarios, a excepcion de la concentracion de Mn?* (1 ppm u 11 ppm de MnSOs) y de la
adicion de TWEEN 20 (0,1% concentracion final) los cultivos se incubaron con una agitacion de
180 rpm.

2.2- Cultivo estacionario.
Se inocularon 90 mg de micelio (peso seco) molido en 30 mL de medio de cultivo, en un

matraz de 500 mL y se incub0 en estufa a 28°C durante aproximadamente 15 dias.

2.3- Cultivo con agitacion.
Se utilizaron 45 mg de micelio (peso seco) obtenido a partir de cultivo estacionario como

inéculo en 100 mL de medio de cultivo, a los que se le aplicé una agitacion orbital constante de

180 rpm a 28°C. La cosecha de estos cultivos se realizé el dia diez después de la inoculacion.

2.4-Obtencion de sondas mediante PCR.
Las sondas utilizadas en los ensayos de union se obtuvieron mediante PCR, con los

partidores antes sefialados (tabla 1), a partir de un plasmidio recombinante que posee el promotor

del gen de la enzima Manganeso Peroxidasa 2B.

Tabla 2 Programa PCR: La tabla muestra el programa PCR utilizado para amplificar el
fragmento B1A, el que consta de un ciclo inicial a 97 °C por 35 segundos para activar la enzima y
disociar la doble hebra de DNA, 45 segundos a 52°C para lograr la union de los partidores y 1
minuto a 72°C para producir la polimerizacion de la hebra en formacion, posteriormente, 30
ciclos constituidos por un paso inicial a 94 °C por 40 segundos para disociar la doble hebra de
DNA, 30 segundos a 52°C para lograr la unién de los partidores y 25 segundos a 72°C para la
elongacion, a continuacion se mantiene a 72°C por 2 minutos para optimizar la elongacion y por

ultimo se somete por tiempo indefinido a 4°C para la conservacion de DNA.
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T° Tiem po Ciclos
97 357 1
52 457" 1
72 1 1
94 407 30
52 307 30
72 257 30
72 27 1
4 Infinito

2.5-Electroforesis de DNA en geles de agarosa.
El fragmento de DNA obtenido a partir de la PCR se analizé6 mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1,5 %, usando como solucién de corrida el tamp6n TBE 0,5X. Para la
visualizacion de DNA se utiliz6 una solucion de bromuro de etidio (aproximadamente 1 ug/mL).
Se determiné la concentracién de DNA en un espectrofotometro midiendo la absorbancia de la

muestra a 260 nm.

2.6 Marcacion de partidores
En un tubo de 0,6 mL se mezclaron los siguientes reactivos: 25 pmoles de partidor, 3 uL

de y-32P-ATP, 1 uL de solucion tampén para la polinucledtido quinasa de T4 10X, 5 U de
polinucledtido quinasa T4 y agua para completar 7 puL. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 15

minutos y luego la enzima fue inactivada mediante calor a 55°C durante 10 minutos.

2.7 Preparacion de extractos nucleares de C. subvermispora.
Se pesaron entre 2 a 3 g de micelio de C. subvermispora cosechado a partir de cultivos

con agitacion, los que se resuspendieron en 15 mL de tampon de homogeneizacion que contenia
PIPES/KOH 10 mM pH 6,9, CaCl, 5 mM, MgSOs 5 mM y sacarosa 0,5 M. La muestra se
congel6 rapidamente en nitrégeno liquido y se molié hasta convertirla en un polvo fino. Luego

se descongeld rapidamente, se coloco en un bafio a 70 °C y se le agregaron 5 mL adicionales de
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tampon de homogeneizacion. La solucion se dejo en hielo durante 5 minutos para su
homogeneizacion y posteriormente se agregaron 50 mL del mismo tampon. Esta mezcla fue
centrifugada a 6.000 x g durante 20 minutos y la pella se resuspendio en 30 mL de tampon de
homogeneizacion. Luego se centrifugd a 100 x g durante 1 minuto descartdndose la pella.
Posteriormente el sobrenadante se centrifugé a 6.000 x g durante 20 minutos y luego la pella se
suspendié en 1 mL de tampdn de lisis nuclear que contiene HEPES/KOH 15 mM pH 7,5, KCI
110 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM y PMSF 0,8 mM.

La precipitacion de proteinas nucleares se realiz6 agregando un décimo de volumen de
NH4SOs 4 M, agitando durante 30 minutos, para luego centrifugar a 15000 x g durante 20
minutos y recuperar el sobrenadante. A este sobrenadante se le agregaron 0,3 g de NH4 SO4 por
cada mL de solucion, se agité durante 30 minutos y se centrifugé a 22.500 x g durante 30
minutos. La pella se resuspendié en 130 uL de tampon de extracto nuclear, que contiene
HEPES/KOH 25 mM pH 7,5, KCI 40 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,8 mM y
glicerol 20%. El extracto fue sometido a didlisis durante 16 horas en un volumen de 2 L de

tampdn de extracto nuclear.

2.8 Cuantificacion de proteinas.
Se determind la concentracién de proteinas en los extractos nucleares mediante el método

de Bradford (Bradford, 1976) de acuerdo a las condiciones del fabricante (Bio-Rad Protein

Assay) y utilizando un espectrofotometro Shimadzu para cuantificar.

2.9 Ensayos de Union.

2.9.1- Condiciones de Union y Competencia.
Los ensayos de union se realizaron en un medio que contenia HEPES/KOH 30 mM (pH

7,5) ZnSO4 0,1 mM, poli dldC 1x10° mg/mL, CuSQO4, 0,13 mM, DTT 5 mM, polietilenglicol
4000 2,7 %, KCI 40 mM, glicerol 12 %, EDTA 1,3 mM y pBluescript 13 ug/mL. Para cada
ensayo se utilizaron 10 ug de proteinas nucleares y aproximadamente 12 ng de sonda marcada
(10000 cpm).

La mezcla se incub6 durante 30 minutos sobre hielo, y en el caso de ensayos de

competencia se preincubd con sonda fria durante 10 minutos.
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2.10 Geles de retardo (EMSA).
Los experimentos de retardo se realizaron en geles de poliacrilamida no desnaturantes

(acrilamida:bisacrilamida (28:2) al 6%, con TBE 0,25X como tampon de corrida. Las

condiciones de corrida fueron de 40 volt constante durante aproximadamente 14 horas.

2.11 Recuperacion de Proteinas para SDS-PAGE.
La recuperacion de la(s) proteina(s) presentes en el complejo DNA-proteina se realizd

mediante la exposicion del gel himedo en la membrana del phosphor image durante 15 minutos,
la cual fue analizada por el instrumento phosphorimager y la impresion de este resultado fue
utilizado como plantilla para recuperar la banda correspondiente al complejo. Se recortd la banda
de interés y las proteinas fueron eluidas del gel agregando 500 uL de tampdn de corrida de
proteinas 1X sin glicina. La solucién con el gel se mantuvo en agitacion durante toda la noche a
37°C, la cual posteriormente fue concentrada en filtros de concentracion de proteinas. La
solucion concentrada fue cargada en un gel desnaturante de poliacrilamida al 12% con tampon
de corrida 1X, constituido por Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1 %. Las condiciones de

corrida fueron a 70 volts constante durante aproximadamente 4 horas.

2.12 Programas computacionales.

La determinacion de los sitios de union hipotéticos a factores transcripcionales se efectud
utilizando los programas CBRC (Computacional Biology Research Center) y TESS
(Transcription Element Search Software), de acceso gratuito en Internet,
(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) y (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/
tess), respectivamente.

La manipulacidn de secuencias se realiz6 usando el programa especializado DNA Star.

El procesamiento de iméagenes se llevo a cabo utilizando el programa grafico Adobe
Photoshop 6.0. Adobe System Incorpoated. EE.UU..


http://www.cbil.upenn.edu/tess/
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/
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RESULTADOS

El resultado del footprinting realizado a la sonda B1 mostré una proteccion de
aproximadamente 50 pares de bases (Castro, 2003), con el fin de acotar esta region a un
fragmento mas pequefio, se disefid el partidor B1A, el cual junto al partidor P2B1 da origen a un

fragmento de 74 pb denominado también 31A (figura N° 4).

Determinacion de la especificidad de la unién de proteina nucleares de C. subvermispora a
la sonda B1A.

Para demostrar que la formacion de complejos observada anteriormente en este
laboratorio correspondia a una unién especifica de proteinas presentes en los extractos nucleares
de C. subvermispora, se llevaron a cabo ensayos de EMSA con sondas competidoras para la
unién. En la Figura N° 5 se observan los complejos formados por el fragmento f1A marcado
radiactivamente y extractos enriquecidos en proteinas nucleares provenientes de cultivos
estandar del hongo. En el carril 1 se observa la sonda libre, es decir la resolucion del fragmento
marcado radioactivamente B1A. El resultado de la incubacion de esta sonda con extracto nuclear
proveniente de cultivo estandar de C. subvermispora cosechados el dia 10 se observa en el carril
2. Para la competencia inespecifica (carriles 6, 7 y 8) se utilizd una sonda de 200 pb, que
corresponde a una region del plasmidio pBluescript KSII. Ademas se utilizé un fragmento de 71
pb denominado LMRE, proveniente del promotor de gen Cs-Ics (carriles 9 y 10), para disponer
un competidor con un tamaifio similar al fragmento en estudio.

La competencia especifica fue realizada preincubando con la sonda fria, es decir el
mismo fragmento B1A pero sin marcar radioactivamente, en los mismos medios de incubacion
donde se llevaron a cabo los ensayos de union (carriles 3, 4, y 5). La Figura N°5 muestra una
clara disminucién de la formacion del complejo en esta ultima condicion, a diferencia de lo
mostrado en la competencia inespecifica. Estos antecedentes indican que las proteinas que
forman el complejo con DNA reconocen secuencias especificas en la sonda 1A correspondiente
a un fragmento del promotor del gen Cs-mnp2B de C. subvermispora.
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FIGURA N° 4 Disefio de la sonda B1A. La figura corresponde a una representacion
esquematica de las sondas al, a2, B1, B2, la region protegida en el ensayo de footprinting y la
sonda B1A, indicando su nombre y tamafio respectivo en pares de bases (pb). Las cajas TATA
y el ATG inicial se indican en recuadros. La regién café destaca al elemento MRE.
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Figura N° 5. Ensayos de competencia para verificar la especificidad de unién entre las
proteinas presentes en el extracto nuclear y el fragmento p1A: 1, sonda libre, 2, retardo
con extracto nuclear estandar, 3, 4,y 5, retardos con extractos nucleares estandar agregando
cantidades crecientes de competidor especifico, 100, 500 y 1000 veces (la cantidad de DNA
utilizada en la sonda libre) respectivamente, 6, 7 y 8, retardos con extractos nucleares estandar
agregando cantidades crecientes de competidor inespecifico KSII, 100, 500 y 1000 veces
respectivamente. Los carriles 9 y 10 muestran la competencia realizada con el fragmento
LMRE 71 en cantidades crecientes entre 50 y 100 veces.
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Recuperacion y caracterizacion de las proteinas del extracto enriquecido en proteinas
nucleares de C. subvermispora que forman un complejo especifico con la sonda B1A.

Con la intencion de aislar y a su vez determinar el peso molecular de la o las proteinas
nucleares que estan formando el complejo especifico con el fragmento B1A marcado
radiactivamente, nuestro grupo de trabajo disefio e implement6 una estrategia experimental que
consiste en realizar numerosos ensayos EMSA utilizando el fragmento B1A y el extracto nuclear.
Una vez determinada la zona de migracion del gel donde se encuentra el complejo se procedio a
cortar del gel esta zona de interés. Ademas se tomaron muestras de regiones del gel superiores a
la ubicacion del complejo radioactivo. Las proteinas fueron removidas con un tampon de
elucion, concentradas mediante filtros concentradores de proteinas y posteriormente resueltas
mediante el analisis en SDS-PAGE al 12% como se menciona en la seccion de “Materiales y
Métodos”. El disefio experimental se muestra esquematicamente en la Figura N° 6.

Posteriormente las soluciones concentradas resultantes del procedimiento anterior, tanto
desde el fragmento del gel que contenia el complejo como de los fragmentos superiores fueron
resueltas mediante el andlisis de SDS-PAGE al 12%. En la resolucion de las 3 soluciones se
observan patrones relativamente similares, destacandose que en el eluido correspondiente a la
zona del gel donde se detecté el complejo proteina DNA mostrd la aparicion de una gran
cantidad de proteinas, observandose una proteina mayoritaria de entre 60 y 70 KDa, como

muestra la figura N° 7.
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Figura N° 6. Esquema de recuperacion de proteinas desde geles de retardo preparativos:
En la figura se observa un esquema de la metodologia que se utiliz6 para recuperar las
proteinas presentes en el extracto enriquecido en proteinas nucleares, provenientes de cultivos
estandar de C. subvermispora y que forman el complejo con la sonda radioactiva. La banda se
cortd del gel del ensayo de los retardo. Posteriormente el fragmento de gel que contenia el
complejo fue incubado en un tampén de elucion durante aproximadamente 15 horas.
Posteriormente eliminaron los restos de gel y se procedid a concentrar mediante filtros de
concentracion de proteina durante aproximadamente 2 horas 30 minutos. La solucién
concentrada se analizé mediante SDS-PAGE al 12%.
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Figura N° 7. Resolucién mediante SDS-PAGE de las proteinas que forman parte del
complejo con el fragmento B1A: Se observa la fotografia del un gel SDS-PAGE. En el
carril N° 1 se muestra un estandar de peso molecular, en el carril N° 2 se observa la
resolucion de una solucidén de recuperacion de proteinas que forman complejo con el
fragmento B1A, obtenida del trozo de gel donde se observa la formacion de complejo, el
carril N° 3 y N° 4 se observa la misma resolucién, pero de trozos obtenidos de sectores
superiores a la formacion de este complejo.
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Estudio in-silico del fragmento 1A

Con la certeza de que existen proteinas capaces de unirse especificamente al fragmento
de DNA denominada B1A, procedimos a estudiar la secuencia de este fragmento mediante los
software CBRC (Computacional Biology Research Center)

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) y TESS (Transcription Element
Search Software)(http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess), los que predicen los posibles
sitios de unidn a factores transcripcionales descritos previamente. Para lograr tener resultados
mas certeros, se decidi6 acotar la zona de estudio unicamente a la region contenida en el
fragmento B1A que mostrd proteccion en el ensayo de footprinting realizado al fragmento B1A
(figura N°8).

El resultado entregado por el software CBRC mostrd que existen al menos cinco sitios de
unién hipotéticos a factores transcripcionales en la zona protegida. EI programa TESS arroj6 un
mayor nimero de posibilidades, sin embargo en su mayoria no resultd de interés para este
estudio debido a que los posibles factores transcripcionales predichos por este programa se
encontraban en modelos de estudios muy distintos al nuestro, tales como Homo sapiens
(Hombre), Mus musculus (Ratén comun), Gallus gallus (Pollo), Zea mays (Maiz), etc.

Finalmente se decidi6 continuar el andlisis con los resultados en que coincidieron tanto
TESS como CBRC en la region que mostré proteccion para el ensayo footprinting. De esta
forma se acotdé a los factores transcripcionales SRY, ADR1, HSF y TtK69. Ademas se
incluyeron los factores transcripcionales GCN4, el que solo fue encontrado por el programa
TESS y el factor STUAP el que sélo fue sefialado por CBRC los que resultaron de interés debido
a que habian sido descritos previamente en hongos. El resultado de este andlisis se esquematiza

en la figura N° 9.


http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
http://www.cbil.upenn.edu/tess/
http://www.cbil.upenn.edu/tess/
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess
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Figura N° 8 Distribucion de las regiones estudiadas en la zona promotora del gen
mnp2B. La figura muestra un esquema de los fragmentos analizados en region promotora en
estudio. En celeste se observa la region secuenciada del promotor del gen mnp2b, en amarillo
el fragmento de 153pb denominado 1, en azul se observa la region de 74 pb denominada
B1A y en naranjo la region que mostro proteccion en el footprinting realizado con el
fragmento B1.
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Figura N° 9 Ubicacion de los sitios de unién hipotéticos a factores transcripcionales
presentes en el fragmento B1lA. La figura muestra la distribucion de los sitios de union
hipotéticos a factores transcripcionales obtenidos con los programas CBRC y TESS. Los
recuadros muestran la ubicacion de los elementos en la sonda B1A, en azul se observa el
fragmento B1A, en naranja el fragmento protegido observado en el footprinting, en verde el
sitio de unién al factor ADR1, en amarillo el sitio de unién al factor STUAP, en blanco el sitio
de union al factor SRY, en celeste el sitio de union al factor TEK69, en morado el sitio de union
al factor HSF y achurado GCN4.
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DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis fue lograr caracterizar al menos una proteina que
se una a una region previamente determinada del promotor del gen Cs-mnp2B y de esta forma
aportar nueva informacion con respecto a la regulacion de los genes ligninoliticos de C.
subvermispora. En este contexto logramos demostrar que existe al menos una proteina que se
une especificamente a un fragmento de la zona promotora de dicho gen. Mediante ensayos
EMSA competitivos logramos determinar que esta union es especifica. Por medio de una
estrategia disefiada en nuestro laboratorio se logré aislar y determinar la masa molecular de esta
proteina. Mediante un ensayo de footprinting se habia logrado identificar una secuencia que
presenta proteccidn en este ensayo, lo que da cuenta de una posible interaccion entre un factor
transcripcional y nuestro fragmento de DNA en estudio.

El andlisis in-silico de esta region protegida mostrd la presencia de varias secuencias de
unién putativas a distintos factores transcripcionales. Con el fin de obtener una amplia gama de
proteinas candidatas se decidié no acotar la busqueda a factores transcripcionales de hongo,
tomandose como criterio las putativas cajas de unidn que predijeron ambos programas utilizados,
TESS y CBRC, y de esta forma evaluar si existe alguna homologia con la regulacion en
Ceriporiopsis subvermispora.

Con este tipo de andlisis encontramos seis probables proteinas que podrian interactuar
con nuestro fragmento en estudio, que son ADR1, GCN4, Hsfl, SRY, Stuap y Ttk69.

Al analizar el resultado del gel SDS-PAGE, este mostrd que existen una proteina que se
encuentra en una mayor proporcién en el complejo formado por nuestro fragmento de DNA vy el
extracto enriquecido en proteinas nucleares de C. subvermispora. Esta proteina mayoritaria
presenta un tamafio molecular de aproximadamente 70 kDa. Cuando analizamos las masas
moleculares de los factores transcripcionales entregados por ambos programas computacionales,
encontramos que de Stuap se desconoce el tamafio molecular. En el caso de SRY se sabe que su
masa molecular es de tan sélo 27 kDA, sin embargo es conocido que el sitio de unién a SRY es
reconocido por una gran cantidad de factores transcripcionales en H. sapiens con pesos
moleculares diversos (Harley y cols., 2003). Otra proteina con una masa molecular bastante
inferior a la encontrada por nosotros es GCN4 que tiene una masa de 31,31 kDa, en
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Saccharomyces cerevisiae. (acceso a GENEBANK: P03069, http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez
Iviewer.fcgi?db=protein&val=121066). Para el caso de ADR1 encontramos que su masa
molecular descrita en levadura estd muy por encima de la proteina encontrada por nosotros, la
que resulta ser de 150 kDa (Taylor y cols., 1990). Uno de los factores transcripcionales con una
masa molecular més cercana a la encontrada por nosotros es Hsfl, la que es de 93,3 kDa en
levadura (acceso a GENEBANK P10961, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=

protein&val=1322586). Por ultimo, la proteina méas parecida a la nuestra es Ttk69, un factor

descrito en Drosophila cuyo peso molecular se encuentra entre 69 y 88 kDa (Read y cols., 1992).

Anélisis funcional de los sitios de unién hipotéticos a factores transcripcionales encontrados

en el fragmento en estudio.

En una siguiente etapa nos propusimos relacionar la funcion de estos factores
transcripcionales, segun estd descrita en la especie de origen con una posible funcion en la
regulaciéon de los genes involucrados en el proceso de ligninolisis, se hace dificil en algunos
casos encontrar una homologia en la regulacion génica de nuestro modelo de estudio. Sin
embargo en algunos casos esta relacion no resulta evidente como se ilustra en los casos
siguientes por ejemplo la proteina Ttk69 es un factor transcripcional de Drosophila con una
masa molecular entre 69 y 88 kDa (Read y cols., 1992) que juega un rol importante durante el
desarrollo. Este factor actia como represor de varios genes durante el desarrollo, proponiéndose
que contribuye al establecimiento del engranaje de la distribucidn exacta de su expresion cigética
(Pagans y cols., 2004).

Otro factor que no guarda relacion clara con nuestro modelo de estudio es SRY, el que se
une a una la secuencia A/ITAACAAT/A (Harley y cols., 2003). SRY ha sido descrito como un
factor transcripcional que regula la diferenciacion sexual en humanos (Salehi y cols., 2006), el
gen que codifica para este factor se encuentra en el cromosoma Y (Ostret, 2001), sin embargo
todavia no esta claro como lleva a la diferenciacion sexual (Mizuno y cols., 2005). Sin embargo,
se ha demostrado que este factor posee una gran similitud estructural y reconoceria una
secuencia de DNA muy similar con un factor transcripcional de levadura conocido como ROX1

que actuaria reprimiendo los genes involucrados en la hipoxia (Deckert y cols., 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db
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Otro factor transcripcional que se encuentra en levadura, un organismo mas parecido a
nuestro modelo de estudio, es la proteina GCN4, la que se une a las secuencias promotoras que
presentas varias copias de la caja5 TGACTC3" (Arndt y cols., 1986). El papel que desempefia la
proteina GCN4 en este organismo es incrementar la transcripcion de los genes que codifican las
enzimas que participan en la biosintesis de aminoacidos en levadura, en condiciones de carencia
de éstos y/o glucosa (Hinnebusch, 2005) La relacion entre la funcion de GCN4 de levadura y la
proteina de Cs-mnp2B no es evidente.

Al analizar otras proteinas, en cambio encontramos tres candidatos que si podrian tener
un rol importante en la regulacién del gen Cs-mnp2b, como son los factores HSF1, Stuap y
ADRL1 cuya funcion se discute a continuacion: La proteina codificada por el gen Hsfl es un
factor transcripcional ampliamente distribuido en la naturaleza. Diversos estudios realizados en
Saccharomyces cerevisiae han demostrado que esta proteina se activa al hiperfosforilarse en
condiciones de estrés térmico u oxidativo (Yamamoto y cols., 2006). Ademas se ha observado
que puede regular genes en respuesta a la falta de glucosa en el medio (Hahn y cols., 2004) y
participa en el control de genes involucrados en la destoxificacion y almacenamiento de azlcares
(Yamamoto y cols.,, 2005) y en maduracion, generacién de energia, metabolismo de
carbohidratos y organizacion de la pared celular (Yamamoto y cols., 2006). En P. chrysosporium
los genes de las distintas manganeso peroxidasas también son regulados, entre otras condiciones
ambientales, por shock térmico y estrés oxidativo (Gettemy y cols., 1997, Bruce y cols., 1994),
identificandose en sus regiones promotoras putativas cajas de union a HSF (Brown 1993), Estas
mismas cajas de union a HSF se han encontrado en los promotores de los genes Cs-mnp2 y Cs-
mnp3 (Tello, 2000).

Otro factor transcripcional muy interesante es StuAp o Stunted protein, que reconoce la
secuencia A/t CGCG'/aN”/c (Dutton y cols., 1997). Esta proteina ha sido descrita en Aspergillus
nidulans como miembro de una familia de factores transcripcionales que regulan el desarrollo
del hongo y la progresion del ciclo celular. Stuap es requerido para un correcto patron de
formacion celular durante la reproduccion asexuada y para el inicio del ciclo reproductivo de
Aspergillus nidulans, teniendo una funcién independiente en ambos ciclos reproductivos (Wu y
cols., 1997, Dutton y cols., 1997).Se postula que Stuap bloguearia la expresion de un represor del
ciclo celular (Wu y cols., 1997). Se observo que en mutantes stuA se exhibia una marcada

hipersensibilidad al peroxido de hidrogeno y que estas mutantes poseen bajos niveles del gen
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CAT1 que codifica para la catalasa A. Ademas en Aspergillus fumigatus se encontr6 una putativa
calatalasa-peroxidasa con sitio de union a Stuap con un anélisis de microarray (Sheppard y cols.,
2005). Este ultimo dato nos permite postular que el factor Stuap posiblemente actia como
regulador de nuestro gen en estudio, especialmente considerando que un analisis con el programa
MatInspector de una zona mayor de promotor del gen Cs-mnp2B, demostrd la presencia de al
menos 16 posibles sitios de union a stuap (Castro, 2003).

Finalmente el factor transcripcional ADR1, que ha sido descrito en levadura, es por lejos
el mas estudiado de los tres factores candidatos encontrados en este estudio. Es sabido que esta
proteina posee una gran plasticidad de union a DNA (o disminuida discriminacién) lo que le
permite controlar una gran cantidad de genes (Schaufler y cols., 2003). Sumado a ésto se ha
observado que su secuencia de unién a DNA es TTGG”/cGA, la que se encuentra presente en los
promotores de numeroso genes (Cheng y cols., 1994), logrdndose demostrar que presenta
interaccion con promotores de al menos 50 genes (Gunji y cols.,, 2004). Este factor
transcripcional a su vez es regulado a nivel post-traduccional pues es inactivado por fosforilacion
en presencia de glucosa (Taylor y cols., 1990), sin que disminuya la cantidad de proteina en la
célula (Sloan y cols., 1999).

La principal funcién conocida de ADR1 es regular genes que no se expresan cuando se
encuentra glucosa en el medio (Sloan y cols., 1999). En esta contexto sabemos que puede
interactuar de manera sinérgica con otros factores transcripcionales (Donoviel y cols., 1995),
siendo el caso mas conocido la corregulacion con el factor Cat8 de al menos 14 genes
(Tachibana y cols., 2005), incluyendo los genes de las enzimas involucradas en el metabolismo
del alcohol. Dentro de este grupo la regulacion mas caracterizada es la ejercida sobre el gen
ADH2 que codifica para la enzima alcohol deshidrogenada Il (Walter y cols., 2001). Otro
ejemplo de corregulacién entre ADRL1 y otro factor transcripcional es la que se observa en la
activacion de genes involucrados en la degradacion de acidos grasos, como CTAL que codifica
para la catalasa A (Simon y cols., 1991), que es llevada a cabo por ADR1 y Pip2P-Oaflp
(Rottensteiner y cols., 2003). Esta misma regulacién se observa sobre otras enzimas que
participan en el metabolismo de lipidos. Se ha descrito que ADR1 controla la transcripcién de
dos genes, POX1 que codifica para la enzima acyl-CoA oxidasa, critica en la degradacién de
acidos grasos y PEX11 que codifica para una peroxina fundamental para la proliferacion
peroxisomal (Gurvitz y cols., 2001). Ademéas se ha demostrado que ADR1 controlaria la
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regulacion de genes que participan en el metabolismo de glicerol, lactato y formato (Young y
cols., 2003).

Por otra parte, se ha observado que ADRL estaria involucrado en la comunicacion
intracelular entre la mitocondria y el nucleo (Young y cols., 2003) y ademas controlaria el
tamafio celular mediante la regulacion del gen ATS1 (Taylor y cols., 2005, Kirkpatrick y cols.,
1994). En resumen, los genes regulados por ADRL1 se pueden clasificar en 4 categorias: los
involucrados en la utilizacion de carbono no fermentables, los que participan en el metabolismo
de carbohidratos, los involucrados en el metabolismo de nitrégeno y sintesis proteica y los
relacionados en la regulacion del ciclo y diferenciacion celular (Cheng y cols., 1994)

Recientemente se ha demostrando también la existencia de factores transcripcionales con
funciones homdlogas a ADR1 en hongos (Lin-Cereghino y cols., 2006). En este contexto es
interesante destacar que se ha descrito un factor trancripcional denominado Mxrl en P. pastori,
el que es necesario para la activacién de muchos genes involucrados en la respuesta a metanol.
Ademas este factor poseeria una secuencia muy similar a ADR1 (Lin-Cereghino y cols., 2006).

Es posible elucubrar que un factor similar a ADRL1 participara en el control del gen Cs-
mnp2B, pues se ha observado que en P. chrysosporium la expresion de los distintos genes que
codifican para manganeso peroxidasa es regulada por la disponibilidad de nutrientes de
nitrogeno y de carbono (Pribnow y cols., 1989, Pease y cols., 1989), De hecho, las isoenzimas de
mnp son reguladas diferencialmente en condiciones de baja concentracion de ambos tipos de
nutrientes (Pease y cols., 1992), y mas aun, en nuestro laboratorio se ha observado que estas
enzimas también se expresan en la etapa de crecimiento en C. subvermispora (Ruttiman y cols.,
1993)

Los antecedentes antes sefialados nos muestran lo mucho que queda por hacer y el gran
potencial que aun existe en el estudio de esta region promotora, lo que plante un gran desafio

para nuestro grupo de trabajo.
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CONCLUSIONES

1.

Existe al menos una proteina en extractos enriquecidos en proteinas nucleares de
Ceriporiopsis subvermispora, cultivados en presencia de 0,2 mM de Mn*?, que se une al
fragmento de DNA denominado B1A de la regién promotora del gen Cs-mnp2B de C.

subvermispora.

La union entre la(s) proteina(s) y la sonda de DNA B1A es especifica.

El complejo proteico que se une al fragmento 1A esta formado por al menos 6 proteinas.

La proteina mas abundante del complejo posee una masa molecular cercana a los 70 kDa.

El fragmento de DNA PB1A analizado mediante programas computacionales presenta al
menos tres sitios de union hipotéticos a factores transcripcionales que podrian relacionarse
con la regulacion génica de Cs-mnp2B.

De acuerdo al analisis bioinformatico de los sitios de unién de factores transcripcionales y
considerando el tamafio de la proteina prioritaria del complejo que se une a 1A, se postula

que la regulacion del gen Cs- mnp2b posiblemente esté relacionada con la disponibilidad de

nutrientes en el medio.
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