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PRACTICO DE BIOLOGIA MOLECULAR- Introduccion general

Afio 2009

CARACTERIZACION DE MUTANTES DE PmA, EL REGULADOR ESPECIFICO DE LA ViA DE
UTILIZACION DE PROLINA EN Aspergillus nidulans

Durante este curso préctico, se llevara a cabo la caracterizacion de una serie de mutantes del
regulador especifico de la via de utilizacion de la prolina del hongo filamentoso Aspergillus nidulans.
Para ello, se utilizaran técnicas basicas de biologia molecular: PCR, clonado, secuenciacion,
Southern blotting.

Introduccion

A. nidulans es un hongo filamentoso de la familia de los ascomicetos, capaz de utilizar un amplio
espectro de compuestos como fuente de nitrogeno.

Como en la mayoria de los hongos, A. nidulans utiliza de manera preferencial determinadas fuentes
de nitrogeno (el amonio y la glutamina). La sintesis de novo de las enzymas implicadas en la
utilizacién de una fuente de nitrégeno alternativa (prolina, nitrato, acido Urico, hipoxantina, urea,
etc.) esta controlada estrictamente a nivel de la transcripcion (Figura 1):

a. Represion metabolica por nitrégeno, operada por AreA. En presencia de amonio 0
glutamina, AreA es inoperante, por lo que no hay transcripcion de los genes que codifican
las enzimas de utilizacion de fuentes alternativas de nitrégeno.

b. Regulacion especifica de la via, mediada por un regulador especifico, que responde a la
presencia de la fuente de nitrogeno alternativa. En el caso de la prolina, ese regulador es
PrnA.

EN RESUMEN: solamente si el hongo crece en ausencia de amonio y/o glutamina y presencia de
prolina se activaran los genes de la via de utilizacion de la prolina como fuente de nitrégeno.

NOTA: Si Uds. consultan la bibliografia sobre el tema, veran que la regulacion de estos genes es
mucho méas compleja, ya que la prolina también puede ser utilizada como fuente de carbono por
A. nidulans y por tanto la regulacion de estos genes también esta supeditada a la presencia de
fuentes de carbono preferenciales (glucosa). Para simplificar la comprension de la regulacion, el
hongo ha sido cultivado en todos los casos en presencia de glucosa, por lo que la regulacion de los
genes de la via solamente dependeréa de la fuente de nitrégeno presente en el medio.
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Figura 1.

Presencia de amonio o glutamina: AreA inactivo. Los genes de la via de utilizacion de fuentes de
nitrogeno alternativas NO SE ACTIVARAN, aun en presencia de esa fuente que active el regulador
especifico de la via.

Ej. En presencia de amonio o glutamina, AreA no esta activo. Por tanto, haya o no prolina en el
medio (es decir, estt o no PmA, el regulador especifico de la via, activo) NO HABRA
TRANSCRIPCION de prnB.
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Ausencia de amonio, presencia de fuente alternativa de nitrégeno:
En este caso, tanto AreA como el activador especifico de la via estaran activados, por tanto habra
induccion de los genes.

Por ejemplo, en el caso de la via de utilizacién de la prolina, en ausencia de amonio o glutamina Y

presencia de prolina, tanto AreA como PrnA estaran activos, y por tanto habra induccion de prnB y
otros genes de la via.
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PrnA pertenece a la familia de factores de transcripcion a cluster binuclear de zinc.

Los dominios a dedos de zinc son encontrados cominmente en los motivos de union al ADN de
factores de transcripcion de hongos. Hasta el momento se han encontrado tres clases de motivos,
de tipo dedos de zinc: Cys,-Cys,, Cys,-His,y Cyss binucleares (Zn(11)2Cys6).

Los dominios de unién al ADN de tipo Zn(I1)2Cys6 (o C6 zinc) (dominios tipo “cluster” binuclear de
zinc) han sido identificados solamente en hongos hasta el momento, generalmente en reguladores
transcripcionales, conociéndose hasta el momento mas de 80 proteinas (aisladas o predichas) que
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contienen este motivo. Estas estan involucradas en variedad de procesos del metabolismo primario
y secundario:

FACTOR|ORGANISMO |[FUNCION

Galdp |S. cerevisiae [Galactose metabolism
FacB A. nidulans Acetate utilization
NirA A. nidulans Nitrogen metabolism
NIT-4 N. crassa NitrO(:;en metabolism
Put3p S. cerevisiae |Proline Utilization
Hap3p |S. cerevisiae Oxyg_;en metabolism
PrnA A. nidulans |Proline utilization

El dominio de unién al ADN de las proteinas Cys6 fue caracterizado inicialmente en el factor Galdp
de Saccharomyces cerevisiae. Las 6 cisteinas, conservadas, forman dos alfa hélices separadas
por un “loop” asociado a una prolina. Las cisteinas coordinan los dos atomos de zinc para formar
una estructura en forma de trébol (cluster binuclear) (Pan & Coleman, 1990).

Los sitios de unién en el ADN consisten de trinucledtidos conservados, generalmente en una
configuracion simétrica, separados por un secuencia variable de longitud definida para cada
proteina (por ej. GAL4 y LAC9 se unen a CGG-N;;.CCG; PPR1 y UAY se unen a CGG-N6-CCG
(Todd & Andrianopoulos, 1997).

BUSCAR IMAGEN; Figura 2

El estudio de diversos de estos factores han permitido identificar una serie de dominios mas o
menos conservados entre estas proteinas y atribuir una funcion a cada uno de ellos: dominio de
unién al ADN, dominios de activacién y dominios de regulacion de la actividad.

La funcién y estructura de PrnA han sido estudiadas en profundidad; ademas de las regiones que
se mencionan mas arriba, ha sido posible localizar una sefial tripartita de entrada al nucleo, la cual
esta constituida por dos secuencias amino terminales basicas y una porcion basica al inicio del
cluster de Zn.

En la Figura 3 se incluye la secuencia gendmica y aminoacidica del extremo N-terminal de PrnA'y
la regién 5’-no codificante. La secuencia completa puede encontrarse en Cazelle et al., 1998.

La sefial de localizacidn nuclear y el complejo binuclear de zinc estan subrayados con linea llena
(aminoécidos 14 al 56).

Sefal de entrada al ndcleo: KRPR - RKRA - RRVK
Cluster binuclear de zinc: aminoacidos 30 al 58
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Figura 2- Secuencia genémica y aminoacidica del extremo N-terminal de PrnA y la region 5'-no codificante

(extraido de Figura 5 de Cazelle et al; 1998)
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Mutantes de prnA

Se aislaron una serie de mutantes (que llamaremos prnA.A, prnA.B y prmA.C) en el crecimiento
sobre prolina como fuente de nitrégeno que se han mapeado en el gen del regulador especifico de la
via de utilizacion de la prolina, prnA.. Estas cepas son incapaces de crecer sobre prolina o presentan
un crecimiento deficiente sobre esta fuente de nitrégeno, pero crecen normalmente sobre amonio y
otras fuentes de nitrgeno alternativas.

En la clase podran observar el crecimiento de las cepas salvaje y mutantes, a las diferentes
temperaturas y sobre prolina, amonio y otras fuentes de nitrégeno.

EL OBJETIVO DE ESTE TRABAJO ES LLEVAR A CABO LA CARACTERIZA{CION DE ESTOS
MUTANTES; UTILIZANDO PARA ELLO TECNICAS COMUNES DE BIOLOGIA MOLECULAR:
PCR, CLONADO, SECUENCIACION, SOUTHERN BLOTTING...
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