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RESUMEN

“Obtencién del epigenoma de Trichoderma atroviride en respuesta a la luz azul”
La luz es uno de los factores ambientales mas importantes, no sélo porque es
utilizada como fuente de energia, sino porque también, es utilizado como fuente
de informacién para regular el desarrollo, comportamiento y rutas metabdlicas en
la mayoria de los seres vivos. El hongo Trichoderma atroviride, encontrado de
manera natural en el suelo, esporula después de un pulso de luz azul. A este
proceso se le conoce como fotoconidiacién. La mayoria de las respuestas a la luz
azul en T. atroviride estan reguladas por un complejo fotorreceptor, formado por
las proteinas BLR-1 y BLR-2 (blue-light regulator). Este mecanismo de respuesta a
la luz influye sobre otras rutas que se encuentras rio-abajo, como el metabolismo
de carbon y azufre, respuesta al estrés oxidativo, crecimiento vegetativo y
reproduccion. Las modificaciones epigenéticas —metilacion de ADN vy
modificaciones a las histonas— son conocidas por jugar un papel en el control de la
expresion de genes. Las modificaciones en las histonas controlan la accesibilidad
a la cromatina y la actividad transcripcional. El mecanismo mejor estudiado es la
acetilacion de las histonas, el cual ha sido asociado con un estado de transcripcion
activo. Para investigar la influencia de la acetilacion de las histonas sobre las vias
de respuesta a la luz, utilizamos ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina
seguida de wuna secuenciacion (ChIP-seq). Nuestros resultados también
identificaron regiones blanco del complejo BLR-1/BLR-2, lo que proveera de
informacion para poder establecer modelos de redes dependientes de la luz.

PALABRAS CLAVE: epigenética, luz azul, Trichoderma atroviride,



ABSTRACT

“‘Epigenome of Trichoderma atroviride in response to blue light”

One of the most important environmental factors is light, not only because it is the
main source of energy, but also because it regulates development, behavior and
metabolic pathways in almost all forms of live. The common soil fungus
Trichoderma atroviride sporulates after a brief pulse of blue light. This process is
known as photocinidiation. Most blue-light responses in T. atroviride are regulated
by a photoreceptor complex formed by the blue-light regulator proteins (BLR-1 and
BLR-2). This light-response mechanism impacts diverse downstream pathways
such as carbon and sulfur metabolism, response to oxidative stress, vegetative
growth, and reproduction. Epigenetic modifications —DNA methylation and histone
modifications— are known to play a role in controlling gene expression. Histone
modifications control the accessibility of the chromatin and transcriptional activities.
The best characterized mechanism is histone acetylation, which has been
associated with states of transcriptional activation. To investigate the influence of
histone acetylation on light signaling pathways, we wused chromatin
immunoprecipitation sequencing (ChlP-seq). Our findings also uncovered direct
targets of the complex BLR-1/BLR-2, which will provide data to establish patterns
of light-dependent networks.

KEY WORDS: epigenetics, blue light, Trichoderma atroviride
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INTRODUCCION

La luz solar es uno de los factores ambientales mas importante para los seres
Vivos, ya que regula diversos procesos fisioldgicos y del desarrollo. El efecto de la
luz sobre los seres vivos ha sido ampliamente estudiado, tanto en organismos
procariontes como en eucariontes. Dependiendo del tipo de radiacion y de la
cantidad, la luz puede ser benéfica o dafina para los organismos. Los seres Vivos
tienen la capacidad de percibir sefiales luminosas de tal manera que les permite
adaptarse, ubicar su entorno y responder de manera adecuada a los distintos
cambios ambientales (Linden, 2002). Se han descrito una gran variedad de
procesos biolégicos en respuesta a casi todo el espectro de luz visible, sin
embargo, la mayoria de las respuestas son atribuidas a las regiones del rojo/rojo
lejano, azul/ UV-A o UV-B (Briggs y Huala, 1999).

Los seres vivos perciben la luz por medio de complejos proteina-croméforo,
llamados fotorreceptores (Chen et al., 2004; Herrera-Estrella y Horwitz, 2007). Los
fotorreceptores son las moléculas biolégicas que traducen la energia
electromagnética de los fotones a sefiales quimicas, indicandole a la célula la
intensidad, color y duracién de la luz (Briggs y Spudich, 2005). Los croméforos son
pequefias moléculas de naturaleza no proteica e incluyen principalmente retinoles,
tetrapirroles y flavinas (Herrera-Estrella y Horwitz, 2007). El croméforo al percibir la
sefial luminosa genera cambios conformacionales en el fotorreceptor, y se inicia
asi la transduccion de una cascada de sefalizacion (Crosson y Moffat, 2001;
Schwerdtfeger y Linden, 2003). Los fotorreceptores se clasifican, dependiendo de

su estructura quimica, en seis clases principales: rodpsinas, fitocromos,



xantopsinas, criptocromos, fototropinas y proteinas BLUF, estos 3 Ultimos
fotorreceptores detectan luz a través de flavinas. Ademas, una caracteristica
importante de muchos fotorreceptores es la transferencia intramolecular de un
electron después de la fotoexitacion del cromoforo (van der Horst y Hellingwerf,
2004).

En una amplia variedad organismos, desde cianobacterias hasta mamiferos, la luz
regula los ritmos circadianos. El ritmo circadiano es la oscilacidon de procesos
genéticos, metabolicos y fisioldgicos basados en un ciclo de 24 h, lo que permite al
organismo adaptarse a los cambios de luz-oscuridad y temperatura durante el dia
(Bunning, 1967; Pittendrigh, 1993). En las plantas de Arabidopsis se ha estudiado
ampliamente este proceso y se ha reportado que regula el movimiento de las
hojas (Bunning, 1967; Millar et al., 1995), la apertura de los estomas (Holmes,
1986; Somers et al., 1998), la defensa contra patégenos (Wang et al., 2011), la
absorcién de agua (Takase et al., 2011), etc. En los hongos, ademas de regular el
ritmo circadiano, la luz desencadena otros procesos como: el fototropismo, la
fotomorfogénesis, el desarrollo sexual y asexual, la sintesis de carotenoides,
polisacéaridos y carbohidratos, asi como la produccion de metabolitos secundarios
(Rodriguez-Romero et al., 2010; Tisch et al., 2011). Los hongos pueden percibir
distintos tipos de luz, desde el ultravioleta hasta el rojo lejano. Se ha promovido a
los hongos como modelos “simples” de respuesta a la luz, debido al mayor grado
de organizacion que presentan otros eucariotes “superiores”, sumado a la
homologia de los sistemas de percepcion a la luz entre organismos eucariotes.
Algunas especies del género Trichoderma han sido utilizadas ampliamente como

agentes de control biolégico. Su mecanismo de sobrevivencia y dispersion es a
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través del desarrollo de esporas asexuales (conidias). En este hongo la
conidiacién es desencadenada por diversos factores como el pH, la luz, falta de
nutrientes y dafio mecanico (Horwitz, 1985; Casa-Flores et al., 2004; Casa-Flores
et al., 2006). En completa oscuridad, cuando los nutrientes no estan limitados, T.
atroviride crece indefinidamente como micelio. Bajo estas condiciones, un pulso de
luz azul induce una cascada de respuestas que conduce a la conidiacion (Horwitz
et al., 1985). El proceso completo de conidiacion ocurre aproximadamente 24
horas después de la exposicidon a la luz. Esta capacidad para responder a la luz ha
permitido que T. atroviride sea utilizado como modelo fotomorfogénico. Ademas,
han sido reportadas otras respuestas fisioldgicas tempranas inducidas por la luz,
como cambios en los patrones de la fosforilacion de proteinas, incremento en la
actividad de la adenilato ciclasa, y cambios en el potencial de membrana
(Berrocal-Tito et al., 2000). En T. atroviride se han identificado dos genes
esenciales para la respuesta a la luz (blr-1 y bir-2, acrénimos de blue-light-
regulator), cuyos productos actdan en un complejo que regula la fotoconidiacion,
asi como la activacién o represion de la transcripcion de genes responsivos a la
luz azul (Casas-Flores et al., 2004; Rosales-Saavedra et al., 2006). Las proteinas
BLR contienen dominios PAS (Per-Arnt-Sim) y dominios GATA tipo dedos de zinc
de unidn a DNA, lo que les confiere un papel como factores de transcripcion. Uno
de los tres dominios PAS presentes en BLR-1, pertenece a una subfamilia de
dominios especializados en percibir Luz, Oxigeno y Voltaje (LOV). Este dominio
LOV le confiriere la caracteristica de fotorreceptor (Casas-Flores et al., 2004). Las
mutantes sencillas de blr son incapaces de conidiar por exposicién a la luz y por

limitacion de carbono, pero si lo hacen por dafio mecéanico y por limitacion de
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nitrégeno (Casas-Flores et al., 2006), lo que indica que existen vias de induccion
de la conidiacion independientes de la exposicion a la luz, y otras muy ligadas a
ésta.

Por otro lado, si T. atroviride es crecido bajo luz roja, su crecimiento se ve
reducido y la regulacion transcripcional de algunos genes se ve afectada,
sugiriendo la participacion de otros fotorreceptores (Casas-Flores et al., 2004). En
el genoma de T. atroviride se han identificados diferentes genes que codifican
para posibles fotorreceptores, tales como CPD (dimero de ciclobutano pirimidina)
fotoliasa, criptocromo-DASH, 6-4 fotoliasa, fitocromo, y opsina (Schmoll et al.,
2010). Un estudio reciente de pirosecuenciacion permitié la identificacion de 331
transcritos regulados por luz blanca, y 204 transcritos responsivos a la luz azul,
confirmandose asi la contribucién de varios fotorreceptores (Esquivel-Naranjo et
al., resultados sin publicar, citado por Sdnchez-Arreguin et al., 2012).

Entre los diferentes niveles de regulacion de la expresion génica, uno de los mas
importantes se lleva a cabo mediante el remodelamiento y modificacion de la
cromatina, a través de modificaciones covalentes en el DNA y/o en el extremo
amino-terminal de las histonas, lo que se conoce como epigenética. Estas
modificaciones desencadenan la relajacion de la cromatina (eucromatina) o su
empaquetamiento (heterocromatina), permitiendo o impidiendo, respectivamente,
la transcripcion de los genes (Imohf, 2003). Las modificaciones que pueden
llevarse a cabo en las histonas son fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacion o ADP
ribosilacion, entre otras. En contraste con las histonas, el DNA solo puede ser

modificado por medio de metilaciones (Reid et al., 2009). Se puede entonces



definir al epigenoma como el conjunto de estas modificaciones en el DNA e
histonas.

Son pocos los estudios que se han llevado a cabo para encontrar una relacion
entre las modificaciones epigenéticas y la respuesta a la luz azul en hongos
filamentosos. Por ejemplo, se sabe que el fotorreceptor de luz azul en Neurospora
crassa (White Collar-1, WC-1, ortélogo al fotorreceptor BLR-1 de T. atroviride) es
necesario para la acetilacion de la lisina 14 de la histona H3 asociada al promotor
del gen inducible por luz, albino-3 (al-3). Ademas, se identificO que dicha
acetilacion inducida por luz es catalizada por la acetiltransferasas de histonas
NGF-1 (homdloga a la de las levaduras, Gen5p) (Grimaldi et al., 2006). Por otro
lado, a través de una inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de una
secuenciacion (ChlP-seq), se identificaron en N. crassa aquellos genes
responsivos a la luz y al ritmo circadiano, que son regulados directamente por uno
de los componentes de su sistema fotorreceptor, la proteina White Collar-2 (WC-
2). Este analisis revel6 nuevos genes blanco del complejo White Collar (WCC,
formador por WC-1/-2), entre los que se encuentran principalmente factores de
transcripcion y genes involucrados en el metabolismo, y ciclo celular (Smith et al.,
2010).

Sin embargo, sigue siendo escasa la informacion que se tiene acerca de la
relacion entre la respuesta a la luz azul y las modificaciones epigenéticas en
hongos, y en T. atroviride es casi nula. Por tal motivo nos dimos a la tarea de
obtener el epigenoma de T. atroviride en respuesta a la luz azul. Para ello, se
utilizé el método de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP), el cual tiene como

finalidad obtener fragmentos de DNA que interaccionen con proteinas de interés
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bajo ciertas condiciones. En nuestro caso, obtuvimos aquellos fragmentos que
interactian con uno de los componentes del sistema fotorreceptor de T. atroviride,
la proteina BLR-2. De igual manera, obtuvimos los fragmentos de DNA que bajo
las mismas condiciones estan asociados a la histona H3 acetilada (H3Ac),
marcador de la activacion de la transcripcion. Los fragmentos, se enviaran a
secuenciar para posteriormente hacer un Blastn contra el genoma de Trichoderma
atroviride, y asi poder mapear y validar las regiones del genoma que fueron

enriquecidas con los anticuerpos.



MATERIALES Y METODOS

Cepas y condiciones de cultivo

La cepa silvestre (WT) IMI 206040, y las cepas mutantes Ablr-1, y Ablr-2 (Casas-
Flores et al., 2004) de Trichoderma atroviride fueron crecidas en cajas con PDA
(agar papa dextrosa, DIFCO), a 28° C en oscuridad. La mutante Atgcn5, derivada
de la cepa WT (Uresti-Rivera et al., datos sin publicar) se crecié en medio liquido
PDB (caldo papa dextrosa, DIFCO) a 28° C en oscuridad, en agitacion constante,

a 250 rpm.

Seleccién de un péptido inmunogénico y purificacién del anticuerpo aBLR-2
(I9G)
Se disefid un péptido con una alta inmunogenicidad, con la ayuda del programa

Peptide Finder (http://www.proteinlounge.com/biosyn/peptideFind.asp), con la

finalidad de generar un anticuerpo contra la proteina BLR-2. Este fue sintetizado
por Bio-Synthesis Inc. Para purificar las inmunoglobulinas G’s (IgG) del suero
proporciona por la empresa, se utiliz6 una columna de agarosa — proteina A,

siguiendo las instrucciones del fabricante (Cell Biolabs, INC.).

Ensayos de fotoinduccion

Cada una de las cepas fue crecida como preinéculo durante 48 horas en
oscuridad. Después, se tomaron pequefios discos de la periferia de la colonia con
la ayuda de un sacabocados, y se inocularon en cajas de Petri con PDA cubierto

con papel celofan. Para la Atgcn5, se vertid un poco del preinéculo en PDB sobre


http://www.proteinlounge.com/biosyn/peptideFind.asp

cajas de Petri con PDA cubierto con papel celofan. Los incéculos fueron crecidos a
28° C durante 72 horas; 6 horas antes de cumplirse este tiempo, a las cajas de
WT-TSA se les aplicé un inhibidor de desacetilasas de histonas, TSA (tricostatina
A), a una concentracion final de 100 ng/ml y se incubaron nuevamente a 28° C. En
una cadmara oscura y sellada, las cajas se expusieron a 1200 umol m™ de luz fria
con un filtro azul (LEE #183; intensidad, 3 umol m? s™). Treinta y 120 minutos
después del pulso de luz azul, el micelio fue colectado con un bisturi e
inmediatamente congelado en nitrégeno liquido. También, se incluyé como control,
micelio que no fue expuesto a la luz azul. Todos los ensayos se llevaron a cabo
bajo luz roja de seguridad (filtro rojo de acrilico LEE #106; intensidad, 0.1 pmol m™
s1). Los micelios congelados se conservaron a -80° C hasta su uso para la

extraccion de proteina.

Extraccion de proteinas totales

El micelio congelado fue molido hasta obtener un polvo fino y después se transfirio
a un tubo eppdendorf del.5 ml hasta el nivel de 0.3 ml. A cada muestra se le
adicionaron 400 ul de uno de los siguientes bufferes de extraccion: Tris-NaCl
(Tris-HCI 20 mM pH 7.6, NaCl 10 mM, deoxicolato de sodio 0.5 mM); PBS (NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM, pH7.4); RIPA (0.5%
Triton-X100, 0.1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, KCI 137 mM, EDTA 1 mM,
Hepes 50 mM pH 7.4, Leupeptina 1 mM, pepstatina A 1 mM); Tris-EDTA (Tris 50
mM, EDTA 10 mM). También, se agrego a cada muestra PMSF 1 mM (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo), 20 pl de coctel inhibidor de proteasas (P 8215, SIGMA) y

glicerol (concentracion final de 20%). Se mezclé con voértex hasta obtener una
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mezcla homogénea. Las muestras colocadas en agua-hielo fueron sonicadas 4
veces durante 15 segundos con descansos de 30 segundos, utilizando una
amplitud de 50 (Sonics & Materials INC., Modelo VC130). Después, se
centrifugaron a 13000 rpm por 20 minutos a 4° C. Se recuperoé el sobrenadante y
la cuantificacién de proteinas se llevé a cabo por el método de Bradford (Bradford,
1976). Al sobrenadante de algunas muestras se le adiciond acido tricloroacético
(TCA) al 20% v/v y se precipitaron las proteinas en hielo durante 30 minutos.
Estas fueron resuspendidas en 50 pl de NaOH 0.2 M y 50 pl de buffer de

extraccion. Las proteinas se conservaron a -20 ° C.

Western Blot

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés) se hicieron segun lo reportado (Bollag y Edelstein, 1991). La transferencia
a las membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL, GE Healthcare) se
realizé siguiendo las instrucciones del fabricante. Las membranas fueron tefiidas
con rojo de ponceau (50% de acido acético glacial y 0.1% de reactivo de ponceau
S) durante 30-45 minutos para comprobar la calidad de la transferencia. Después
de ser destefiidas con agua destilada estéril (dH20), las membranas fueron
bloqueadas en una solucion de TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 150 M, 0.1%
Tween-20) con leche al 5% (Bio-Rad Laboratories). Los anticuerpos primarios,
IgG’s de conejo, fueron diluidos en TBS-T: Ac aBLR-2, 1:200; Ac aGcenS (y-300,
Santa Cruz Biotechnology, INC.), 1:1000; Ac aH3Ac (Millipore) 1:10000; e
incubados 48 h (Ac aBLR-2), o toda la noche (Ac aGcn5 y Ac aH3Ac) a 4° C con

agitacion suave. El anticuerpo secundario, IgG anti-conejo producido en cabra,
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acoplado a peroxidasa de rabano (Millipore) se incub6 durante 2 h a 4° C con
agitacion suave. El revelado se llevé a cabo segun lo reportado por Yakunin y
Hallenbeck (1998), con algunas modificaciones. Se utilizaron dos soluciones
recién preparadas: A) 9 ml dH,O + 1 ml Tris-HCI 1 M pH 8.5 + 15 pl acido
cumarico 90 mM + 33 pl luminol 250 mM; B) 9 ml dH,O + 1 ml Tris-HCI 1 M pH 8.5
+ 3 ul peréxido de hidrégeno al 30%. La membrana previamente lavada con TBS-
T fue sumergida en la mezcla de estas 2 soluciones durante 2 minutos. Después
se colocdé en un hipercassette de revelado en doénde, bajo condiciones de

oscuridad, se expuso una pelicula fotogréafica y se revelé6 manualmente.

Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP)

Los ensayos de ChIP se realizaron segun Uresti-Rivera et al., (manuscrito en
preparacién). Los micelios de la cepa WT de T. atroviride, (oscuridad, 30 y 120
minutos después del pulso de luz azul) fueron colectados bajo luz roja de
seguridad. Las muestras fueron fijadas en oscuridad durante 15 minutos a
temperatura ambiente, en una solucién de entrecruzamiento (Hepes 50 mM pH7.4,
KClI 137 mM, EDTA 1 mM), a la cual se le adicion6 formaldehido a una
concentracion final del 1%. La inmunoprecipitacion se hizo con Ac aBLR-2, Ac
aGen5, Ac aH3Ac, y Ac aH3 (Millipore). Después de la extraccion de DNA con
fenol-cloroformo, las pastillas fueron resuspendidas en 50 pl de agua, y analizadas
por PCR. Se amplificaron seis regiones a lo largo del promotor del gen que
responde a la luz, phr-1 (Figura 7A). Los pares de oligonucleétidos utilizados se
encuentran enlistados en la Tabla S1. Las condiciones de PCR utilizadas fueron: 5

minutos a 94° C, 32 ciclos de 94° C (30 segundos), 52° C (30 segundos), y 72° C
10



(30 segundos), con una extension final de 5 minutos a 72° C. Los productos de
PCR se resolvieron en geles de agarosa al 2% y la intensidad de las bandas fue
cuantificada con el Software Quantity-One (Bio-Rad Laboratories). A cada valor
obtenido se le rest6 el de la muestra tratada sin anticuerpo (No Ac) y después fue

normalizado con respecto a su input: [(muestra — No Ac)/input]*100.
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RESULTADOS

Seleccién de un péptido inmunogénico y generacion del anticuerpo aBLR-2
Los estudios epigenéticos y su relacién con la percepcion y la transduccién de la
sefal luminosa, han sido en general escasos, mientras que en hongos estos
analisis han sido practicamente nulos. Debido a lo anterior, y considerando que el
hongo filamentoso Trichoderma atroviride es utilizado como un modelo “simple” de
respuesta a la luz, hemos decidido mapear a nivel global en este sistema, los
sitios blanco de la proteina BLR-2 (uno de los componente del sistema
fotorreceptor, con actividad de factor transcripcional), asi como las posibles
modificaciones en los patrones de acetilacion del aminoacido lisina de la histona
H3, asociadas a los sitios blancos de BLR-2, bajo diferentes condiciones de luz.
Para llevar a cabo los analisis epigenéticos en respuesta a la luz, es necesario
realizar ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP, de sus siglas en
inglés), y para esto se requiere de anticuerpos que reconozcan especificamente a
las proteinas blanco (en este caso BLR-2 y H3Ac), que se sospecha estan
interactuando con el DNA formando un complejo o complejos. La finalidad de
estos anticuerpos, es enriquecer las zonas del DNA dénde se esta llevando a cabo
la interaccion con la proteina de interés, para posteriormente secuenciarlas y
mapearlas sobre el genoma de T. atroviride.

El anticuerpo dirigido contra la proteina BLR-2 (Ac oBLR-2) no existe
comercialmente, por lo que se seleccion6 un péptido utilizando el programa

Peptide  Finder  (http://www.proteinlounge.com/biosyn/peptideFind.asp). Del

analisis de los péptidos, se eligié aquel que presenté mayor antigenicidad (Fig. 1A)
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y fue sintetizado por Bio-Synthesis Inc. Este péptido se inyectd en un conejo, se
siguieron los protocolos estandar y el suero obtenido nos fue proporcionado por la
empresa. Para purificar el anticuerpo se utilizé una columna de agarosa-proteina
A, la cual se une a la fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas IgGs. De dos
purificaciones realizadas, las 3 primeras fracciones colectadas se visualizaron en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% para daterminar su
calidad. En el gel, se observaron las bandas correspondientes a las cadenas
pesadas (53 kDa) y ligeras (22.5 kDa) que conforman a las inmunoglobulinas de la

clase G, lo cual confirmé su purificacion (Fig. 1B).

Estandarizacion del método de extraccion de proteina total

Los protocolos que se han reportado para la extraccion de proteina de
Trichoderma, han sido poco eficientes y con bajos rendimientos, motivo por el cual
decidimos montar nuestro propio protocolo de extraccion. Se crecieron las
distintas cepas de T. atroviride bajo diferentes condiciones de luz, se colect6 el
micelio, se congeld con nitrdgeno liquido y se molié hasta obtener un polvo fino. Al
micelio molido se le tratd con diferentes buffers: Tris-EDTA, Tris-NaCl, RIPA
(buffer de radioinmunoprecipitacién, por sus siglas en inglés), y PBS (buffer de
fosfatos salinos, de sus siglas en inglés).

Basandonos en algunos protocolos reportados (Nandakumar, 2003), también se
probd el uso de &cido tricloroacético (TCA) para precipitar las proteinas, las cuales
después fueron resuspendidas en NaOH 0.2 N. Las proteinas fueron cuantificadas

por el método de Bradford y su calidad se visualizé por medio de un SDS-PAGE

(Fig. 2).
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(A)
MSHGPPPLHEDLFSFANFDVLPAFLGGHSHAIPVSTSMADALSTDDGSMAFLDSDIIESFGG
DLSMSLGSAASVLDGDSGGMGSDMISPEAILNAENQFNPVANDVPGAGPLPAAAFTPGNA
ASQPNNSNNSLTEFTKRKNWPAKVVEELSDLLQLLDSNGRIKFSSPSITALAGYTVEEVQDV
FLKDLIHPDDQGVLVSELHESIATGNSLRMFYRMRKKDGTYAIFEAVGHAHIAAARFAPNPNN
QSPFCQAVFMMARLYPTKNATLLDSFLEHKIENERLRRRIAELRREEEAEVEEAQRQWAQS
RDGRSDITPSEGTGMSLTPLPRMGQEMISSENDDGALTRKNLEDATSKSRQDSLRDKMAR
IEASSADTIALLTGIENGERMATGNRSPTLIKGDAGIAIPMDRENRS GEKKKKLKLAEEYVCT
DCGTLDSPEWRKGPNGPKTLCNACGLRWAKKEKKRNNSIGTPLSKPTATPAAG

(B)
Tl 1° purificacién MPM 2° purificacion
suero F1 F2 F3 (kDa)  F1 F2 F3

Cadena pesada

Cadenal ligera

FIG. 1. Regiones de la proteina BLR-2 altamente inmunogénicas Yy
purificacién del Ac aBLR-2. (A) Secuencia de aminoacidos de la proteina BLR-2.
Se propusieron 5 péptidos (letras en negrita) para la inmunizacion del conejo y
posterior obtencion de un anticuerpo policlonal dirigido contra BLR-2. Se escogi6
aquel que presentd mayor grado de inmunogenicidad (secuencia subrayada). (B)
Del suero obtenido, el anticuerpo (IgG) que reconoce la proteina BLR-2 se purificé
por medio de columnas de agarosa-Proteina A. En un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% se visualizaron 20 pg de proteina de las primeras fracciones
colectadas (F1, F2, F3). Se realizaron dos purificaciones independientes. Las
cadenas pesadas y ligeras de las IgG’s pesan 53 y 22.5 kDa, respectivamente.

MPM — marcador de peso molecular.
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FIG. 2. Comparacién de la calidad de las proteinas extraidas con diferentes
buffers. SDS-PAGE tefiido con azul de coomassie con 20 pg de proteina total de
la fraccion soluble, extraida con distintos buffers: linea 1, Tris-NacCl; linea 2, RIPA;
linea 3, Tris-EDTA; linea 4, PBS; linea 5, Tris-NaCl seguida de una precipitacion
con acido tricloroacético (TCA) y resuspendidas en NaOH 0.2 N. MPM — marcador

de peso molecular.
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Se obtuvieron bandas mejor definidas en la extraccion con PBS sin haber
precipitado con TCA. Una vez estandarizado el protocolo, se extrajo proteina de
las cepas WT, WT tratada con TSA (tricostatina A), Ablr-1, Ablr-2, OEbIr2-13, y
Atgen5 de T. atroviride. Después de cada extraccion se corroboré que las
proteinas no se encontraran degradadas por medio de un SDS-PAGE, tefiido

posteriormente con azul de coomassie (Fig. 3).

Identificacidén de las proteinas BLR-2 y GCN5 con los anticuerpos aBLR-2 y
aGcen5 por medio de Western blot

Habiendo comprobado la integridad de las proteinas, se procedid a realizar los
Western blots (WB). Se realizaron WB para la proteina BLR-2 y GCNb5, una
histona acetiltransferasa (HAT, de sus siglas en inglés). En todos los casos las
proteinas extraidas se corrieron en un SDS-PAGE y después se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. La calidad de la transferencia fue verificada por
tincion, con rojo de ponceau. Una vez verificada la calidad de la transferencia, se
bloqued cada una de las membranas con una solucién al 5% de leche en buffer
TBS-T (buffer salino de tris - tween 0.1%). Después, se incubd el anticuerpo
primario correspondiente (aBLR-2, aGnc5) y finalmente el anticuerpo secundario
(anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano). Se probaron varias diluciones de
los anticuerpos primario y secundario, y diferentes tiempos de incubacioén para
lograr obtener bandas discretas, con el menor fondo posible.

En el WB con el Ac aBLR-2 se usaron hasta 100 pug de proteina total de la cepa
WT, pero no se logré visualizar una banda alrededor de los 52.4 kDa, peso

molecular tedrico para BLR-2.
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MPM WT
(kDa)  osc 30’ 120’ /

FIG. 3. SDS-PAGE de calidad de proteina total. En la imagen se muestra un gel
de calidad representativo de proteinas extraidas con PBS. En cada carril fueron
cargados 20 pg de proteina de la cepa silvestre (WT) y mutantes (Atgcn5 y Ablr-2)
de T. atroviride bajo condiciones de oscuridad (osc), 30 y 120 minutos después del

pulso de luz. MPM — marcador de peso molecular.
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Por ello, se repitio el WB utilizando 20 pug de proteina de la cepa sobre-expresante
del gen blIr-2, OEbIr2-13 (Esquivel-Naranajo y Herrera-Estrella, 2007). De esta
manera se logré observar una banda con un peso molecular entre los 90 y 100
kDa, en el carril de la cepa OEDbIr2-13, pero no en el de la Ablr-2, (Fig. 4A). La
diferencia entre el peso molecular teérico y el obtenido en este experimento puede
deberse a las propiedades &cidas de la proteina, tal como fue reportado en N.
crassa para white collar 2 (WC-2), proteina ortéloga de BLR-2 (Talora et al., 1999).
Para el WB aGCNS5, se utilizaron 20 ug de proteina de las cepas WT y Atgnc5. El
peso tedrico para la proteina Gnc5 en T. atroviride es de 46.5 kDa. Como
resultado se observé una banda de aproximadamente 45 kDa, en los carriles
correspondientes a los extractos de la WT bajo distintas condiciones: oscuridad,
30 y 120 minutos después del pulso de luz azul. Dicha banda no se observo en la

mutante nula (Fig. 4B).

Medicién cualitativa de la acetilacion de la histona H3 por medio de Western
Blot

Con la finalidad de comparar los niveles de acetilacion en condiciones de
oscuridad y después de un pulso de luz azul, se realiz6 un WB con el Ac aH3Ac.
Un primer experimento se realiz6 con 20 pug de proteina de la cepa WT y se

observo un incremento en la acetilacion después del pulso de luz (Fig. 5A).
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FIG. 4. Identificacién de las proteinas BLR-2 y GCN5 con sus respectivo
anticuerpos. (A) WB con el Ac aBLR-2 utilizando los extractos de proteina total
soluble de las cepas sobre-expresante (OEblr2-13), y mutante nula (Ablr-2) del
gen bir-2. (B) WB con Ac aGcenb5 utilizado la cepa silvestre (WT) bajo condiciones
de oscuridad (osc), 30 y 120 minutos después del pulso de luz, y la mutante nula
del gen gcn5 (Atgenb), el cual codifica para una acetiltransferasa de histonas. Las

flechas indican las bandas especificas. MPM — marcador de peso molecular (kDa).
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En experimentos posteriores se utilizaron 50 pg de los extractos de las cepas WT,
Ablr-1, y Atgen5, y 10ug de proteina de la cepa WT tratada con TSA. La induccion
de la acetilacion después de la exposicion a la luz en el caso de la WT (Fig. 5B),
no fue tan claro como en el primer experimento debido a la baja sefial obtenida
(Fig. 5A). En comparacién con las otras extracciones, el de la cepa WT-TSA
presento el mayor grado de acetilacion.

Este nivel fue incrementando conforme pasé el tiempo después del pulso de luz
azul. En la cepa Ablr-1, se observo acetilacion después de 120 minutos de haber
sido expuesta a la luz azul. En los extractos de la cepa Atgcn5, se observé que el
nivel de acetilacion disminuyé 30 minutos después del pulso de luz, pero éste

volvié a sus niveles basales de oscuridad a los 120 minutos (Fig. 5B).

Estandarizacion del método de Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)

Para establecer un método de inmunoprecipitacion de la cromatina adecuado para
T. atroviride, se analizaron diferentes protocolos reportados (Gendrel et al., 2002;
Lawrence et al., 2004; Carey et al.,, 2009; Shang et al., 2000). Primero, se
estandarizé6 el tiempo de entrecruzamiento DNA-proteina con formaldehido.
Muestras por duplicado se entrecruzaron durante 0, 15, 30 y 60 minutos. Después,
a un grupo se le tratd con RNasa y proteinasa K para revertir el entrecruzamiento.
Finalmente, se extrajo el DNA con fenol/cloroformo de las muestras de ambos
grupos. Un entrecruzamiento es 6ptimo, cuando es posible revertirlo para poder
extraer DNA del nacleo. Un corto lapso de entrecruzamiento no permitira que se
conserve la union proteina-DNA y al inmunoprecipitar con un anticuerpo, el

enriquecimiento de DNA no sera representativo. Por el contrario, un tiempo muy
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(A) W
MPM oscC 30’

(B) WT WT-TSA Ablr-1 Atgen5
MPM  osc 30 120 osc 30' 120 osc 30° 120 osc 30 120’

FIG. 5. Mediciéon cualitativa de la acetilacion en la histona H3 en distintas

condiciones de luz. Western blot realizado con Ac aH3Ac utilizando diferente
cepas de T. atroviride: (A) silvestre (WT), (B) silvestre con tratamiento con un
inhibidor de desacetilasa de histonas (WT-TSA), mutantes nulas de los genes bir-1
(Ablr-1) y gcn5 (Atgen5). Las proteinas fueron extraidas a partir de micelio
colectado antes del pulso de luz (osc) y 30 y 120 minutos después de éste. Las

flechas indican las bandas especificas. MPM — marcador de peso molecular (kDa).
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largo de entrecruzamiento impedira la extraccion de DNA después de llevar a cabo
el tratamiento para revertir el entrecruzamiento. El DNA extraido de cada una de
las muestras se corrié en un gel de agarosa (Fig. 6A). Como se esperaba, pudo
extraerse DNA de las dos muestras en las que no se llevdo a cabo el
entrecruzamiento (O minutos). De las muestras que no fueron tratadas con RNasa
y proteinasa K, para revertir el entrecruzamiento, no se logro purificar DNA debido
a que éste permanecié unido a las proteinas y en la extraccibn con
fenol/cloroformo no fue soluble en agua, quedando entonces en la parte organica.
Por su parte, de las muestras en las que si se revirtio la unibn DNA-proteina, se
logro purificar DNA. Una mayor cantidad de DNA purificado, significaria un tiempo
optimo de entrecruzamiento. Sin embargo, no se logré observar una diferencia
notoria en la cantidad de DNA obtenido entre estas muestras. Esto nos indica que
15 minutos de entrecruzamiento son suficientes.

Por otro lado, el enriquecimiento de regiones inespecificas de DNA al realizar un
ChIP, depende mucho del tamafio de los fragmentos de DNA obtenidos después
de sonicar. Para minimizar las inespecificidades, se recomienda sonicar la
cromatina hasta obtener fragmentos entre los 250 y 750 pares de bases (Haring et
al., 2007). En nuestro caso, establecimos que deben realizarse de 20 a 25
sonicaciones de 30 segundos, con reposos de 30 segundos en hielo entre cada
sonicacion para lograr obtener fragmentos de DNA alrededor de 500 pb (Fig 6B).
Los pasos de pre-lavado, bloqueo de las perlas magnéticas (dynabeads), los
lavados finales, y la cantidad necesaria de anticuerpo para la inmunoprecipitacion

fueron determinados a base de prueba y error.
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(A) +RE -RE (B) osc 30 120

1kpb

500 pb

FIG. 6. Determinacion del tiempo de entrecruzamiento de la cromatina con
formaldehido y estandarizacion del numero de sonicaciones para obtener
tamafos de DNA alrededor de los 500 pb. (A) Muestras de micelio fresco fueron
entrecruzadas con formaldehido al 1% durante 0, 15, 30 6 60 minutos. En unas
muestras se llevé a cabo la reversion del entrecruzamiento (+RE) con RNasa y
proteinasa K, mientras que en otras no (-RE). Se purific6 DNA con
fenol/cloroformo de todas las muestras y se corrieron en un gel de agarosa. (B)
Micelio colectado bajo condiciones de oscuridad (osc), 30 y 120 minutos después
del pulso de luz fue entrecruzado durante 15 minutos y posteriormente sonicado
23 veces durante 30 segundos, utilizando una amplitud de 75. Los fragmentos de

DNA obtenidos se resolvieron en un gel de agarosa al 2%.
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Inmunoprecipitacion de la cromatina

Los ensayos de ChIP se realizaron segun Uresti-Rivera et al., (en preparacién). Se
hicieron varios ChIP’s con el micelio de la cepa silvestre (WT), utilizando los Ac
aBLR-2, Ac aH3Ac, Ac aH3, y Ac aGcenb. Para validar los ChlP’s, se amplificaron
varias regiones del promotor del gen phr-1 (Figura 7A), el cual ha sido utilizado
como marcador de respuesta a la luz azul (Casas-Flores et al., 2004). Se utilizaron
seis pares de oligonucledtidos a lo largo del promotor (Tabla S1).

Las bandas obtenidas de los PCR’s (Figura 7B) se cuantificaron y normalizaron
con respecto al input correspondiente. Los valores obtenidos fueron graficados
(Figura 7C). En el ChIP con el Ac aBLR-2, en condiciones de oscuridad se
presentd el mayor enriquecimiento de todas las regiones, a excepcion de la 3 (R3).
La region 2 (R2) fue la que alcanz6 la mayor cuantificacion relativa bajo estas
condiciones. Rio-abajo, junto a la R2, esta la region LRE (elementos de respuesta
a luz, de sus siglas en inglés). En N. crassa se ha reportado que la regién LRE es
un elemento necesario para la activacion de la transcripcion de genes que
responden a luz azul (Froehlich et al., 2002; He y Liu, 2005). El posicionamiento
de BLR-2 a lo largo del promotor de phr-1 disminuye casi por completo 30 minutos
después del pulso de luz, pero al parecer 120 minutos después del pulso de luz
vuelve a posicionarse sobre la region LRE.

En base a la cuantificacion relativa de cada regién obtenida con el Ac aGcnb5,
podemos sugerir que, en condiciones de oscuridad GCN5 se encuentra
posicionada principalmente en la region UCR (region conservada rio-arriba, por
sus siglas en inglés) y en la LRE2, aunque también hubo enriquecimiento de la R3

y R2. Treinta minutos después del pulso de luz, GCN5 parece soélo estar presente
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FIG. 7. Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP). (A)
Representacion esquematica del promotor del gen que responde a la luz, phr-1.
Seis pares de oligonucleoétidos (Tabla S1) fueron disefiados a lo largo del promotor
de phr-1, para mapear la localizacion de BLR-2 y GCN5, asi como determinar el
nivel de acetilacién en cada region. Nétese que la amplificacion de la region LRE,
se hizo por partes, utilizando 3 pares diferentes de oligonuclétidos (LRE1, LRE2 y
LRE3). (B) Los ensayos de ChIP se realizaron con micelio crecido en oscuridad
(osc) y con micelio expuesto a un pulso de luz y colectado 30 y 120 minutos
después. EI DNA inmunoprecipitado con los anticuerpos aBLR-2, aGcn5, aH3,
aH3Ac fue utilizado para amplificar por PCR las seis regiones del promotor de phr-
1. No Ac: muestras tratadas sin anticuerpo. Input: muestra de cromatina tomada
antes de la inmunoprecipitacion. (C) Cuantificacién relativa con respecto al input
de las bandas obtenidas de los PCR’s. UCR: regién conservada rio-arriba; LRE:

elementos de respuesta a luz.
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en las regiones mas cercanas al sitio de inicio de la transcripcion, LRE2 y LRES3.
Habiendo transcurridos 120 minutos después del pulso de luz azul, GCN5 se
encontré posicionada en las regiones R2 y R3.

El ensayo con el Ac aH3Ac fue el que arrojé mayores valores de cuantificacion
relativa. Las regiones que presentaron mayor acetilacion fueron UCR y R3 en las 3
condiciones estudiadas. Las regiones R2 y LRE2 presentaron la misma tendencia
de acetilacion, disminuyé a los 30 minutos, y aumentd 120 minutos después de la
exposicion a la luz azul; contrario a lo que se observé en la region LRE1, que
presenté una mayor acetilacion 30 minutos después del pulso de luz. La region
LRES3 presento niveles de acetilacion muy parecidas en los 3 tiempos.

La histona H3 presentd los valores mas pequefios de cuantificacion en
comparacion con los otros ChlIP’s. En oscuridad se observd enriquecimiento
principalmente de las regiones UCR, R3, LRE2 y en menor cantidad en la R2 y
LRES3. Este enriquecimiento se perdié por completo en las regiones UCR, R2 y
LRE2, 30 y 120 minutos después del pulso de luz. No se obtuvo enriguecimiento
de la region LRE1 en ninguno de los tiempos.

Como control de la especificidad de la inmunoprecipitacién de cada anticuerpo, se
amplific6 por PCR una regién del gen actina, el cual se sabe no es inducido por luz

azul (Figura S1).
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DISCUSION

En los ultimos afios, ha habido un considerable progreso en el estudio de los
sistemas de percepcion de la luz, y de las respuestas desencadenadas por ésta
en Trichoderma spp. El complejo (BLRC) formado por las proteinas BLR-1 y BLR-
2, (Cervantes-Badillo et al., en revision) fue el primer sistema fotorreceptor de luz
descrito en este hongo (Casas-Flores et al., 2004). Desde entonces se han
realizado analisis genéticos, transcriptdmicos y proted6micos en respuesta a la luz
azul en T. atroviride, sin embargo no se han realizado estudios a nivel epigenético
relacionados con la percepcién de la sefal luminosa. Por ello, fue de nuestro
interés realizar ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP), con la
finalidad de mapear a nivel global los sitios blanco de la proteina BLR-2, asi como
su posible relacién con los patrones de acetilaciéon en la histona H3 de los
promotores de genes fotoinducibles bajo diferentes condiciones de luz. Ademas,
se realizaron ensayos de ChIP utilizando un anticuerpo dirigido contra una
acetiltransferasa de histonas, GCN5, cuya mutacion por delecion provoca una
desregulacion de la trasncripcion de los genes responsivos a la luz en T. atroviride
(Uresti-Rivera et al., en preparacion).

Para la extraccion de proteinas en Trichoderma spp., se han reportado varios
protocolos, los cuales en nuestras manos han sido poco eficientes en cuanto al
rendimiento y la calidad de las proteinas, motivo por el cual, se probaron
diferentes protocolos de extraccion de proteina total, a los cuales se les realizaron

algunas modificaciones. El protocolo que dio un mejor resultado en cuanto a
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calidad de las proteinas y en rendimiento, fue el basado en PBS (Figura 2, linea
4), y fue el que se decidiod utilizar en los experimentos subsiguientes.

Dado que los experimentos centrales del presente trabajo se basaron en la
inmunoprecipitacion de la cromatina, y estos ensayos son realizados con
anticuerpos dirigidos contra una proteina blanco en particular, lo primero que se
realizd fueron analisis tipo WB para identificar con anticuerpos especificos a las
proteinas BLR-2, GCN5, y a la histona H3 acetilada (H3Ac).

Para el WB contra la proteina BLR-2, se identificé una banda de 95 kDa en el carril
de la cepa sobre-expresante del gen bir-2 (OEbIr2-13), mientras que en el carril
correspondiente al de mutante nula del mismo gen (Ablr-2), no se observo la
banda (Figura 4A). La banda identificada no corresponde con el peso molecular
tedrico (52.4 kDa), sin embargo la diferencia presentada puede deberse al alto
contenido de residuos acidos de la proteina. Este mismo patron se observo con la
proteina ortdloga a BLR-2 en N. crassa, WC-2 (Talora et al., 1999). La explicacién
fisicoquimica es que los residuos acidos pueden ser repelidos por las cargas
negativas del SDS, lo que resulta en una relacion carga-masa inconsistente, y por
ende, una migracion inusual. Aunque la banda que detectamos en la cepa OEbir-2
no aparece en la cepa mutante, la diferencia presentada entre el peso teorico y el
experimental es de aproximadamente 30 kDa, por lo cual se propone realizar un
analisis por espectrometria de masas para confirmar que la banda catalogada
como BLR-2 es la proteina de intereés.

Para el caso de GCNS5, se logro identificar una banda de aproximadamente 45 kDa

en los extractos de proteina de la cepa WT, cuyo peso molecular coincide con el
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predicho, ademés de que dicha banda no se observé en la mutante Atgcn5 (Figura
4B).

Se tiene bien establecido que la acetilacion de las lisinas de la histona H3 que se
encuentran posicionadas sobre los promotores, son una marca epigenética de la
actividad transcripcional de estos genes (Carrozza et al., 2003). Rosales-Saavedra
et al. (2006), determinaron por un analisis de microarreglos de cDNA que
aproximadamente un 3% del genoma de T. atroviride se expresaba en respuesta a
la luz azul. Estos datos se confirmaron mas tarde con un analisis masivo por
pirosecuenciacién en T. atroviride, el cual permitié la identificacion de 204 genes
qgue son regulados por luz azul (Esquivel-Naranjo, et al., resultados sin publicar,
citado por Sanchez-Arreguin et al., 2012). Por otra parte, un analisis proted6mico
mostro el incremento en los niveles de expresion de hasta 150 proteinas después
de un pulso de luz (Sanchez-Arreguin et al., 2012). Para determinar si un pulso de
luz azul influye en la acetilacion global de la histona H3, realizamos un WB
utilizando un anticuerpo aH3Ac. Dicho anticuerpo reconoce la regiébn amino
terminal de la histona H3 acetilada en los residuos de lisina 9 y 14 (K9 y K14). En
el presente trabajo se observé un incremento de los niveles de acetilacion de la
H3 en la cepa WT, 30 minutos después del pulso de luz (Figura 5A). En conjunto,
los resultados mencionados y los nuestros sugieren una regulacion epigenética en
la transcripcion de los genes responsivos a la luz.

Recientemente, se reportd en N. crassa que la proteina acetiltransferasa de
histonas, NGF-1, (homéloga a GCN5 de T. atroviride) requiere del fotorreceptor
WC-1 (el ortélogo a BLR-1 de T. atroviride) para llevar a cabo la acetilacién de

H3K14 del gen inducible por luz, albino-3. Nuestros resultados de WB con el Ac
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aH3Ac, utilizando los extractos de proteina de la cepa silvestre y de la mutante en
el gen bIr-1 (Figura 5B), muestran que la acetilacion de la histona H3 inducida por
luz, depende del fotorreceptor BLR-1, al igual que en N. crassa. Dado que el Ac
aH3Ac esta dirigido contra las lisinas 9 y 14, ensayos con Ac aH3Ac dirigidos
contra las lisinas individuales, ayudaran a determinar cual lisina es la blanco de
acetilacion en T. atroviride Con respecto a los niveles de acetilacion para la
histona H3 en la cepa Atgcn5, estos resultaron ser mayores en condiciones de
oscuridad, asi como 30 y 120 minutos después del pulso de luz azul, en
comparacion con los obtenidos en la WT (Figura 5B). Estos datos sugieren la
participacion de proteinas acetiltransferasas de histonas que pudieran estar siendo
reguladas negativamente por la acetilacion de GCN5 de T. atroviride.

El TSA, es un inhibidor de desacetilasas de histonas. Se ha reportado que es
capaz de provocar distintos cambios fenotipicos y transcripcionales en varios
organismos (Pile et al., 2001; Grewal et al., 1998; lkegami et al., 1993). En T.
atroviride, se sabe que el TSA induce la esporulacién de la colonia, aun en
condiciones de completa oscuridad. También, se observé que la aplicacién de
TSA y la posterior exposicién a un pulso de luz, ocasiona la expresion elevada del
gen phr-1; en el gen represible bld-2 la aplicaciéon de TSA resulta en una alta
expresion del gen en la oscuridad y una rapida disminucion de ésta después del
pulso de luz azul, en comparacién con la cepa creciendo en ausencia de TSA
(Uresti-Rivera et al., en preparacion). Concerniente al tratamiento de la cepa WT
con TSA, el analisis de WB con el Ac aH3Ac mostro un alto nivel de acetilacion en
la H3 incluso en la oscuridad. Después del pulso de luz, el nivel de acetilacion fue

incrementando conforme paso el tiempo (Figura 5B), lo que soporta nuestros
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datos y la hipotesis sobre el papel de las HAT en la transcripciéon de los genes
responsivos a la luz, en particular GCNb5.

La organizacion del genoma en nucleosomas, unidad basica de la cromatina,
constituye una barrera para la expresion de los genes. Sabemos que las histonas
son substratos de modificaciones enzimaticas (acetilacion, metilacion,
fosforilacidon, ubiquitinacion, etc.) que pueden influir en la expresion de los genes.
La acetilacion de residuos de lisina en las histonas ha sido considerada como uno
de los mecanismos mas importantes para la regulacion de la accesibilidad de la
cromatina a factores de transcripcion y a proteinas auxiliares responsables de la
expresion génica global (Cheung et al, 2000). Los ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) han sido cada vez mas utilizados para
mapear modificaciones de las histonas bajo ciertas condiciones y fondos
genéticos.

En el presente trabajo, se establecié un protocolo de inmunoprecipitacion de la
cromatina para T. atroviride. Primero se optimizo el tiempo de entrecruzamiento
con formaldehido. Este es un paso critico, debido a que un exceso de
entrecruzamiento DNA-proteinas, no podra ser revertido y esto impedird la
posterior purificacion del DNA. Por el contrario, un nivel bajo de entrecruzamiento
no permitird que se conserve la estructura de la cromatina, y las regiones de DNA
inmunoprecipitadas con un anticuerpo no seran representativas de la condicion
estudiada. De los experimentos de entrecruzamiento realizados, se determind que
15 minutos son suficientes, ya que no se observaron diferencias con respecto a 30
y 60 minutos de entrecruzamiento (Figura 6A). Para disminur la probabilidad de

enriquecer regiones inespecificas, se recomienda trabajar con fragmentos de
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cromatina menores a los 750pb. Por ello, establecimos que para lograr esta
condicion son necesarias de 20 a 25 sonicaciones de 30 segundos, utilizando una
amplitud de 50 (Figura 6B).

En el presente trabajo, se realizaron ChIP utilizando Ac aBLR-2, aH3Ac, aH3, y
aGenb. Para validar las regiones de DNA obtenidas, se ampificaron por PCR
varias regiones del promotor del gen phr-1 (Figura 7A), cuyo transcrito se sabe no
se encuentra en oscuridad, pero se induce después de un pulso de luz azul
(Berrocal-Tito et al., 1999).

Los bajos niveles de histona H3 asociados al largo del promotor de phr-1, sugieren
gque hay un constante ensamble-desensable de los nucleosomas en los
promotores de genes regulados por luz (Figura 7B y C).

En oscuridad, las proteinas BLR-2 y Gnc5 se ecuentran en un complejo
posicionado sobre la region promotora, listo para responser al estimulo de luz
(Figura 8A). El posicionamiento de GCN5 sobre las regiones UCR (region
conservada rio-arriba) y R3, correlaciona con altos niveles de acetilacion en dichas
regiones. Al igual que ocurre en N. crassa (Brenna et al., 2012), puede existiren T.
atroviride una interaccion directa entre el complejo fotorreceptor, BLR-1/BLR-2, y
la acetiltransferasa de histonas, GCN5. Esta interaccion explica el enriquecimiento
obtenido de la regién R2 y LRE2 con el Ac aGen5. Por otro lado, en oscuridad, la
proteina BLR-2 esta principalmente posicionada sobre la region R2 y LRE
(elemento de respuesta a la luz); el enriquecimiento de la region UCR con el Ac
aBLR-2 puede deberse a la participacion de otra proteina, que interactia
directamente con esta region, como puede ser BLR-1. Esta hipotesis esta

soportada por los resultados obtenidos en el ensayo de cambio de movilidad
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electroforética 0 EMSA (por sus iniciales en inglés), reportado por nuestro equipo
de trabajo (Cervantes-Badillo et al., en revision, FGB). En dicho ensayo se
demostro la capacidad de BLR-1 para unirse a la region UCR y LRE del promotor
de phr-1. La regién LRE, previamente reportada por Froehlich et al., (2002), est4
conservada en todos los genes que responden a la luz de manera dependiente del
complejo BLR en T. atroviride (Rosales-Saavedra et al., 2006). El elemento
regulatorio LRE, estd conformado por cajas GATA, cuya secuencia consenso ha
sido descrita en los genes regulados por luz de N. crassa (He y Liu, 2005). La
region LRE del promotor del gen phr-1 consta de dos cajas GATA, y se demostré
gue la caja ubicada rio-abajo (GATAL) es suficiente para que se lleve a cabo la
induccion del gen por luz (Cervantes-Badillo et al., en preparacién). La region
UCR, reportada por primera vez por nuestro equipo de trabajo, comprende una
caja tipo GATA-like (GATTC).

Treintas minutos después del pulso de luz (Figura 8B), los niveles de acetilacion
en las regiones UCR y R3 se mantienen, a pesar de la ausencia de GCN5. A este
tiempo GCN5 aparece en regiones rio-abajo, con respecto al posicionamiento de
BLR-2, lo que indica que GCN5 acetila las regiones sobre las que después actuara
el complejo BLR.

En la Figura 8C, se indica el posible posicionamiento de GCN5 y BLR-2 sobre el
promotor del gen phr-1, 120 minutos después del pulso de luz azul. El hecho de
gue GCNS5 vuelva a posicionarse sobre la R3, y el incremento de la acetilacion de
la histona H3 en la region UCR, parecer indicar que se volvera a formar el mismo

complejo que en oscuridad.
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Los resultados presentados, son solo una parte del trabajo realizado, pues la
mayor informacion se obtendra después del analisis de las secuencias obtendidas
de cada ChlIP-seq.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que en la oscuridad las proteinas BLR-2
y GCN5 se encuentran posicionadas en el promotor del gen phr-1, listas para
ejercer su funcion como activador y coactivador de la transcripcion,
respectivamente, después de un pulso de luz azul. De igual manera sugieren, que
la acetilacion es un proceso epigenético de regulacidon de la transcripcion de genes
responsivos a las luz azul en T. atroviride. Andlsis de las secuencia de los ChIP
realizados en el presente trabajo, ayudaran a ampliar el conocimiento sobre la

regulacion de genes ante un estimulo luminoso.
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FIG. 8. Modelo hipotético de las modificaciones e interacciones que suceden
en la cromatina de la region promotora del gen phr-1 de T. atroviride bajo
diferentes condiciones de luz. En base a los resultados obtenidos de los ChIP
con la cepa WT, utlizando Ac aBLR-2, aGcen5 y aH3Ac, se ubicod el
posicionamiento de las proteinas BLR-2 y GCN5, asi como los niveles de H3Ac a
lo largo del promotor del gen inducido por luz, phr-1. Condicion de oscuridad(A),
30 minutos despues del pulso de luz (B) y 120 minutos despues del pulso (C).
UCR: region conservada rio-arriba; R3: region 3; R2: region 2; LRE: elementos de
respuesta a luz; circulos verdes: H3Ac; figura morada: proteina GCN5; figura café:
proteina BLR-2; figura azul: proteina BLR-1; fragmentos de la cromatina en azul

sobre la region LRE: cajas GATA.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Tabla S1. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’-3’) Ea;rirpl)l(iqftijc?a Posicion®
R2 Fw CGACTGCATTATATGTAGGGTCATC phr-1 -337
R2 Rv TGGCTTGGTATCCCTGCGTAAGTAG phr-1 -177
R3 Fw ATCCAACACGTCGCTTGCCTCTTTC phr-1 -550
R3 Rv GCGGTACCTTGTACCTTTACATAGT phr-1 -426
LREL1Fw TCATCCAGCTGATGGCTTATGC phr-1 -317
LRE1 Rv ATTTCAGTGGCTTGGTATCCC phr-1 -169
LRE2 Fw CTCGCTACTTACGCAGGGATAC phr-1 -205
LRE2 Rv ATATGGCCTCGATGTGGC phr-1 -98
LRE3Fw ACCAGCCAAAGTCCCGATC phr-1 -155
LRE3 Rv GAGGCAAGAACTGAAGTAC phr-1 -17
UCR Fw CTCAGGCTGATTCACATCCAAAACTGGC phr-1 -936
UCR Rv CGTTCTGCCTCATTTCCAGAACAATACG phr-1 -813
ActinaFw TCCCGCCTTCTACGTCTCTATCCA actina*
ActinaRv  CCTTGCGCGAAAATCACTTACCA actina*

" posicion con respecto al inicio de la transcripcion
* region del marco de lectura abierto
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FIG. S1. Amplificacion del gen actina. Para corroborar que las
imnunoprecipitaciones realizadas con cada anticuerpo (H3, H3Ac, BLR-2 y Gcnb)
hayan sido de manera especifica, se utilizé como control negativo la amplificacion
de un fragmento del gen actina. Se utilizaron las muestras de DNA de los micelios
crecidos bajo oscuridad (osc) y los colectados 30 y 120 minutos después de haber
recibido un pulso de luz azul. No Ac: muestras tratadas sin anticuerpo. Input:

muestra de cromatina tomada antes de la inmunoprecipitacion.
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