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RESUMEN

La proteina codificada por el gen ureA ha sido identificada y caracterizada como
el principal transportador de urea de Aspergillus nidulans. Aun asi, cepas que
contienen ureA suprimido presentan crecimiento residual en placas con urea
como unica fuente de nitrégeno. Esto podria ser explicado por la presencia de
transportadores secundarios, o por transporte por difusién pasiva (Abreu et al.,
2010). Una busqueda de secuencias homoélogas a ureA en el genoma de A.
nidulans nos permitié identificar tres paralogos, codificados por los genes
ANID_02598.1, ANID_07373.1 y ANID_07557.1. Asimismo, es posible que los
mismos codifiquen para transportadores de especificidad desconocida. En vistas
de dichos hallazgos, el objetivo de este trabajo fue determinar si estos paralogos
se expresan o no bajo determinadas condiciones cuidadosamente seleccionadas.
Estas fueron: condiciones de no represion, ausencia de nitrégeno y fase isotrépica
de crecimiento. Ademas, en paralelo se realizd el ensayo de crecimiento en
condiciones de represion catabodlica por nitrégeno, con amonio como fuente de
nitrégeno (fuente preferencial de nitrogeno). El estudio de expresion se realizd
mediante RT-PCR (transcripcién reversa-PCR) con primers especificos disefiados
para amplificar los distintos paralogos. Luego, se realizé una segunda ronda de
PCR, empleando cebadores anidados (“nested-PCR”). Se detectaron niveles de
expresion para los tres paralogos en las condiciones de ausencia de fuente de

nitrégeno y de represion catabdlica por nitrégeno.

Con la finalidad de profundizar en nuestro estudio, decidimos como siguiente
estrategia realizar la eliminacién del gen de uno de los tres paralogos, el
ANID_02598.1 y evaluar la capacidad de las cepas deletadas de crecer en urea
como Unica fuente de nitrégeno. También se probd el crecimiento sobre su
analogo toxico tiourea, y sobre una fuente de nitrdgeno no represora como
prolina. Para ello se realiz6 un cassette génico, “A2598”, el cual fue insertado
mediante la técnica de transformacion, en el genoma de una cepa previamente
obtenida por cruzamiento. A partir de este ensayo no se obtuvieron resultados

concluyentes.



Abreviaturas

ADN
ARN
BrEt
dNTPs
EDTA
Kb
MC
MM
pb
PCR
PEG
PM
MPM
RPM
TE

uv

Acido desoxiribonucléico

Acido ribonucléico

Bromuro de Etidio
2-Deoxinucleétidos 5 “trifosfato
Acido etilendiamino-tetra-acético
Kilobases

Medio completo

Medio minimo

Pares de bases
Reaccidon en cadena de la polimerasa
Polietinelglicol

Peso molecular

Marcador de peso molecular
Revoluciones por minuto

Buffer Tris EDTA

Ultravioleta



INDICE

RESUMEN 3
ABREVIATURAS -4
1- INTRODUCCION essseeessassee s snaasneees 7
1.1 Presentacion del modelo utilizado .......... w7
1.1.1 Aspergillus nidulans como modelo de célula eucarlota .............................. 8
1.2 Ciclo de vida de Aspergillus nidulans ......... 9
1.3 Fuentes de nitrogeno utilizadas por A. nidulans ......... 12
1.3.1 Urea como fuente de NItrOgENO .....cvvuiiiiuiiiei i e eas 12
1.4 Sistemas de transporte a través de las membranas 14
1.4.1 Permeasas €N A. NIidUIANS ..........cccuuieuuiiiuiiiiiiiiii i 16
1.4.2 Transporte de urea en A. NidUlIANS ............ceeeuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e 16

1.5 Regulacion de la expresion de transportadores de sustancias

nitrogenadas EAEEAEAEEERRESEENRRAEEEARRNAERE AR ANAERE AR AR AR AR AR AR AR RN RERERERARAEEARRRRAES FRRRRRRRRERRES 18
1.5.1 Regulacion a nivel de Ia transcrlpaon en reIaC|on a Ia fuente de nitrégeno
AiSPONIDIE <., 19

1.5.2 Regulacioén a nivel de la transcripcién durante la germinacién .................. 20
1.5.3 Regulacion a nivel del trafico y endocitosis .......ceeeeeiiieiiiiiiiiiiiee e 21

1.5.4 Requlacion del gen UFEA ........coeeeeeeeeeeee ettt e e 22
2- OBJETIVOS SN .23
3- ESTRATEGIA S 23
3.1 Analisis de expresion 23
3.2 Delecion de ANID_02598.1 24
3.2.1 Fusion PCR (Szewczyk et al., 2007) ..oueneeeeeeeee e 25
4- RESULTADOS Y DISCUSION seressnsssssssnssmsnan 26
4.1 Analisis de expresion de los genes paralogos de ureA ..........cocceuvmuvninnns 26
4.2 Delecion del gen ANID_02598.1 - 33
4.2.1 Construccion del cassette 5’ANID_02598.1::pabaA:: 3 ANID 02598 1 ....... 33
4.2.2 Transformacion de la construccion “A2598” en la cepa MVD26 ................ 36
4.2.3 Rol de ANID_02598.1 en el transporte de Urea ......ccceeuveeueeeeinneeeenneeneennnns 37
5- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS ....... 40




6- MATERIALES Y METODOS ....... 43
6.1 - Cepas empleadas eeemesmemesmesssmessemeses sesemeans cermeeemennnnann 43
6.1.1 Genotipos de las cepas empleadas .....c..ocovvuiiiiiiiiiiii i 43
6.1.2 Descripcion de los genotipos y fenotipos ......ccccveeuiiiiiiiiiiiiiiiieiccceceee e, 43
6.2 - Medios de cultivo . 44
6.3 - Técnicas empleadas " ¥ 4
6.3.1 Condiciones de CUITIVO ....ueeneeniiiee e e 47
6.4 Analisis de expresion génica .48
6.5 PCR de fusion .. S 52
6.6 - Generacion de la cepa MVD 26 yAZ2 riboB2 pyroA4 pabaAl Anku::argB
por cruzamiento de la cepa MVD 13A x P002 (Todd et al., 2007) .....ccrererescsnseses 55
6.7 - Transformacion de A. nidulans ..... 58
6.8 - Analisis electroforético ADN S 60
6.9 - Purificacion de bandas de ADN S 61

7- BIBLIOGRAFIA T 62

8- ANEXO . 67




INTRODUCCION

1.1 Presentacion del modelo utilizado

El reino fungi, comprende un numero muy elevado de organismos
(aproximadamente 1.5 millones de especies). Sus principales caracteristicas, que
los diferencian de otros reinos son tres: son organismos eucariotas sencillos,
presentan pared celular y son heter6trofos no fotosintéticos. El filo Ascomycete
abarca aproximadamente al 40% de las especies; son hongos filamentosos con
micelio tabicado y levaduras. Incluye organismos industrialmente dutiles,
patogenos de plantas, animales y humanos, y organismos modelo como
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa y
Aspergillus nidulans (Scazzocchio, 2006). La principal caracteristica que define a
este filo se encuentra en la presencia de un asco que contiene las esporas
resultantes de la cariogamia y meiosis. El asco es una célula en forma de saco que
contiene en general 8 ascosporas. Otras caracteristicas de este filo son:

- No presentan células flageladas.

- Presentan un micelio septado (en las formas miceliares), con los septos
perforados por el centro por un poro septal, que divide las hifas en
segmentos uninucleados, binucleados y multinucleados, de modo que el
protoplasma de células adyacentes es continuo. Los nucleos y demas
organelos pueden pasar a través de las perforaciones de los septos y viajar
por todo el micelio.

- Las paredes de las hifas contienen una gran proporcion de quitina y, con
muy pocas excepciones, estan exentas de celulosa.

- La reproduccion asexual es tipicamente por conidias, esporas formadas en
hifas reproductivas especializadas (conidiéforos).

- Como resultado de la reproduccion sexual, muchas especies forman
cuerpos fructiferos (ascocarpos), que contienen los ascos.

(Bold, Alexopoulos y Delevoryas, 1987)



1.1.1 Asperqgillus nidulans como modelo de célula eucariota

A. nidulans es un hongo filamentoso, homotalico y saprofita perteneciente al filo
recien mencionado. Fue descrito hace ya varios anos (Pontecorvo, 1953) como
un organismo excelente para el trabajo en el laboratorio. Es ampliamente
utilizado debido a la gran cantidad de ventajas que presenta: es de facil y segura
manipulacién, crece rapidamente (48 hs a 37°C) produciendo una gran cantidad
de biomasa. Sus requerimientos nutricionales son simples y presenta una gran
versatilidad metabdlica que le permite metabolizar gran cantidad de
compuestos. Es especialmente adecuado para realizar ensayos de crecimiento
en placas de Petri, que permiten detectar con gran sensibilidad fenotipos
intermedios de crecimiento, inferiores al del tipo salvaje, caracteristicos, por
ejemplo, de mutantes de transportadores (capaces de incorporar metabolitos
por sistemas secundarios de transporte), ademas del crecimiento normal o la
ausencia total de crecimiento. El desarrollo de técnicas de transformacion de
protoplastos (Tilburn et al., 1983; Yelton et al., 1984; Ballance et al., 1983;
Fincham, 1989; Koukaki, 2003; Szewczyk et al.,, 2007) con alta eficiencia
permite clonar genes por complementacion, sobre-expresar genes, expresar
proteinas mutantes y genes heterélogos. Por otra parte, este hongo presenta
una alta tasa de recombinacion homéloga lo que permite realizar reemplazos
génicos e inactivar genes. Estas caracteristicas, sumadas a su genoma haploide
y de pequeio tamafo, facilitan el estudio de diversos fenédmenos bioldgicos
entre los que se destaca el de la regulacion génica. La presencia de ciclos de
reproduccion sexual y parasexual constituyen ventajas adicionales, ya que

posibilitan la ocurrencia de fenédmenos de recombinacion.

El genoma de A. nidulans, de aproximadamente 3.1 x 107 pb, esta organizado en
8 cromosomas de estructura similar a la de los eucariotas superiores, con
presencia de histonas y se encuentra contenido en el nucleo, que presenta una
membrana nuclear. En el afio 2005 la secuencia completa de su genoma fue

publicada (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus/), facilitando

asi una nueva herramienta para estudios a nivel genético. También se dispone de

una gran coleccion de cepas mutantes con marcadores auxotroficos.

Las ya mencionadas caracteristicas del organismo, junto con el amplio

conocimiento a nivelo fisioldégico, genético y bioquimico a disposicién, hacen de


http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus/

este organismo un modelo eucariota a tener en cuenta en muchas de las areas

de investigacion biologica actual.

El desarrollo de la investigacion en este organismo ha sido alentado también por
su estrecha relacion filogenética con especies que son de interés desde el punto
de vista industrial y sanitario. Algunos de estos procesos industriales son los de
obtencién de productos, ya sean metabolitos primarios como acidos organicos,
aminoacidos, polisacaridos y vitaminas, asi como metabolitos secundarios como
antibioticos, hormonas o enzimas industriales como la glucoamilasa, a-amilasa,
celulasa, lipasa y proteasa (Bodie et al., 1994). Aspergillus niger y Aspergillus
oryzae son claros ejemplos, ya que estan involucrados en la produccién de
algunas de éstas (Braaksma y Punt, 2007). Desde el punto de vista sanitario, su
interés radica en su relaciéon con aquellos grupos de hongos filamentosos que
son agentes causales de enfermedades en plantas, animales y seres humanos.
Tal es el caso de Aspergillus fumigatus, causante de la enfermedad humana
conocida como aspergillosis, la cual afecta principalmente a pacientes
inmunodeprimidos. Otros pueden ser empleados como agentes de control
biolégico a fin de prevenir danos agricolas causados por diversos insectos vy

hongos.

1.2 Ciclo de vida de Aspergqgillus nidulans

El ciclo de vida se caracteriza por la presencia de 3 formas de reproduccion:
sexual, asexual y parasexual (ver Figura 1). Durante la reproduccion asexual se
genera el estado haploide, el cual es el comiUnmente usado con fines
experimentales. Durante esta fase de la reproduccién, también conocida como
vegetativa, el micelio es filamentoso e incoloro, conformado por hifas,
compuestas de células vegetativas multinucleadas y haploides. Algunas de estas
hifas se especializan en una funcion reproductiva, produciendo conidi6foros, los
cuales producen las esporas asexuales, también conocidas como conidias. Los
conidioforos se extienden verticalmente y forman vesiculas multinucleadas en
sus extremos. Es en éstas vesiculas donde se desarrollan los esterigmas

primarios y secundarios, los cuales daran lugar a las conidias mediante



multiples divisiones nucleares. Todas las conidias provenientes de un mismo
esterigma primario son genéticamente idénticas y haploides, ya que cada uno de
éstos recibe un solo nucleo, representando asi otra ventaja adicional para
estudios de mutagénesis y para la obtencion de cepas mutantes, en las cuales se

pueden analizar los efectos provocados por mutaciones recesivas.

El ciclo de reproduccién sexual se caracteriza por la formacién de un cleistotecio
o cuerpo de fructificacién y la produccién de células de Hille, las cuales se cree
que proveerian de un soporte nutritivo al cleistotecio. Los cleistotecios contienen
las esporas sexuales conocidas como ascosporas. El proceso de formacion de un
cleistotecio comienza cuando dos nucleos haploides se congregan en un
ensanchamiento apical dando lugar a una hifa ascogénica. Luego ocurre la fusion
nuclear, generando una célula diploide, conocida como asco primordial
(Pontecorvo, 1953). Luego de este evento de fertilizacién, una meiosis y una
division mitoética se suceden para dar lugar a la formacion del asco. El asco en
formacion contiene 8 nucleos haploides que se dividen de nuevo para dar lugar
al asco maduro con 8 ascosporas binucleadas. Dentro de cada cleistotecio, luego
de 10-12 dias es posible encontrar cerca de miles de ascos, con sus

correspondientes ascosporas provenientes de un Unico evento de fecundacion.

A. nidulans es homotalico, es decir, puede desarrollar un ciclo sexual completo
en un solo micelio, sin necesidad de un compafnero sexual, lo que permite
evaluar la estabilidad mei6tica de ciertas alteraciones cromosomicas. Sin
embargo, si dos cepas de A. nidulans entran en contacto, se anastomosaran
dando como resultado células heterocarioticas. De formarse un cleistotecio en
esta area, la fusion nuclear podria tener lugar entre dos nucleos genéticamente
diferentes, conocido como cleistotecio cruzado. De esta manera, es posible
estudiar la segregacion y recombinaciéon de los genes de una manera clasica. La
utilizacion de cepas con auxotrofias complementarias aumenta radicalmente la
proporcion de cleistotecios provenientes de la fecundaciéon de nucleos distintos
(Scazzocchio, 2007).

Por ultimo, el ciclo parasexual, se presenta con alternancia de fases haploides y
diploides. EI micelio heterocariotico puede dar lugar espontaneamente a una
espora diploide con una frecuencia de 107 (Roper, 1952). El micelio diploide

crece como la cepa haploide, pero no es una forma estable y sobre medio de
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cultivo no selectivo vuelve facilmente al estado haploide, siendo este proceso
aun no del todo comprendido. La utilizacion del ciclo parasexual permite entre
otras cosas, la cartografia por recombinacién mitética, la determinacién de
grupos de complementacioén, y del caracter de dominancia o recesividad de las
mutaciones (Kafer, 1958; McCully y Forbes, 1965; Clutterbuck, 1974).
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Figura 1 - Ciclo de vida de A. nidulans. Se muestran los tres ciclos: el ciclo asexual, el

sexual y el parasexual [tomado de: (Scazzocchio, 2007)].
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1.3 Fuentes de nitrogeno utilizadas por A. nidulans

A. nidulans es un microorganismo saprofita que crece en la naturaleza sobre
desechos organicos, donde la naturaleza y la cantidad de fuentes de nitrégeno
estd en continuo cambio. Estas incluyen amonio, glutamina (siendo estas las
fuentes preferenciales de nitrégeno), iones nitrito y nitrato, asi como
compuestos organicos tales como aminoacidos y nucleodtidos (fuentes
secundarias de nitrégeno o no preferenciales). A. nidulans es capaz de utilizar
todas las purinas naturales (adenina, guanina, hipoxantina, xantina, acido urico)
y sus metabolitos (alantoina, acido alantoico o urea) como Unica fuente de
nitrégeno. Las caracteristicas genéticas, moleculares y bioquimicas de la
asimilacion de nitrogeno y de su regulacion en A. nidulans han sido
extensamente estudiadas en los ultimos afnos. El gen que codifica para los
reguladores claves en el catabolismo de nitrogeno (areA) fue el primero con tal

funcion en ser descrito en un organismo eucariota (Arsty Cove, 1973).

1.3.1 Urea como fuente de nitrégeno

La urea o carbamida es uno de los compuestos nitrogenados que A. nidulans
puede usar como fuente de nitrogeno. Puede ser incorporado desde el exterior
hacia el medio intracelular a través de dos sistemas de captacion distintos: uno
de baja afinidad y otro de alta afinidad (Pateman et al., 1982). Por otro lado, la
urea es uno de los productos de la via de degradacion de las purinas (Figura 2),
resultando de la accién de la enzima alantoicasa, que degrada el acido alantoico
en amonio y urea o ureidoglicolato (Scazzocchio y Darlington, 1968). Este ltimo
puede ser convertido en urea por la ureidoglicolasa. En el interior celular la urea

es degradada a amonio, por accion de la ureasa. En este proceso estan
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Figura 2: Via de degradacion de las purinas en A. nidulans. Adaptado de Gorfinkiel

(1994). M.E.: Medio Extracelular; M.l.; Medio Intracelular. En la figura se observan las

diferentes enzimas involucradas en la via de degradacion, asi como los genes que las

codifican (entre paréntesis), y también se muestran las permeasas por donde ingresan

los compuestos nitrogenados.
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involucrados tres genes: ureB, ureC y ureD. Posiblemente ureB sea el gen
estructural de la enzima y los genes ureCy ureD codifiquen para un cofactor
que contenga niquel o que intervenga en la incorporaciéon de niquel en la
molécula (Scazzocchio y Darlington, 1986; Pateman y Kinghorn, 1977; Pateman
y Mackay, 1982). Segun estudios previos (Arst y Cove, 1973; Pateman et al.,
1982), la ureasa y probablemente el sistema de captacion de urea de baja
afinidad estén débilmente regulados por amonio, mientras que el transporte de

especifico de alta afinidad esta fuertemente regulado.

1.4 Sistemas de transporte a través de las membranas

Todas las membranas celulares poseen sistemas de transporte conocidos como
permeasas que permiten internalizar una gran diversidad de compuestos
esenciales, que de otra manera, no tendrian acceso al medio intracelular. Es
clara entonces, la vital importancia de estos sistemas de transporte. Muy pocas
moléculas entran o salen de la célula sin necesidad de un mecanismo de
transporte especifico que incluya proteinas especializadas. Incluso moléculas
pequefias e indispensables como el agua, que pueden difundir a través de la

bicapa lipidica, son en ocasiones transportadas por proteinas transportadoras.

De acuerdo a sus requerimientos energéticos y a los mecanismos empleados,
los sistemas de transporte pueden ser clasificados en distintos grupos. Por un
lado, los canales, que no requieren energia para su funcionamiento, transportan
agua o iones a favor de un gradiente electroquimico mediante la formacion de
poros acuosos de difusion. El transporte a través de canales ocurre de manera
extremadamente veloz, vinculandose este tipo de transporte a funciones
esenciales, por ejemplo en el sistema nervioso y la contraccion muscular.
Algunos de éstos estan continuamente abiertos, mientras que otros pueden
permanecer tanto abiertos como cerrados, dependiendo de sefiales del entorno,
tales como el potencial eléctrico. Por otro lado, encontramos los transportadores
dependientes de energia, conocidos como bombas o transportadores activos
primarios, que catalizan el transporte de metabolitos contra un gradiente

electroquimico, acoplado a hidrélisis de ATP. Finalmente se encuentran los
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transportadores activos secundarios, también Ilamados facilitadores o “porters”,
que transportan metabolitos contra un gradiente electroquimico. Estas proteinas
unen una, o unas pocas moléculas de sustrato por vez y deben experimentar un
cambio conformacional reversible para permitir el pasaje de las mismas. Se han
encontrado tres tipos de porters: “uniporters”, “simporters” y “antiporters”. Los
“uniporters” son los implicados en el proceso conocido como difusion facilitada;
estos son capaces de transportar una unica molécula por vez a favor de su
gradiente de concentraciéon. Los “simporters” y “antiporters” actuan de manera
similar, transportando el soluto en contra de su gradiente electroquimico
utilizando el movimiento de otras especies ionicas tales como H*, Na* o K-, las
cuales se mueven a favor de su gradiente electroquimico. En el caso de los
“simporters” el movimiento de ambas especies es en el mismo sentido, mientras
que en el caso de los “antiporters” el movimiento se realiza en sentidos
opuestos. En general, los transportadores activos se encargan del transporte de
metabolitos tales como aminoacidos, azucares, vitaminas, nucleésidos,

compuestos nitrogenados, etc. (Diallinas, 2007).

La similitud estructural de muchas permeasas se encuentra bien conservada
tanto para procariotas como eucariotas, de acuerdo con sus funciones
esenciales que han perdurado a lo largo de la evolucién. Son estructuras
altamente modulares, usualmente compuestas por hélices o hidrofobicas,
suficientemente largas como para atravesar la membrana lipidica (hélices
transmembrana). El nimero de veces que la proteina atraviesa la membrana
varia entre los diferentes transportadores, pero en general este numero se
encuentra entre 10 y 14 hélices transmembrana.

La importancia de las permeasas para todos los organismos queda bien
evidenciada si consideramos que los genes que codifican para ellas representan
un 20-30% de las secuencias codificantes de genomas secuenciados, tanto
procariotas como eucariotas (Liu y Rost, 2001). Ademas, bien es sabido que un
elevado numero de enfermedades que afectan a los seres humanos, estan
originadas por defectos en transportadores. En muchos casos, mutaciones en
los transportadores son los responsables de defectos en estructura, funciéon o
localizacion subcelular, generandose asi la enfermedad. En otros casos, estas

mutaciones son las causantes de la resistencia a drogas, ya que estas no pueden
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ser incorporadas al interior celular. A modo de ejemplo, la enfermedad conocida
como fibrosis quistica, es causada por una deficiencia en el canal de cloruro
ubicado en la membrana apical de células epiteliales (también conocido como
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator o CFTR). Se encontré
que algunos pacientes que portan un fenotipo caracteristico de la enfermedad,

presentan mutaciones sindnimas en el gen CFTR (Castellani et al., 2008).

1.4.1 Permeasas en A. nidulans

Los eucariotas inferiores, como A. nidulans, poseen multiples permeasas de
aminoacidos y moléculas pequenfas que exhiben diferentes propiedades
respecto a la especificidad, afinidad por el sustrato, capacidad y regulacién. Esto
les permite captar solutos a diferentes velocidades, condiciones fisiologicas y

bajo condiciones extremas de concentracion (Sophianopoulou y Diallinas, 1994).

Varios sistemas de transporte y canales han sido identificados en A. nidulans. Se
estima que mas de 700 genes, que en su conjunto corresponden al 7.1% del
genoma total de A. nidulans, codifican para proteinas que catalizan el transporte
de solutos e iones a través de las membranas. De los 703 transportadores o
canales putativos de A. nidulans, 81.5% son transportadores activos
secundarios, 11.8% son transportadores activos primarios y 4.4% son canales,

mientras que el restante 1% aln no ha sido clasificado.

Dentro de la variedad de sistemas de transporte investigados al momento, se
encuentran transportadores de amonio, aminoacidos, glucosa, galactosa,
fructosa, nitrato, sulfato y purinas, asi como la H*/ATPasa de la membrana

plasmatica (Diallinas, 2007).

1.4.2 Transporte de urea en A. nidulans

En el correr de los ultimos afos el estudio de los transportadores de urea ha
ganado gran importancia en diversos organismos en vistas de los posibles roles
fisiolégicos que ésta puede cumplir dentro de los organismos. En el caso de A.
nidulans ya en 1982 que Pateman et al. pusieron en evidencia la existencia de
dos sistemas de transporte de urea. El primero de éstos es un sistema de alta

afinidad mediado por la permeasa especifica UreA, que actua cuando la
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concentracion extracelular de urea es baja (menor a 3 mM). El otro, de baja
afinidad, media un fendmeno de transporte pasivo cuando las concentraciones
de urea extracelular son altas (mayores a 3 mM). El sistema de captacién activo
de urea sigue una cinética de Michaelis-Menten, siendo dependiente de la
concentracion de sustrato y saturable (Pateman y Mackay, 1982). Los autores
aislaron una serie de mutaciones en el locus ureA, el cual seria el gen
estructural que codifica para la proteina UreA, Unica encargada de transportar
urea con alta afinidad. Los mutantes (por ejemplo ureAl) carecen de actividad
de transporte normal y presentan un crecimiento residual, el cual posiblemente
es llevado a cabo por los transportadores de baja afinidad o por canales. Estas
mutaciones fueron aisladas por su resistencia a la 2-tiourea, analogo téxico de

la urea, la cual seria transportada por la misma proteina.

El gen ureA fue clonado en nuestro laboratorio por complementacién de funcién
en un mutante ureAl con una biblioteca genomica de A. nidulans vy
posteriormente secuenciado. El analisis de la secuencia de ureA revel6 que este
gen tendria un marco abierto de lectura de 2176 pb interrumpido por dos
intrones, codificando una proteina de 693 aminoacidos. Para esta proteina
deducida se predicen 14 dominios transmembrana y dominios conservados con
la familia SSF  (Sodium:solute Symporter Family) de “simporters” de sodio
(Abreu, 2010). Se encontraron ortélogos en todos los miembros de la familia
Aspergillus, y también es posible encontrar homoélogos tanto en plantas, como
en hongos y levaduras. Tal es el caso del transportador de urea y poliaminas de
Saccharomyces cerevisiae (ScDur3) (EIBerry et al., 1993), donde se encontr6 que
la secuencia de ureA presenta una identidad del 43% con la secuencia gendmica
de ScDur3. Se han caracterizado homélogos con alta homologia de secuencia en
las plantas Arabidopsis thaliana (AtDur3) (Liu et al., 2003) y Oryza sativa
(OsDURS3) (Wang et al. 2011) y los hongos Paxillus involutus (PiDur3) (Morel et al.,
2008) y Candida albicans Dur3 (Navarathna et al., 2011). Estos transportadores
de urea de hongos y plantas, presentan la particularidad de utilizar un
mecanismo de intercambio de protones en lugar de sodio. Asi fue que se
propuso que este grupo de proteinas de hongos y plantas constituye una
subfamilia de simportadores urea:H* incluida dentro de los transportadores SSS
(Abreu, 2010).
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La secuencia de ureA esta anotada con el numero de acceso ANID_0418.1 en el
genoma completo de A. nidulans. Ademas, se identificaron en el genoma otras
tres proteinas que presentan una homologia de secuencia significativa con ureA.
Estos son ANID_07373.1 (63 % de homologia), ANID_02598.1 (57 % de
homologia) y ANID_07557.1 (52 % de homologia). Estos tres paralogos son
centrales en este trabajo, creyéndose que puedan estar involucrados en el
transporte de otros compuestos nitrogenados o en el trasporte secundario de
urea. En este sentido, el crecimiento residual sobre urea de los mutantes
“AureA” podria deberse al transporte a través de alguno de estos paralogos. Esto
ha sido descrito con anterioridad para ScDur3 (EIBerry et al., 1993), donde se
encontré un sistema de transporte secundario, independiente de energia,
operante gracias a difusion facilitada cuando las concentraciones de urea son

elevadas (mayores a 3 mM).

1.5 Requlacion de la expresion de transportadores de sustancias

nitrogenadas.

El hecho de que A. nidulans sea capaz de utilizar un amplio rango de
compuestos como fuente de nitréogeno, implica que una gran variedad de genes
participen en la importacién de estos compuestos a la célula. Esto ha llevado a
la existencia de un sistema de regulacién que permite la expresion de estos
genes sblo cuando el sustrato adecuado se encuentra presente, lo cual implica
la presencia de un sistema de control especifico para cada via de utilizacion de
las distintas fuentes de nitrégeno, que detecte la presencia de cada compuesto
en el medio extracelular. En general, los genes que codifican para las enzimas
involucradas en la utilizacion de un metabolito especifico solo son transcriptas
en presencia de un inductor especifico. Los inductores actuan activando factores
de transcripcion especificos, los cuales provocan la trascripcion de genes

catabdlicos especificos.

Por otro lado, el amonio es la fuente preferencial de nitrégeno y en su presencia
(o de su metabolito L-glutamina), los genes involucrados en la utilizacién de
otras fuentes se encuentran reprimidos. Este fendmeno se conoce como

represion metabdlica por nitrégeno. Si el amonio es reemplazado por otra
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fuente de nitrogeno no preferencial, las permeasas y enzimas catabdlicas

apropiadas son desreprimidas.

Este tipo de “doble control” parece ser una caracteristica comun del modo de
vida microbiano libre y ha sido descrito para la regulacion de genes implicados
en la utilizacion de fuentes de nitrégeno, de carbono y otros compuestos
(Felenbok, 2001; Marzluf, 1993; Pefialva y Arst, 2002). Como consecuencia el
organismo puede utilizar un determinado compuesto como nutriente siempre
que éste se encuentre presente en el medio de cultivo y que ademas no

disponga de ninguna otra sustancia que sea mas eficazmente asimilable.

Si bien la regulacion ocurre principalmente a nivel transcripcional, también
existen otros niveles de regulacion de las permeasas que consisten en modular

su estabilidad en la membrana plasmatica (Valdez, 1999).

1.5.1 Requlacion a nivel de la transcripcion en relacién a la fuente de nitrégeno

disponible

Como ya se mencion6 anteriormente, en presencia de las fuentes preferenciales
de nitrégeno, ocurre un fendmeno conocido como represion catabélica por
nitréogeno, donde se reprime la transcripcion de genes involucrados en la
utilizacion de fuentes de nitrogeno alternativas (Caddick, M.X, 1994). Esto
ocurre mediante la inactivacion del factor de transcripcion del tipo GATA, AreA.
AreA es un activador de la transcripcion, codificado por el gen areA y es
necesario para la transcripcion eficiente de genes que codifican enzimas vy
permeasas involucradas en la utilizacién de todas las fuentes de nitrégeno (a
excepcion de amonio y L-glutamina) (Arst y Cove, 1973). El inhibidor fisioldgico
de la activacién transcripcional mediada por AreA es en realidad la L-glutamina.
Mutaciones de pérdida de funcién de la glutamina sintetasa (que cataliza la
conversion de amonio en L-glutamina) no presentan represién de los genes bajo

el control de AreA en presencia de amonio (Wiame y Arst, 1985).

El gen areA codifica una proteina de 876 aminoacidos que contiene un motivo
de union al ADN del tipo dedo de Zinc Cys-2-Cys-17-Cys-2Cys caracteristico que
lo ubica dentro de la clase de factores transcripcionales GATA (Caddick et al.,
1986; Kudkla et al., 1990).
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Los mecanismos mediante los cuales AreA es inhibido incluyen la represién de la
transcripcion del propio gen areA, la inhibicion de AreA mediada por la proteina
NmrA, la degradacion del ARN mensajero de areA y la exclusion de AreA del
nucleo (Morozov et al., 2001; Morozov et al., 2000; Todd y Andrianopoulous,
1997). AreA actua sobre promotores regulados por nitrégeno, usualmente en
sinergia con factores de transcripcidén especificos para cada via y que responden

a la induccion por un sustrato nitrogenado especifico (Scazzocchio, 2007).

Ahora bien, en lo que respecta a la induccion, en general la induccién por
sustrato de un transportador especifico es un requisito previo para la expresion
de los genes que codifican todas las enzimas participantes en la via de
utilizacion de ese sustrato. Una vez inducido el transportador y por lo tanto
expresado en la membrana, el sustrato es capaz de ingresar a la célula y dentro
de ella inducir los genes que codifican para todas las enzimas vinculadas a la
utilizacion del sustrato. A modo de ejemplo se puede citar el caso del nitrato
que, activando el regulador especifico NirA, induce la transcripcion de genes
que codifican las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa, asi como los
transportadores de nitrato (Scazzocchio, 2007). Por el contrario, la represion del
transportador, implica que el inductor se encuentra excluido de la célula, ya que
no encuentra un medio para el ingreso a la misma, y por lo tanto los genes que
codifican para las enzimas involucradas en la utilizacion del sustrato no son

expresados.

1.5.2 Requlacion a nivel de la transcripcidén durante la germinacion

Durante la fase isotrépica de crecimiento, o germinacion, se da un alto grado de
expresion, no solo de los genes “house-keeping”, sino también de los genes que
codifican para transportadores. Dos estudios fisiolégicos han mostrado que las
actividades de transporte de nitrato y amonio en A. nidulans son muy bajas en
las conidias sin germinar, aumentan dramaticamente durante la germinacion
para alcanzar un maximo asociado a la emergencia del tubo germinativo y caen
luego a niveles basales en el micelio (Cook y Anthony, 1978; Brownlee y Arst,
1983). Tiempo después, se describio el mismo tipo de regulacién para el gen
que codifica para el transportador de prolina, prnB. El transcripto de prnB es

indetectable en las conidias de A. nidulans, pero con el curso de la germinacion
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su expresion aumenta de manera independiente de la induccidon por prolina o
del factor de transcripcion que media esta induccion PrnA, (Tazebay et al., 1995;
Tazebay et al.,, 1997). Al cabo de dos horas se detecta el pico maximo de

expresion, y es totalmente independiente de la presencia del inductor o de PrnA.

Fendmenos muy similares se describieron luego para los genes uapA, uapC,
azgA y agtA (Amillis et al., 2004; Cecchetto et al., 2004, Harispe, 2008). En
todos los casos esta se da de manera independiente de la presencia del inductor
especifico, del factor de transcripcidon especifico de la via y de las fuentes de
carbono y nitrogeno presentes en el medio. Lo que es mas, en presencia de
amonio o de L-glutamina no se observa el fendmeno de represiéon catabodlica por
nitrégeno, indicando entonces que este nuevo mecanismo de activacion
transcripcional es independiente de AreA. Al momento no se han podido
establecer los factores participantes de éste mecanismo. Estos operarian
especificamente para los transportadores, no asi para las enzimas metabdlicas,
durante las etapas tempranas de la germinacion sugiriendo esto que A. nidulans
podria utilizar sus transportadores per se ya sea para identificar el ambiente en

el que crecen, como para el transporte de solutos (Diallinas, 2007).

1.5.3 Requlacién a nivel del trafico y endocitosis

Ademas de los mecanismos de control a nivel de la transcripcién planteados en
los apartados anteriores, se ha descubierto que la expresion de los
transportadores también esta sujeta a un control rapido y estricto a nivel del
trafico de las proteinas y su endocitosis, en relacion a condiciones ambientales
(Dupre et al., 2004). Los estudios iniciales que llevaron a la formulaciéon de
dicho mecanismo de control fueron realizados en la levadura S. cerevisiae sobre

su permeasa de aminoacidos Gapl1p, y sobre su permeasa de uracilo Fur4p.

Los transportadores son producidos en los ribosomas y son dirigidos al reticulo
endoplasmatico (RE). Si estos fueron correctamente plegados y en presencia de
factores proteicos que actian en trans (Fromme y Schekman, 2005), se
almacenan en vesiculas que son direccionadas al aparato de Golgi, y de ahi a

vacuolas, peroxisomas o a la membrana plasmatica.

Por otra parte, la inactivacién de las permeasas de aminoacidos y otros
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transportadores de la membrana plasmatica de S. cerevisiae, implica la
remocion de estos de la membrana plasmatica mediante endocitosis y su
degradacién en la vacuola (Dupre et al., 2004). Esto puede ser desencadenado
por distintos estimulos que incluyen el cambio de un medio de cultivo
conteniendo una fuente no preferencial de nitrogeno o de carbono, a una fuente
preferencial (fendbmeno conocida como inactivacion catabdlica) o el

sometimiento de células a distintos factores de estrés (Harispe, 2008).

Evidencia de lo anterior fue demostrada para A. nidulans. Las permeasas de
purinas UapA y UapC, la permeasa de prolina PrnB, la permeasa de aspartato y
glutamato AgtA y la permeasa de urea UreA exhiben cambios muy importantes a
nivel de su distribucion subcelular en presencia de amonio. Son removidas de la
membrana plasmatica y concentradas en vacuolas citoplasmaticas donde son
degradadas (Valdez-Taubas et al., 2004; Pantazopoulou et al., 2007; Harispe,
2008; Abreu et al., 2010).

1.5.4 Requlacion del gen ureA

En cuanto a la regulacion del gen ureA, que codifica para la permeasa de urea
de alta especificidad de A. nidulans estudios previos realizados en nuestro
laboratorio (Abreu et al., 2010) indican que el gen es susceptible a la represion
catabodlica mediada por nitrégeno, y ésta esta mediada por la proteina AreA. Sin
embargo, la expresién de ureA no parece responder a una fuente de nitrogeno
inductora especifica ya que para distintos compuestos nitrogenados (urea,
arginina, hipoxantina, acetamida, prolina) el nivel de transcrito fue similar. Por
altimo, cuando se realiza el cultivo bajo una fuente no represora de nitréogeno,
el nivel de transcripcion de ureA aumenta notablemente durante las dos
primeras horas de la germinacion de esporas, para luego decaer. UreA se
encuentra regulada también a nivel post-traduccional. Cuando una cepa que
porta el gen ureA fusionado a la proteina verde fluorescente (gfp) ureA-gfp, es
crecida en presencia de una fuente de nitrégeno no represora (ej. Prolina), la
fusion se encuentra localizada en la membrana plasmatica. A los 60 minutos del
agregado de amonio, se observa que UreA-GFP desaparece de la membrana, y se
internaliza en vacuolas citoplasmaticas. Esto sugiere que la represion por

amonio conlleva a una endocitosis del transportador y posterior transporte
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vesicular hacia el interior de la célula (Abreu et al., 2010) .

2 - OBJETIVOS DEL TRABAJO

El primer objetivo del presente trabajo consistio en el anadlisis de expresion de los
genes paralogos de ureA: ANID_02598.1, ANID_07373.1 y ANID_07557.1. Luego,
se planteo realizar la eliminacién de ANID_02598.1, para observar la presencia de

cambios a nivel fenotipico, y asi inferir las posibles funciones de éste.

3 - ESTRATEGIAS UTILIZADAS

3.1 Andlisis de expresion

Con el objetivo de analizar la expresion de los genes ANID_02598.1,
ANID_07373.1 y ANID_07557.1, se realizaron ensayos de RT-PCR (transcripcion
reversa - PCR), para los cuales se cultivd una cepa de tipo salvaje (wt pabaAl)
bajo distintas condiciones: no represidén por nitrégeno (utilizando prolina como
fuente de nitrogeno), ausencia completa de nitrégeno y fase isotropica de
crecimiento (o germinacion). En base a lo observado para ureA y otras permeasas
de A. nidulans, estas condiciones serian las mas favorables para detectar la
expresion de genes vinculados al transporte de urea y/o de otros sustratos
nitrogenados. Asimismo, se evaludé la expresiéon génica en condiciones de
represion catabdlica por nitrogeno (presencia de NH41).

Mediante la técnica de RT-PCR es posible identificar los transcriptos que estan
siendo expresados en cada condicidén y asi comprobar o no la expresién de los
genes paralogos. En ésta técnica, se parte de ARN, y mediante una enzima viral
conocida como transcriptasa inversa se realiza la sintesis de la molécula de ADN
complementaria, conocida como ADN copia (ADNc). Esto se realiza en dos etapas.
Inicialmente, la retrotranscriptasa reconoce los extremos 3’ poli-T del cebador
(oligo dT), los cuales complementan con la cola poli-A del ARNm. A partir de estos
la enzima sintetiza la hebra de ADN complementaria al ARNm. Luego, la hebra de

ARNm es remplazada por otra hebra de ADN, generandose asi el ADNCc.
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Finalmente, el ADNc es amplificado mediante una clasica reaccién de PCR (Clark et
al., 2008). Otra de las grandes ventajas de ésta técnica se hace evidente cuando el
objetivo es amplificar la secuencia codificante de un gen a partir de un genoma
eucariota. Bien es sabido que en el genoma eucariota la secuencia codificante de
cualquier gen se ve en general interrumpida por la presencia de intrones. Luego
de la transcripcion, éstos son escindidos del transcripto primario a través del
“splicing”. Si partimos de ARNm, los intrones no estaran presentes en la molécula,

y por lo tanto tampoco estaran presentes en el ADN obtenido luego de la RT-PCR.

3.2 Eliminacion de ANID_02598.1

El segundo objetivo planteado consistio en la delecion del gen ANID_02598.1.
Para ello se realizdé una construccion de un “cassette” génico utilizando la técnica
de “Fusion-PCR” (Szewczyk et al., 2007), que comprende las regiones 5’ y 3’ del
gen ANID_02598.1 y entre éstas, el gen marcador pabaA. Una vez obtenido, se
transform6 sobre una cepa wt pabaAl Anku::argB. Este “cassette” permite dirigir
la integracion homodloga del mismo al locus ANID_02598.1. A. nidulans tiene una
tasa de recombinacién homoéloga de aproximadamente 20%, y en muchos casos al
transformar, se dan varias integraciones, en distintos lugares del genoma. De
manera de aumentar la tasa de recombinacion homédloga y evitar varias
integraciones, se pueden generar cepas con el gen nku deletado (Anku) (Nayak et
al., 2006). El gen nku es esencial para la recombinacion no homéloga del ADN en
el proceso de reparacion de lesiones, y por lo tanto la delecion de este gen
incrementa la frecuencia de integracion homéloga de fragmentos de ADN
transformantes, llevando por tanto a un gran incremento de la integracion dirigida
a un locus en particular.

La presencia de cepas transformantes es evaluada de manera simple por su
crecimiento en medio no suplementado con acido p-aminobenzdico (paba) y

posterior confirmacion por PCR.
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3.2.1 Fusion PCR (Szewczyk et al., 2007)

Esta técnica generada por Szewczyk et al. (2007) se empleé para obtener la
construccién 5’UTR 2598.1::pabaA::3’'UTR 2598.1 (“A2598”). Esta técnica es
sumamente valiosa ya que la misma puede ser utilizada para generar
construcciones génicas para remplazar genes, fusionar genes a epitopes
fluorescentes, reemplazar promotores endégenos por promotores regulables, a
través de la introduccion de un marcador de seleccion. En suma, esta técnica
puede utilizarse para construir moléculas de ADN recombinante combinando dos
o tres fragmentos de ADN.

La misma se desarrolla en dos etapas (ver Figura 3). En el caso de este trabajo, en
una primer ronda de PCR se amplifican por separado los extremos 5’y 3’ UTR del
gen 2598.1, y por otro lado el gen pabaA a partir del ADN de una cepa wt. En una
segunda ronda de PCR empleando cebadores anidados se obtiene la construccion.
El punto clave de la técnica esta en los cebadores que se utilizan en la primer
ronda de PCR para amplificar los extremos 5’ y 3’ UTR del gen ANID_02598.1:
ademas de la secuencia especifica para amplificar las regiones de interés, uno de
los dos cebadores utilizados en cada reaccion fue disefiado de manera que
contenga una secuencia extra de aproximadamente 20 nucleétidos que
complementa, en un caso con el extremo 5’ del gen pabaA y en el otro caso con
el extremo 3’ del gen pabaA. De esta manera, estas secuencias adicionales actuan
como cebadores durante la segunda ronda de PCR, permitiendo que los tres

fragmentos se fusionen y que la construccion se amplifique.
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4 - RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de expresion de los genes paralogos de ureA

Se realizé extraccion de ARN total de una cepa wt pabaAl crecida bajo distintas
condiciones en relacién al metabolismo y la fuente de nitrégeno: fuente no
represora del metabolismo de nitrogeno (con prolina como fuente de nitr6geno),
fase isotrépica de crecimiento (con prolina como fuente de nitrégeno), ausencia
total de nitrégeno y por ultimo, condiciones de represion catabdlica por presencia
de amonio. En todos los casos, para verificar el estado de los ARN se realiz6 una
corrida electroforética de 2 ul de una alicuota diluida de ARN en gel de agarosa 1%
(Figura 4), verificandose la integridad de los ARN. Ademas, para cuantificarlos se
realizaron diluciones de ARN y se tomaron medidas de absorbancia a 260 nm (ver

Tabla 1).
Ausencia de

fuente de
nitrégeno
No represion Germinacion agregada NH,*
‘-—._ =, S —;\k -
— ) W -
%__‘ .
B Py - -

Figura 4 - Evaluacion del estado de los ARN obtenidos. Los ARN extraidos de la cepa wt
pabaAl bajo distintas condiciones de crecimiento se corrieron en gel de agarosa al 1% con
BrEt. Se cargaron 2 ul en cada caso.
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Tabla 1 - Diluciones y concentracion de ARN obtenido en distintas condiciones.

Ausencia de
No represion Germinacion nitrégeno NH,*
Dilucién 1/500 1/250 1/250 1/250
[ ng/ul ] 624 704 - 632 1627 1342

Luego, para cada condiciéon se realizé la RT-PCR (ver Materiales y Métodos para
cada caso), utilizando pares de cebadores especificamente disefnados para
amplificar cada gen en base a la secuencia de cada uno de éstos. Ademas se tomé
en cuenta al momento de disefiarlos que la regién amplificada contuviera por lo
menos un intron, de manera que se estableciera una diferencia (en pares de
bases) entre el ADN amplificado a partir del ADNc y el ADNg. Los tamanos de los
productos de PCR esperados se encuentran en la Tabla 2. Como control, se realizo
la misma reaccion sobre ADN gendmico, extraido de la cepa wt pabaAl, lo cual
ademas permitié verificar la funcionalidad de los cebadores. Los productos de RT-

PCR y de PCR (controles) se corrieron en geles de agarosa al 2% (Figuras 5, 6 y 7).

Tabla 2 - Tamano en pares de bases (pb) de los productos de PCR esperados
de la reaccion de RT-PCR.

Codificante Genomico
ureA 432 pb 526 pb
ANID_02598.1 682 pb 1132 pb
ANID_07373.1 527 pb 625 pb
ANID_07557.1 501 pb 551 pb
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Condiciones de no represion
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Figura 5 - Productos de RT-PCR a partir de condiciones de no represion y de PCR sobre
ADN gendmico. Gel de agarosa al 2% con BrEt. Se cargaron 30 ul de los productos de RT-PCR y
5 ul de los productos de PCR obtenidos a partir de ADN genémico. A) MPM- marcador de peso
molecular de 100 bp. 2598.1- RT-PCR correspondiente a ANID_02598.1. 2598.1g - PCR
correspondiente a ANID_02598.1 obtenido a partir de ADN genémico. 7373.1 - RT-PCR
correspondiente a ANID_07373.1. 7373.1g - PCR correspondiente a ANID_07373.1 obtenido a
partir de ADN gendémico. 7557.1 - RT-PCR correspondiente a ANID_07557.1. 7557.1g - PCR
correspondiente a ANID_07557.1 obtenido a partir de ADN genémico. MPM - marcador de peso
molecular de 100 bp. B) MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. ureAg - PCR
correspondiente a ureA obtenida a partir de ADN gendmico. ureA - RT-PCR correspondiente a
ureA.

Condiciones de germinacion

ureA 2598.1g 2598 MPM 7557.1g 7557.1 7373.1g 7373.1

Figura 6 - Productos de RT-PCR a
partir de condiciones de
germinacion y de PCR sobre ADN
genomico. Gel de agarosa al 2%
con BrEt. Se cargaron 15 pl de los
productos de RT-PCR y 5 ul de los
productos de PCR obtenidos a
partir de ADN genomico. ureA -
RT-PCR correspondiente a ureA.
2598.1g - PCR correspondiente a
ANID_02598.1 obtenido a partir de
ADN gendémico 2598 - RT-PCR
correspondiente a ANID_02598.1.
MPM - marcador de peso molecular
de 100 bp. 7557.1g - PCR correspondiente a ANID_07557.1 obtenido a partir de ADN genémico.
7557.1 - RT-PCR correspondiente a ANID_07557.1. 7373.1g - PCR correspondiente a
ANID_07373.1 obtenido a partir de ADN gendmico. 7373.1 - RT-PCR correspondiente a
ANID_07373.1.
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Condiciones de ausencia de nitrégeno y represion catabdlica por nitrogeno

A 25081  2598.1 7373.1 7373.] 7557.1 7557.1
. _ : ; _
e urens 'I‘ﬁf asN 259819 NH; ausN MPM 7373.19 NH, ausN 7557.1g NH, ausN
6000 «

6000
3000

3000
1000
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—

Figura 7 - Productos de RT-PCR a partir de condiciones de ausencia de nitrogeno y de represion
catabolica por nitrogeno y productos de PCR sobre ADN genémico. Gel de agarosa al 2% con BrEt. Se
cargaron 5 ul de producto en todos los casos. MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. ureAg - PCR
correspondiente a ureA obtenido a partir de ADN genémico. ureA NH * - RT-PCR correspondiente a ureA
obtenido en condiciones de crecimiento en NH . ureA ausN - RT-PCR correspondiente a ureA obtenido en
condiciones de ausencia de nitrégeno. 2598.1g - PCR correspondiente a ANID_02598.1 obtenido a partir de
ADN gendmico. 2598.1 NH,* - RT-PCR correspondiente a ANID_02598.1 obtenido en condiciones de
crecimiento en NH *. 2598.1 ‘ausN - RT-PCR correspondiente a ANID_02598.1 obtenido en condiciones de
ausencia de mtrogeno MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. 7373.1g - PCR correspondiente a
ANID_07373.1 obtenido a partir de ADN gendémico. 7373.1 NH * - RT-PCR correspondiente a ANID_07373.1
obtenido en condiciones de crecimiento en NH . 7373.1 ausN - RT-PCR correspondiente a ANID_07373.1
obtenido en condiciones de ausencia de mtrogeno 7557.1g - PCR correspondiente a ANID_07557.1
obtenido a partir de ADN genémico. 7557.1 NH * - RT-PCR correspondiente a ANID_07557.1 en condiciones
de crecimiento en NH . 7557.1 ausN - RT-PCR correspondiente a ANID_07557.1 obtenido en condiciones
de ausencia de nitrégeno.

Como puede observarse en las figuras anteriores, no se obtuvieron productos de
RT-PCR para ninguno de los tres paralogos (ANID_02598.1, ANID_07373.1 y
ANID_07557.1) en ninguna de las condiciones estudiadas. Se modificaron
distintas variables (cantidad de cDNA molde, temperatura de “annealing”, tiempo
de extensiéon, enzima utilizada) buscando la obtencion de productos, pero los
resultados no fueron exitosos. Aunque si se obtuvieron en todos los casos
productos de PCR utilizando ADN gendémico como molde lo cual indica que los

cebadores funcionan en forma correcta. Ademas, en todos los casos se observa
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que los productos de RT-PCR de ureA si presentan banda en el gel de agarosa (ver

Figuras 5, 6 y 7). Esto indica claramente que la reaccion de RT-PCR también se

desarrollo de manera correcta.

Como ultima alternativa se propuso realizar una PCR anidada sobre los productos

de RT-PCR. Se seleccionaron dos de las cuatro condiciones iniciales del estudio

para continuar este trabajo: ausencia de nitrégeno y crecimiento en presencia de

amonio (represion catabélica por nitrégeno). Se disefiaron cebadores especificos

para amplificar regiones contenidas dentro de los productos iniciales de PCR vy

con éstos se realizé la PCR anidada. Los productos de “nested-PCR” se muestran

en la Figura 8. Los tamanos de los productos de nested-PCR predichos por la base

de datos se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3 - Tamano en pares de bases (pb) de los productos de PCR esperados de la

reaccion de RT-PCR.

Codificante Genomico
ANID_02598.1 381 pb 676 pb
ANID_07373.1 355 pb 355 pb
ANID_07557.1 348 pb 399 pb
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Figura 8 - Productos de “nested-PCR” para las condiciones de ausencia de fuente de
nitrogeno y condiciones de represion catabolica por nitrogeno (presencia de NH ).
Gel de agarosa 2% con BrEt. Se cargaron 5 pul. A) Condiciones de ausencia de nitrégeno:
MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. 2598.1 nest-ausN - “nested-PCR”
correspondiente a ANID_02598.1. 7373.1 nest-ausN - “nested-PCR” correspondiente a
ANID_07373.1. 7557.1 nest-ausN - “nested-PCR” correspondiente a ANID_07557.1. B)
Condiciones de represion catabdlica por nitrégeno: MPM - marcador de peso molecular de
100 bp. 2598.1 nest-NH_* - “nested-PCR" correspondiente a ANID_02598.1. 7373.1 nest-
NH,* - “nested-PCR” correspondiente a ANID_07373.1. 7557.1 nest-NH,* - “nested-PCR”
correspondiente a ANID_07557.1.

En el caso de los 3 genes paralogos se obtuvieron productos de PCR tanto para las
condiciones de ausencia de fuente de nitrégeno, como para la condicion de
represion catabolica por nitrégeno, como puede observarse en la Figura 8. Si bien
se observan bandas de diversos tamafos, en todos los casos es claro que los
productos mayoritarios se corresponden aproximadamente con los tamafos
esperados para cada uno de los tres paralogos. Los productos obtenidos de la
“nested-PCR” en condiciones de ausencia de nitrédgeno fueron purificados (Figura

9), y su identidad se comprob6 por secuenciacién (Figura 10).
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Figura 9. Productos purificados de “nested-PCR” de los tres genes paralogos en
condiciones de ausencia de fuente de nitrogeno. Gel de agarosa 2% con BrEt. Se
cargaron 3 pl. A) MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. 2598.1 - “nested-PCR”
correspondientes a ANID_02598.1. 7373.1 - “nested-PCR” correspondientes a
ANID_07373.1. B) MPM - marcador de peso molecular de 100 bp. 7557.1 - “nested-PCR”
correspondiente a ANID_07557.1.
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Figura 10. Alineamientos. Alineamiento de ANID_02598.1 (A), ANID_07557.1 (B) vy
ANID_07373.1 (C) con las secuencia genémica y codificante predichas para estos genes
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html).
Se utilizé el programa MEGA 5.0.

Utilizando el programa MEGA 5 se realizé un alineamiento de las secuencias
obtenidas con las secuencias gendémicas y codificantes predichas en la base de

datos. Como bien nos informa este alineamiento, la identidad de los productos de
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“nested-PCR” corresponde efectivamente a cada uno de los paralogos. Nétese la
ausencia de intrones en las secuencias de los productos de RT-PCR tanto para el
caso de ANID_02598.1 y ANID_07557.1, confirmandose asi que los mismos
fueron amplificados a partir de ADNc y por tanto que ambos genes se expresan
en las condiciones ensayadas. Para el caso particular de ANID_07373.1 no es
posible verificar ausencia de intrones, ya que los mismos no estan incluidos en la
region secuenciada. Aun asi podemos suponer que la secuencia obtenida de
ANID_07373.1 corresponde a la secuencia codificante, ya que ésta se obtuvo en
las mismas condiciones que las otras dos, utilizando como molde el mismo ADNc

que se uso para los otros dos genes.

Con respecto a los productos obtenidos para las condiciones de represion
catabolica por nitrégeno, estos aun deben ser purificados y secuenciados para
comprobar sus identidades. De cualquier manera, en base a sus tamafnos
podemos estimar que provienen también de los transcriptos de los tres genes

paralogos.

4.2 Delecion del gen ANID_02598.1

4.2.1 Construccion del “cassette” 5’ANID_02598.1::pabaA::3’ANID_02598.1

Para la realizacion de la construccion se empleo la técnica “Fusion-PCR” (Szewczyk

et al., 2007), generando asi un “cassette” génico comprendido de tres fragmentos:
la regién 5’ UTR del gen ANID_02598.1, el gen pabaA que actuara como marcador
de seleccion y la regiéon 3’UTR del gen ANID_02598.1 (de aqui en mas
denominado “A2598”), como se explica en la seccién Materiales y Métodos. Los
fragmentos amplificados fueron purificados y cuantificados. El resultado se

muestra en la Figura 11.
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Figura 11 - Purificacion y cuantificacién de los fragmentos de PCR correspondientes
a 5’UTR ANID_02598.1, el gen pabaA y 3’'UTR ANID_02598.1 respectivamente. Gel de
agarosa 1%. A) 1 - marcador de peso molecular de 1 kb. 2 - PCR correspondiente a 5’'UTR
ANID_02598.1 (2 uL). B) 1 - marcador de peso molecular de 1 kb. 2 - PCR correspondiente
a pabaA (3 uL) C). 1- marcador de peso molecular de 1 kb. 2- PCR correspondiente a 3’'UTR

ANID_02598.1 (3 pL).

En la Tabla 4 se presentan los tamafos esperados para cada fragmento, los

tamanos de los productos purificados y la concentracion de ADN expresada en

ng/ul.

Tabla 4 - Tamanos esperados y obtenidos de cada uno de los fragmentos y

cuantificacion de los mismos.

5°’UTR ANID_02598.1 pabaA 3°’UTR ANID_02598.1
Tamano esperado|1193 4009 1191
(pb)
Tamano estimado|1200 3800 1200
del producto (pb)
Concentracion 25 40 100
(ng/ul)
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Como se observa en la Tabla 4, los tamafos de los fragmentos coinciden
aproximadamente con los tamafos esperados. Una vez purificados vy
cuantificados, se procedio a realizar la segunda ronda de PCR y se realiz6 una
corrida electroforética de una alicuota de la reaccién en una gel de agarosa 1%
(Figura 12). El tamano esperado de la construccion es de 6200 pb (en base a la
suma de los tamanos obtenidos para cada fragmento), que coincide con la banda
que se observa en el gel como producto mayoritario, inmediatamente por encima
de 6000 pb. Los productos de la fusion fueron purificados directamente, sin
previa separacion por electroforésis en gel de agarosa, ya que luego de repetidos
intentos, la cantidad de ADN que se perdia en la purificacién separando
previamente la banda del gel era excesiva, obteniendo finalmente cantidades
insuficientes de ADN con respecto a las necesarias para la transformacion
(minimo de 300 ng en 15 pl de volumen). De cualquier manera, a efectos de la
transformacion, ésta no se veria afectada, ya que al menos algunos de los
transformantes integraran la fusion completa en forma correcta, y no seran
auxotrofos para paba. Por otra parte, la integraciéon al locus puede ser facilmente
detectada por PCR.

T——
} Construccién
b ) 5’UTR ANID_02598.1::pabaA::3’'UTR ANID_02598.1
(“A2598")

Figura 12 - Purificaciéon y cuantificacion del
1000 producto final de fusion “A2598”. Gel de
agarosa 1%. 1- marcador de peso molecular de
1 kb. 2- primer eluido de la purificacién
realizada sobre la fusién 3- segundo eluido de

250 e . .
la purificacion realizada sobre la fusién.
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4.2.2 Transformacion de la construccion “A2598” en la cepa MVD26

Una vez obtenida la construccion “A2598”, se procedio a transformar con ésta la
cepa MVD 26 (yAZ2 riboB2 pyroA4 pabaAl Anku::.argB) para generar una cepa
transformante con este gen deletado (AANID_02598.1::pabaA). La cepa MVD 26
fue obtenida en el curso de este trabajo mediante cruzamiento de las cepas MVD
13A y PO02 (ver Materiales y Métodos). El criterio de seleccién para detectar las
cepas MVD 26 que incorporaron la construcciéon “A2598”, fue el crecimiento en
medio carente de paba. Siendo la cepa receptora pabaAl, auxoétrofa para este
suplemento, solo aquellas cepas que hayan integrado la construccion “A2598” en
Su genoma se recuperaran en ausencia de paba (Figura 13).

Una vez seleccionados los transformantes, éstos se purificaron, y se corroboro6 su
fenotipo mediante la realizaciéon de una “placa madre” (ésta contiene la cepa
receptora MVD 26, la cepa MVD 14A como control, que contiene el gen ureA
deletado como control y distintos transformantes elegidos al azar luego de que
estos fueron purificados) y réplicas sobre medio minimo sélido suplementado
para chequear las distintas auxotrofias (acido p-aminobenzébico, riboflavina,

piridoxina) de los transformantes (Figura 13).

Figura 13 - Placa madre (A) y placa de seleccion (réplica) de transformantes que
incorporaron la construccion “A2598” (B). A) Crecimiento en medio minimo sdélido
suplementado con NH* como fuente de nitrogeno y todos los suplementos necesarios
(piridoxina, riboflavina, paba y uridina y uracilo B) Crecimiento en medio sdlido con NH_ * como
fuente de nitrégeno y todos los suplementos necesarios (piridoxina, riboflavina vy uridina %
uracilo), pero en ausencia de paba, como medio de selecciéon para aquellos transformantes que
hayan incorporado la construccion “A2598” en su genoma.
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Finalmente, si bien se espera que al portar la cepa MVD 26 la delecion del gen
nku, la insercion de la construccion “A2598” se de mayoritariamente en el locus
del gen ANID_02598.1, esto debe ser corroborado por PCR, ya que podria ocurrir
el caso de que la construccion se insertara en otro lugar del genoma. Para ello se
realizé extraccion de ADN de dos de los transformantes y posterior PCR,
utilizando los mismos cebadores empleados en la segunda ronda de PCR de la
técnica “Fusion-PCR”. Dado que los productos de PCR a partir de una cepa salvaje
y de una cepa deletada tendran tamanos diferentes (4,7 Kb vs 6,2 Kb
respectivamente), es posible asi discriminar entre éstas.

Luego de repetidos intentos, no se obtuvo el producto de PCR del tamafo
esperado. Por el contrario, se obtuvo un producto de aproximadamente 2000 pb
menos que el control wt. Por tal motivo se realizo una segunda PCR utilizando
otro juego de cebadores: como cebador “sense”, se utilizo el “2598 5N”, y para el
“antisense” se utilizo el “pabaRv’. Esta PCR nos permite determinar si
efectivamente el gen pabaA se integré al locus de ANID_02598.1, ya que la
reaccién solo deberia amplificar si el fragmento 5’UTR ANID_02598.1 estuviera
fusionado a pabaA. Nuevamente el producto obtenido fue de menor tamafno que
el esperado. Si consideramos que los transformantes son capaces de crecer en
medio carente de paba, podemos suponer que una de las posibilidades es que en
realidad el marcador pabaA se haya integrado completamente en otra parte del
genoma (por ejemplo en locus pabaA), y en el locus de ANID_02598.1 se haya

integrado parcialmente algun fragmento de la construccién “A2598".

4.2.3 Rol de ANID_02598.1 en el transporte de urea

Por ultimo, se ensay6 el crecimiento de los transformantes en medio minimo

solido sobre distintas concentraciones de urea como fuente de nitrégeno (5 mM,
2.5 mM, 1.25 mM y 0.625 mM) y en presencia de distintas concentraciones de su
analogo téxico 2-tiourea (5 mM, 2.5 mM, 1.25 mM y 0.625 mM), con nitrato como
fuente de nitrogeno. Antes de continuar, vale aclarar que este ensayo se realizd
en paralelo a la PCR para verificar que la construccion “A2598” se haya integrado
en el locus del gen ANID_02598.1 por razones de tiempo, y por lo tanto los

resultados aqui obtenidos, son de caracter especulativo, ya que una vez realizada
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la PCR de verificacion, se hizo claro que en realidad la construccion “A2598” no se
inserto, al menos completamente, en el locus del gen ANID_02598.1. De cualquier
manera se procedera al analisis de los resultados obtenidos de los ensayos de
crecimiento en placa.

Dado que ANID_02598.1 se encuentra anotado en la base de datos como un
simportador Na‘/prolina también se ensayd el crecimiento sobre prolina 5mM
como fuente de nitrégeno. Era de esperarse que si el gen ANID_02598.1 estuviera
vinculado de alguna forma al transporte de urea, se observaran diferencias a nivel
fenotipico en aquellas cepas que posean el gen deletado. Lo mismo puede
aplicarse al transporte de prolina, en el caso de que el gen estuviera vinculado al
transporte de ésta. En la figura 14 se encuentran los resultados de los ensayos de

crecimiento en placa.

Urea Tiourea
5 mM 25 mM 1.25mM 0.625 mM 5 mM 2 1.25mM 0.625 mM Prolina 10 mM

i

F

wt

AureA

AANID_02598.1

Figura 14 - Ensayo de crecimiento en placa de los transformantes obtenidos sobre
urea, tiourea y prolina. Las cepas fueron crecidas por 48 hrs a 37°C en medio minimo con
distintas concentraciones de urea y tiourea (con nitrato como fuente de nitrégeno) y en
prolina. La cepa AureA muestra una menor sensibilidad a la tiourea, la misma es
transportada a través de UreA.

Como se puede apreciar en la Figura 14, a nivel fenotipico no es posible observar
diferencias evidentes entre las cepas de tipo salvaje, y las cepas que portan la

delecion del gen, en lo que respecta al crecimiento sobre las concentraciones de
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urea y prolina utilizadas en el ensayo. Asimismo, no se observan diferencias
respecto al tipo salvaje en lo que respecta a la susceptibilidad a la tiourea en las
concentraciones ensayadas. Se incluye como control de estos ensayos una cepa
AureA. Estas observaciones implicarian que el gen ANID_02598.1 no estaria

implicado en el sistema primario de transporte de urea, ni de prolina.
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5 - CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con respecto al analisis de expresion, se pudo comprobar que los tres genes
estudiados, ANID_02598.1, ANID_07373.1 y ANID_07557.1 se expresan, al menos
en condiciones de ausencia de fuente de nitrégeno asi como en presencia de
amonio.

De cualquier forma, es de presumir que el nivel de expresion de estos genes sea
bajo, ya que la PCR anidada se realizé6 como una segunda ronda de PCR, sobre el
amplicon de la RT-PCR. Es interesante lo que ocurre con la expresion en
condiciones de represion catabdlica por nitrégeno, ya que en general bajo estas
condiciones opera la represion catabdlica por nitrégeno sobre los genes que
codifican enzimas y transportadores vinculados al metabolismo de sustancias
nitrogenadas. Las posibles hipotesis que se plantean para fundamentar dicha
expresion pueden ser varias. Entre ellas, se plantea que en realidad estos genes
puedan ser por ejemplo, canales, transportadores secundarios o de baja afinidad
que mantengan niveles de expresion constantes o0 que estén sujetos a regulacion
post-traduccional. Este tipo de regulacion se ha descrito previamente para
algunos transportadores secundarios o de baja afinidad (EIBerry et al., 1993). Otra
posibilidad seria que los paralogos en estudio no estuviesen involucrados en el
transporte de fuentes de nitrégeno, sino de sustratos no identificados aln.

Restan realizarse las PCRs anidadas para las condiciones de germinaciéon y de no
represion, para asi completar el analisis de la expresion en éstas condiciones, y
determinar si se observan diferencias en cuanto a la expresion de los paralogos
para las distintas condiciones. Asimismo, se podrian realizar ensayos de “Real
Time-PCR”, que permite la cuantificacién del nivel de expresién de cada gen.

En lo que respecta al objetivo de realizar la delecion del gen ANID_02598.1, para
lograr identificar posibles roles del gen, los resultados no son concluyentes. Si
bien se logro obtener la construccion “A2598”, utilizada luego para deletar el gen
en la técnica de transformacion, no se pude afirmar que se haya tenido éxito en la
obtencién de cepas portadoras de la delecion. Como se mencion6 en los
resultados los transformantes seleccionados lograron crecer en medio carente de
paba, lo cual indica que integraron el gen pabaA en alguna region de su genoma.

Pero, la PCR para verificar que la construccion se haya insertado en el locus del
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gen ANID_02598.1, no es concluyente. Como ya se menciond antes, el producto
obtenido tiene un tamano inferior al esperado (incluso menor que el del control).
Esto podria indicar que en realidad el gen pabaA si se insertd en el genoma, pero
no en el locus ANID_02598.1. La delecion de nku no impediria la doble
recombinacion de la construccidon a nivel del locus pabaA enddgeno. De cualquier
manera, la conclusién anterior es meramente especulativa. Para comprobar qué
fue lo que realmente se insertd, se podria realizar un ensayo de Southern Blot,
empleando dos sondas: una que hibride con el gen pabaA y otra que hibride con
la region 5’ o 3’ no codificante de ANID_02598.1. De esta forma podriamos
comprobar qué fue lo qué realmente se integrdé. También se podria tomar otro
transformante y realizar nuevamente las PCRs para verificar la integracion en el
locus ANID_02598.1, y asi ver si se obtienen nuevos resultados. Por todo lo antes
mencionado no es posible atribuir un rol al gen ANID_0298.1 en el transporte de
urea ni de prolina.

Una vez obtenido el mutante AANID_02598.1, se podra realizar la construcciéon de
un doble mutante AANID_02598.1 AureA que permitira corroborar un posible rol
de ANID_02598.1 en el transporte secundario de urea, ya que de ser asi, el
crecimiento residual que se observa cuando los mutantes AureA son crecidos en
urea, deberia ser eliminado, o al menos disminuido, si ANID_02598.1 esta
involucrado en el transporte de urea.

Por otro lado, con el propésito de determinar el posible sustrato de
ANID_02598.1, se podrian realizar ensayos de crecimiento en placa sobre otras
fuentes de nitrégeno, como por ejemplo poliaminas. Cabe destacar que éstas son
sustrato del transportador de urea de S. cerevisiae, ScDur3, (Uemura et al., 2007),
para las cuales el mismo incluso posee mayor afinidad que por la urea. Por ello se
especula con la posibilidad que los paralogos en cuestién puedan ser en realidad,
transportadores de poliaminas.

Asimismo, la deleciéon de los genes ANID_07373.1 y ANID_07557.1 y los
posteriores ensayos de crecimiento en placa con distintos compuestos
nitrogenados como fuente de nitrdgeno permitiran conocer mas sobre las
posibles funciones de estos paralogos de UreA. Continuando con la linea anterior,
si generamos dobles mutantes AureA AANID_07373.1 y AureA AANID _07557.1,
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también podremos determinar si éstos estan vinculados a sistemas de transporte

secundarios de urea.
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6- MATERIALES Y METODOS

6.1 - Cepas empleadas

6.1.1 Genotipos de las cepas empleadas

- MVD 001 wt pabaAl

- MVD 10A ureA:.gfp::pyrGAf riboB2 pyrG89 pyroA4 Anku::argB
- MVD 26 yAZ2 riboB2 pyroA4 pabaAl Anku::argB

- MVD 13A riboB2 pyrG89 pyroA4 AureA::riboB Anku::argB

- MVD 14A yA2 AureA::riboB riboB2 pyroA4 pyrG89 Anku::argB
- MVD P002 yAZ pabaAl

6.1.2 Descripcién de los genotipos y fenotipos

- pabaAl es un alelo que provoca la auxotrofia para el acido p-
aminobenzoico.

- yAZ2 es una mutacion de pérdida de funcién del gen que codifica la lacasa
conidial que ocasiona la producciéon de conidias verdes.

- riboB2 es un alelo del gen riboB que provoca la auxotrofia para la
riboflavina (vitamina B2).

- pyroA4 es el alelo responsable de la auxotrofia para la piridoxina.

- Anku::argB es el gen nku interrumpido por el alelo argB (alelo que codifica
la ornitin carbamil transferasa la cual cataliza la conversién de ornitina en
citrulina, un precursor de arginina). nku es esencial para la recombinacién
no homologa del ADN en la reparacion de roturas de doble cadena. Por lo
tanto la delecién de este gen reduce considerablemente la frecuencia de
integracion no homologa de fragmentos de ADN transformantes llevando a
un significativo mejoramiento de la integracion dirigida a un locus
particular.

- pyrG89 es un alelo que provoca la auxotrofia para la uridina y el uracilo.

- AureA:riboB es el gen ureA interrumpido por el alelo riboB (alelo que

codifica para una enzima implicada en la sintesis de riboflavina).
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6.2 - Medios de cultivo

Los medios se preparan y se utilizan segun lo recomendado por Pontecorvo y col.
(1953). Pueden ser utilizados para cultivos liquidos o sélidos agregando 1.3% o

3% de agar cuando las placas sean utilizadas para colectar esporas.

Medio minimo (MM): 20 ml de solucién de sales

10 g de glucosa (dextrosa)

- Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se
esteriliza mediante calor humedo (15-20 minutos a 105 °C).
- Observacion: Este medio debe complementarse con una fuente de nitrégeno y con los

suplementos nutricionales requeridos segun las auxotrofias de las cepas cultivadas.

Medio Completo (MC): 20 ml de solucion de sales

10 ml de solucién de vitaminas
10 ml de solucién de casaminoacidos
10 g de glucosa (dextrosa)

2 g peptona

1 g de extracto de levadura

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se

esteriliza mediante calor humedo (15-20 minutos a 105 °C).

Observacién: cuando este medio es empleado para cultivar cepas auxotrofas para
la arginina, la riboflavina, la adenina o el uracilo y la uridina, es necesario agregar

estos suplementos al medio completo.

Medio para la regeneraciéon

de protoplastos (isosmotico): 20 ml solucion de sales

10 g de glucosa (dextrosa)
342.3 g de sacarosa
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- Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se
esteriliza mediante calor humedo (15-20 minutos a 105 °C).
- Observacion: se toman las mismas consideraciones en cuanto a las fuentes de

nitrégeno y suplementos nutricionales que el MM.

Solucion de Sales: 26 g de cloruro de potasio

26 g de sulfato de magnesio heptahidratado
76 g fosfato de potasio monobasico

50 ml de solucion de elementos traza
- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo (20
minutos a 121 °C)y luego se le agrega 2 ml de cloroformo como conservante.

Se almacena a 4 °C.

Solucion de Vitaminas: 50 mg de tiamina-HCI (o aneurina)

10 mg de biotina

100 mg acido nicotinico

200 mg pantotenato de calcio
50 mg piridoxina-HCI

100 mg riboflavina

500 mg acido p-aminobenzdico.

- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza por filtracion y se conserva a
4 °C.

Solucién de Elementos Traza: 40 mg borato de sodio decahidratado

400 mg sulfato de cobre pentahidratado

800 mg fosfato férrico dihidratado

800 mg sulfato de magnesio dihidratado

800 mg molibdato de sodio dihidratado
8 g sulfato de zinc heptahidratado

- Selleva a un litro con agua destilada
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Solucion de Casaminoacidos: 150 g caseina hidrolizada

- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo (20
minutos a 121 °C) y se conserva a 4 °C.

Suplementos nutricionales

Suplementos Nutricionales de A.nidulans: las soluciones, salvo que se especifiquen

otras condiciones, se preparan 100 veces concentradas en agua destilada con respecto
a la concentracion final de trabajo (100x). Se esterilizan mediante calor himedo (20
minutos a 121 °C) y se conservan a 4 °C.

Suplemento Concentracion de la solucion stock
(100x)
Amonio (tartrato de) 9.5 g/100 ml
Ac. P-aminobenzoico (paba) 20 mg/100 ml
Nitrato de sodio 0.85 g/100 ml
2-Tiourea (*) 3.81 g/100 ml
Uracilo 61 mg/ml
Piridoxina HCL (vit. B6) 500 mg/100ml
Urea (%) 3.03 g/100 ml
Uridina 56 mg/ml
Riboflavina 25 mg/100 ml
Prolina 2.5g/100 ml

(*) soluciones que se esterilizan por filtracion
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6.3 - Técnicas empleadas

6.3.1 Condiciones de cultivo

A partir de una inoculacién puntual de conidias sobre medio sélido, luego de 48
horas a 37 °C, se desarrolla una colonia de forma compacta que permite la
visualizacién de caracteres fenotipicos con extrema facilidad. La sensibilidad de
los ensayos de crecimiento en medio sélido tiene un valor experimental
incalculable, y es otra de las ventajas que presenta este organismo como modelo
experimental. Mediante sencillos experimentos en placas de Petri es posible
detectar la expresion de genes estructurales y reguladores, sin necesidad de
técnicas mas laboriosas como la medida de la actividad enzimatica.

Los estudios de crecimiento en medio sélido se llevan a cabo en placas de Petri
con medio minimo soélido (1.3 % agar) suplementado. Con una pequefia cantidad
de esporas de la colonia a testar, recogidas con un palillo estéril, se inocula por
duplicado la placa que luego es incubada a 37°C por 48 hs. En cada placa se
incluyen uno o mas controles positivos, cepas que se sabe que crecen en esas
condiciones y controles negativos, que no son capaces de crecer.

Ademas del crecimiento normal que presenta la cepa de tipo silvestre en
condiciones de cultivo estandar, en los ensayos de crecimiento se puede observar:

- crecimiento intermedio, inferior al del tipo silvestre pero donde aun se
produce esporulacién. Este tipo de crecimiento es caracteristico de
mutantes en permeasas que son capaces de incorporar el metabolito
utilizando otro sistema de transporte o de mutaciones rezumantes.

- crecimiento residual, donde se puede visualizar la formacion del micelio
incoloro pero no la produccion de esporas. Este crecimiento es tipico de
una cepa que no puede utilizar una determinada fuente de nitrégeno o esta
en presencia de una sustancia toxica.

- crecimiento nulo, donde las esporas inoculadas no alcanzan a germinar.
Este crecimiento es caracteristico de mutantes que no pueden utilizar una
fuente de nitrogeno y/o acumulan un producto toxico.

Por altimo, los cultivos en medio liquido se realizan inoculando 400 ml de medio
con una suspension de esporas, las cuales son recolectadas a partir de dos placas

47



confluentes y resuspendidas en 20 ml de 0.1 % Tween 80. La incubacién se realiza

a 25 'C con una agitacion de 120 r.p.m. durante 11 o 12 horas para la

preparacion de protoplastos, hasta 16 horas para la extraccion de ARN y hasta por

20 horas para la extraccion de ADN.

6.4 Analisis de expresion génica

Condiciones de cultivo

Las condiciones de crecimiento varian segun la condicion del ensayo:

Para la condicién de no represidon por nitrdgeno, una cepa wt pabaAl se
crece durante 16 horas a 25°C y 140 r.p.m., en prolina como fuente de
nitrégeno y suplementada con acido p-aminobenzéico (paba).

Para la condicion de fase isotropica de crecimiento, las esporas de una
cepa wt pabaAl (obtenidas por previo filtrado) se crecen durante 2 horas a
37°C y 200 r.p.m. (condiciones de expresiéon maxima en la germinacion),
en prolina como fuente de nitrégeno y suplementadas con paba.

Para las condiciones de ausencia de fuente de nitrogeno y de represidn
catabodlica por nitrégeno, una cepa wt pabaAl se crece durante 16 horas a
25°C y 140 r.p.m., en prolina como fuente de nitrégeno y suplementada
con paba. Luego, se incubd por dos horas mas a 25°C en ausencia de

nitrégeno por un lado y en presencia de NH,* por otro lado.

Extraccion de ARN

Se filtra el cultivo de A. nidulans crecido en las condiciones adecuadas para
cada ensayo

El micelio obtenido se congela con nitrégeno liquido y se muele con
mortero. Se resuspenden 100 mg en 750 ul de una solucién de extraccion
de ARN.

Se centrifuga 5 minutos a 158009 y se transfiere el sobrenadante a un tubo
eppendorf estéril; se agrega 70 pl de acetato de sodio 2M pH 4 y luego 700
ul de fenol y 140ul de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Se homogeniza

con vortex.
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- Se separa la fase acuosa por centrifugacién y el ARN se precipita agregando
dos volumenes de etanol 95%. Se agita lentamente y se mantiene por 30
minutos a -20°C. Luego se centrifuga 10 minutos a 15800g.

- El ARN precipitado se lava con etanol 70% y se resuspende en 30 ul de
agua estéril. La concentracién se determina por medida de absorbancia a
260 nm y se realiza un minigel de agarosa al 1% para comprobar que los

ARN no se hayan degradado.

SOLUCIONES:
Solucion de extraccion de ARN: 4M tiocianato de guanidinio, 25 mM citrato
de sodio pH7, 0.5% sarcosyl, 0.72% B-mercapto etanol (se incorpora en el

momento).

Tratamiento de ARN con DNase RQ]1

Se utilizan hasta 5 ug de ARN de la cepa MVD 001 resuspendidos en buffer TE
(Tris-EDTA) o en agua, y se agrega:

1 x RQ1 RNAse-free DNAse Reaction Buffer [400 mM Tris-HCI (pH 8),
100 mM MgSO,, 10 mM CaCl ]

1 u/ug ARN RQ1 RNAse-free DNAse

Agua mQ c.s.p. 100 pl

Se incuba 60 minutos a 37°C. Se inactiva la reaccion al anadir 10 ul de RQ1 Dnase
STOP solution y se coloca a 65°C por 10 minutos. Se extrae con 1 volumen de
cloroformo y se centrifuga 20 minutos a 10000 g. Se precipita la fase organica
con 1/10 volumen de LiCl 4 M y 2.5 volumenes de EtOH 100%. Se centrifuga 20

minutos a 10000 g. Se lava con EtOH 70% y se resuspende en agua estéril.
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Transcripcion reversa - RT con enzima Superscript Il

Se utilizan de 10 pg a 5 ug de RNA total de la cepa MVD 001, previamente tratado

con Dnase RQ]I. Se agrega:

1 ul oligo (dT)20 (50 uM)
1 wl ANTP mix (10 mM)
agua c.s.p 13 ul

Se calienta a 65°C durante 5 minutos y se incuba en hielo durante 1 minuto.

Luego, se agrega:

1x First Strand Buffer

1 ul DTT 0.1M

40 U Rnase OUT (Ribolock)
200 U SuperScript Il enzyme

Se incuba a 50°C durante 60 minutos. Se inactiva la enzima por calor, calentando

a 70°C por 15 minutos.

PCR con enzima Pfu DNA Polymerase de Promega

5 ug de ADNc obtenido en los pasos previos se utilizan como molde en reacciones
de 50 pl de volumen final, conteniendo:
- 1 x Reaction Buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 100 mM KClI,
100 mM (NH,)),SO,, 20 mM MgSO,, 1 mg/ml nuclease-free BSA, 1%
Triton X-100)
- 0.2 mM dNTPs
- 0.4 pM cebadores FureA2 y Sp2ureA (para amplificar ureA)
F2598ureA y R2598ureA (para amplificar
ANID_02598.1)
F7373ureA y R7373ureA (para amplificar
ANID_07373.1)
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F7557ureA y R7557ureA (para amplificar
ANID_07557.1)
- 1.25 UE Pfu DNA Polymerase

PCR anidada con enzima U-Taq

Se utilizan 2 pl de los productos de PCR obtenidos en la ronda anterior como
molde en reacciones de 50 pul de volumen final conteniendo:
- 1 x Reaction Buffer
- 0.2 mM dNTPs
0.4 pM cebadores 2598 Fint y 2598 Rint (para amplificar
ANID_02598.1)
7373 Fint y 7373 Rint (para amplificar
ANID_07373.1)
7557 Fint y 7557 Rint (para amplificar
ANID_07557.1)
- 3 UE enzima U-Taq Dna Polymerase

Los cebadores fueron disefiados empleando las herramientas informaticas que se

encuentran disponibles en linea:

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi y

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/.

Tabla - Nombres y secuencias de todos los cebadores (sentido 5’ - 3’) empleados en
lac rearcinnec da RT-PCR v de PCR anidada

CEBADOR SECUENCIA

FureA2 GTTCTTCGGTTATCCAAAATGG
Sp2ureA GATGGCTTCCAGGAATGTGT
F2598ureA CATTGTCGTCGTCCTCATCG
R2598ureA ACCAAAGTTGGAGCAGGTGT
F7373ureA GCACAGTTGCTTATGAGTATGG
R7373ureA TTGGATTTGAGCGTGACGTA
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http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/

F7557ureA CAAGATTCGAGTGCCG
R7557ureA TTTGCCAGAAGGCAGTATCC
2598 Fint AGTGGGAATTTCATGCAAGC
2598 Rint TGCAGAATCCCGAAGAGAAT
7373 Fint CCCGTACTGCCATACATTCC
7373 Rint GGCTGTCTTGAGGAGATCGT
7557 Fint ACGTCTTTGGCTGTGCTTCT
7557 Rint GAACCAACCCCCAGATGATT

6.5 PCR de fusion

Se empled la técnica “Fusion-PCR” (Szewczyk, 2007) para obtener la construccion
5’UTR 2598.1::pabaA::3’UTR 2598.1 (“A2598”). Esta técnica se desarrolla en dos
etapas. En una primera ronda de PCR se amplifican por separado los extremos 5’
y 3’ UTR del gen 2598.1, y por otro lado el gen pabaA de una cepa wt. En una
segunda ronda de PCR empleando cebadores anidados, se ensamblan estos tres
fragmentos, obteniéndose la construccién, lo cual es posible gracias a las
caracteristicas de los cebadores. En este caso, uno de los dos cebadores
utilizados para amplificar las regiones 5’ y 3’ UTR del gen ANID_02598.1
contienen, ademas de secuencias complementarias a éste gen, una secuencia
extra de aproximadamente 20 nucle6tidos que complementa, en un caso con el
extremo 5’ UTR del gen pabaA y en el otro caso con el extremo 3’ UTR del gen
pabaA. De esta manera, estas secuencias adicionales actlan como cebadores
durante la segunda ronda de PCR, permitiendo que los tres fragmentos se

fusionen y que la construccion se amplifique.

Primera ronda de PCR

Para la amplificacion de pabaA y de 3’'UTR2598.1 se utiliza la enzima Pfu DNA
Polymerase. Se utilizan 50 ng de ADNg de la cepa MVD 10A como molde en

reacciones 50 ul de volumen final conteniendo:

52




- 1 x Reaction Buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 100 mM KClI,
100 mM (NH)),SO,, 20 mM MgSO,, 1 mg/ml nuclease-free BSA, 1%
Triton X-100)
- 0.2 mM dNTPs
0.4 uM cebadores: paba2598Fw y 25983UTRRv (para
amplificar 3’UTR2598.1)
pabaFw y pabaRv (para amplificar pabaA)
- 1.25 UE Pfu DNA Polymerase

Las condiciones de amplificacién son las siguientes:

= 3’UTR2598.1: una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos,
seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 53°C, 2:20

minutos a 75°C, y una etapa final de extensién de 10 minutos a 72°C.

e pabaA:. una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos,
seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 6

minutos a 72 °C, y una etapa final de extensién de 10 minutos a 72°C.

Para la amplificacion de 5’UTR2598.1 se utilizan 50 ng de gDNA de la cepa
MVD10 A como molde de reacciones de 25 ul de volumen final conteniendo:

1x KAPA HiFi Reaction Buffer

0.3 mM dNTPs

0.3 pM cebadores: 25985’UTRFw y 2598pabaRv

0.5 UE KAPA HiFi DNA Polymerase

Las condiciones de amplificacién son las siguientes:

e Una etapa inicial de desnaturalizacién a 95°C por 2 minutos, seguida de 30
ciclos de 20 segundos a 98°C, 15 segundos a 60°C, 90 segundos a 72°C, y

una etapa final de extension de 5 minutos a 72°C.
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Sequnda ronda de PCR

Se utiliza una relaciéon molar de 1:2:1 (60:120:60 ng) para los fragmentos
amplificados 5’UTR2598.1, pabaA y 3’UTR2598.1 respectivamente en reaccion de
50 ul de volumen final conteniendo:

- 1 x Reaction Buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25°C), 100 mM KClI,

100 mM (NH)),SO,, 20 mM MgSO,, 1 mg/ml nuclease-free BSA, 1%

Triton X-100)

- 0.2 mM dNTPs

- 0.4 pM cebadores: 25985N y 25983N

- 1.25 UE Pfu DNA Polymerase

Las condiciones de amplificacién son:

e Una etapa inicial de desnaturalizacién a 95°C por 2 minutos, seguida de 10
ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 8 minutos a 72°C,
seguida de 15 ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 8
minutos + 20 segundos por ciclo a 72°C y una etapa final a 72°C por 10

minutos.

Tabla - Nombres y secuencias de todos los cebadores (sentido 5’ - 3’)empleados en las
reacciones de RT-PCR y de PCR anidada.

CEBADOR SECUENCIA

paba2598Fw TGTCCAGATGATGGGCGGATACCTCGTCTCGCTTTGCAAGCAGTC
25983UTRRv CTGTGCGGTTCTTCATCATC

PabaFw TTGCCAGATCTGTAGAAAGG

PabaRv GAGGTATCCGCCCATCATCT

25985’UTRFw AAAAGGCAGTCCAGCTCTCT

2598pabaRv GCAGACCTTTCTACAGATCTGGCAATCTGTGATGCTAGCGTAGC
25985N TCAAGGCTAAGCTGGATGCT

25983N CATCCTTTGGGCCTCTGATA
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6.6 - Generacion de la cepa MVD 26 yAZ2 riboB2 pyroA4 pabaAl Anku::argB
por cruzamiento de la cepa MVD 13A x P002 (Todd et al., 2007)

- Se inoculan las cepas parentales a una distancia de 5 mm en una placa de
MC 1.3%. Es importante que las cepas estén lo suficientemente cerca de
manera que lograr hifas anastomosadas. También se recomienda el uso de
cepas parentales de distinto color para distinguir claramente el cleistotecio
hibrido.

- Se incuba por 48 horas a 37°C.

- Se corta con navaja o bisturi estéril la region donde se juntan los
parentales y se transfiere a placa pequefia de MM con fuente de nitrégeno
y las auxotrofias compartidas por ambas cepas parentales.

- Se incuba por 48 horas a 37°C.

- Se sella la placa con cinta adhesiva para excluir el oxigeno. La exclusiéon de
oxigeno promueve la formacién de cleistotecios.

- Se incuba durante dos semanas aproximadamente hasta observar
cleistotecios.

- Se selecciona 1 cleistotecio maduro y se transfiere a una placa de agar 2%
utilizando un anza estéril. Se observa el cleistotecio bajo lupa y se limpia.
Para esto se debe rodar el cleistotecio por la placa hasta que se encuentre
libre de hifas, células de Hiille y conidi6éforos. Se esteriliza el anza
periddicamente durante la limpieza. Se recomienda repetir este paso con 4
cleistotecios en total, ya que algunos pueden no ser hibridos.

- Se transfiere cada cleistotecio con anza estéril a un eppendorf conteniendo
de 100 a 500 pl de 0.1% Tween 80. Se rompe el cleistotecio apretandolo
contra las paredes del tubo. Cuando se rompe se liberan ascosporas rojas
facilmente visibles. Se homogeniza con Vortex la suspension.

- Se toman 5-10 ul de la suspensiébn y se estrian en MM amonio
suplementado con las auxotrofias compartidas por ambos parentales si
corresponde.

- Se incuba durante 48 horas a 37°C.
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- Se elige como candidato uno de los cleistotecios crecidos. Se toma la
suspension de ascosporas correspondiente a éste cleistotecio, se
homogeniza por vortex y se diluyen 2-3 ul en 100 ul de agua estéril. Se
plaguea esta dilucion en en MC 1.3%. Es importante aclarar que la
concentracion de la dilucion puede variar y puede ser necesario realizar
nuevas diluciones y volver a plaquear de manera de obtener no mas de 50
colonias por placa.

- Se incuba durante 48-72 horas a 37°C.

- Se transfiere la progenie aislada a una placa madre (MC 1.3%), que
contenga a modo de control ambas cepas parentales.

- Se incuba por 48 horas a 37°C.

- Se realizan réplicas en MM 1.3% con amonio y los marcadores necesarios o
seleccionados para analisis fenotipico. En estas replicas se realiza una
placa que contiene los suplementos para todas las auxotrofias
involucradas en el cruce y otras en las que se excluye un suplemento a la
vez, de modo que las cepas auxétrofas para éste no seran capaces de
crecer.

- Se selecciona la cepa de interés.

- La delecién del gen nku fue corroborada por PCR. Previo a ello se realiz6
una extracciéon de ADN de la cepa MVD 26, y se realizé la amplificacion
utilizando cebadores especificos, que solamente permiten amplificar un
producto si nku esta deletado, estando la regién codificante sustituida por
el marcador argB. El cebador “directo” utilizado hibrida sobre argB,
mientras que el reverso lo hace sobre la region 5’UTR de nku, que se

mantiene en la cepa deletada.

Extraccion de ADN

- Se filtran 500 ml de un cultivo de A. nidulans crecido hasta 20 horas a
25-30 °C.

- El micelio obtenido se congela con nitrogeno liquido y se muele con
mortero hasta obtener un polvo blanco.
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- Se agrega 800 pl de solucién de extraccion por cada 200 mg de micelio, se
homogeniza bien y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente.

- ElI ADN se extrae primero con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
y luego con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se centrifuga a 2.500g
por 10 minutos a temperatura ambiente.

- El sobrenadante final se precipita con dos volumenes de etanol 95% en
presencia de 0.3 M de AcNa y centrifugando 10 minutos a 11.600 g.

- El precipitado se lava con EtOH 70%, se seca y se resuspende en 50 ul de
buffer Tris-EDTA 10-1.

- Se incuba 30 minutos a 37 °C con RNAsa 10 ug/ml final.

- ElI ADN se cuantifica por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1

%, utilizando un marcador de peso molecular de 1 Kb (ver 4.4).

Soluciones:

Solucién de extraccién: 0.2 M Tris-HCI (ph 7.5), 1 % SDS, 1 mM EDTA.
Buffer Tris-EDTA (TE) 10-1: 10 mM tris.HCI, T mM EDTA(pH 8).

PCR para verificar la delecion del gen nku con enzima Taqg Long

Se utilizan 10 ng de la cepa candidata MVD 26 como molde en reacciones de 50 ul
de volumen final conteniendo:

1 x Reaction Buffer

0.3 pM cebadores ArgB-Fw y nkuA-Rv

0.2 mM dNTPs

0.50 UE Taq polimerasa (Expand Long Template PCR System)

Las condiciones de amplificacién son:

e Una etapa inicial de desnaturalizacién a 94°C por 2 minutos, seguida de 30
ciclos de 20 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 4:30 minutos a 68°C, y
una etapa final a 68°C por 10 minutos.
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6.7 - Transformacion de A. nidulans (Szewczyk et al., 2007)

Produccién de protoplastos

- El dia previo a la transformacion se inoculan 400 ml de MM (con los
suplementos correspondientes) con una suspension de 3 placas de conidias
en 30 ml Tween 80-4 (0.1%).

- Se incuba de 11 a 12 horas a 25 °C con agitacion fuerte. Se observa el
cultivo al microscopio, y se detiene la incubacion cuando las esporas hayan
comenzado a germinar. Para obtener una buena cantidad de protoplastos
es muy importante que el cultivo sea joven.

- El cultivo se filtra sobre blutex, se lava el micelio con agua estéril y se seca
entre hojas de papel estériles.

- El micelio seco se pesa por diferencia en un falcon estéril y se resuspende
en soluciéon B, a razon de 10 ml/g de micelio. Se mezcla bien con vortex
para favorecer la actividad de las enzimas.

- Se transfiere a un matraz estéril y se agrega la enzima comercial Glucanex
a razon de 300-400 mg/g de micelio (también puede utilizarse Novozima a
razon de 20 mg/g de micelio).

- Se anaden 3 a 7 mg de albumina de suero bovino (BSA) por gramo de
micelio y se incuba con agitacion suave (100 rpm) a 30 °C durante 120
minutos. La formacion de protoplastos se sigue al microscopio.

- La suspension de protoplastos se transfiere a tubos Corex estériles y se
agrega lentamente por las paredes del tubo un volumen igual de solucion
D. Se forman dos capas. Los tubos deben mantenerse en hielo.

- Se centrifuga 10 minutos a 6000 rpm (en rotor vacilante de 142 mm de
radio) a 14 °C. Los protoplastos formaran una capa blanca en la interfase
que se transfiere con pipeta Pasteur a otro tubo Corex estéril.

- Los protoplastos recuperados son lavados agregando 5 ml de solucién E y

se centrifuga 10 minutos a 4000 rpm.
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- Los protoplastos se resuspender en 5 ml de solucion G, se realiza un
recuento de los mismos en célula de Thoma y se centrifuga 10 minutos a
4000 rpm.

- Una vez finalizada la centrifugacion, los protoplastos se resuspenden en un
volumen de solucién G tal que se obtenga una concentracién de 2-5 x 107
protoplastos/ 100 pL. Se transfieren 100 uL de la suspension de

protoplastos a 2 tubos eppendorf.

Transformacion

- A 100 pL de suspension de protoplastos se agrega no menos de 250 ng de
ADN en un volumen menor a 15 uL de Buffer TE y preferiblemente en
menos de 10 uL. En paralelo se realiza un control negativo, al que se le
agrega agua en lugar de ADN.

- Se homogeniza con vortex de 6 a 8 veces por un segundo a maxima
velocidad.

- Se agregan 50 uL de solucion PEG recién filtrada.

- Se homogeniza por vortex 3-4 veces por un segundo a maxima velocidad.

- Se pone en bano de agua fria por 25 minutos.

- Se agrega 1 ml de solucion PEG recién filtrada. Se mezclar la solucion PEG
con la suspension de protoplastos mediante el uso de una micropipeta
(tomando cierto volumen para luego tirarlo nuevamente en la solucion,
hacerlo por lo menos 10 veces). Se deja a temperatura ambiente por 25
minutos. Si la transformacion es exitosa, protoplastos fusionados pueden
ser observados en la mezcla de transformacion.

- Se plaquea la mezcla de transformacion en placas de seleccién. Las placas
deben tener 1.0 M de sacarosa mas los suplementos correspondientes para
la seleccién. Deben estar bien secas. Para las placas de Petri de 100 mm de
diametro, se utilizan 115 pul de mezcla de transformacion para que pueda
ser plagueada por toda la superficie de la placa. Si se quiere plaguear un
volumen menor, se puede poner un cierto volumen de solucién PEG arriba

de la placa y a ese volumen agregarle el volumen de mezcla de
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transformacion deseado de tal forma que, volumen de mezcla de
transformacion + solucion PEG = 100 pl.
- Se incuban parcialmente las placas overnight boca arriba a 30°C o 37°C. Al

otro dia las placas deben ser invertidas.
Soluciones

B: 1.2 M MgSO,, 10 mM ortofosfato (pH 5.8)
Pesar el MgSO,, agregar H,PO, y agua (no completar a volumen),
agitando con agitador magnético, agregar NaOH; cuando se
disuelve el precipitado medir pH, no pasar de pH 6 porque se
forma un precipitado insoluble. Se filtra, no se esteriliza por calor
humedo.

D: 0.6 M sorbitol, 100 mM trisCl (pH 7.5)

E: 1 M sorbitol, 10 mM trisCl (pH 7.5)

G: 0.6 M KCI, 50 mM CaCl2

PEG: 0.6 M KCI, 50 mM CaCl2, 75 mM PEG (= 25% w/v). Filtrar antes

de usar.

Las soluciones D, E, G y PEG se esterilizan por calor humedo (105°C por 20

minutos).

6.8 - Analisis electroforético de ADN

Los ADNs se analizan por electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE 1x
(40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA (pH 8)) con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Las
muestras de ADN se cargan en el gel con ayuda de un buffer de carga 6X (50 %
glicerol, 0.02 % azul de bromofenol, 0.002 % xylencianol). Como referencia de
peso molecular se emple6 el marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder
(Fermentas) y el marcador GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), segun
corresponda. Las corridas se realizan aplicando un voltaje de 9 V/cm y el ADN se

visualiza por exposicion a luz UV de 302 nm.
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6.9 - Purificacion de bandas de ADN

Para la extraccién y purificacion de las bandas de ADN a partir de geles de
agarosa se utilizo6 el kit de purificacién “GeneJET™ Gel Extraction Kit” de la
empresa Fermentas. Una vez purificadas, las muestras de ADN fueron
cuantificadas comparando la intensidad de la banda obtenida con la del marcador

de peso molecular.
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8 - ANEXO

Secuencia gendmica del gen ureA

AGTAGTCTCGCCAATCTTGTCTCAGTGTGCTTTGCCCGCAAATCTCGTTCTAGACTGGTATCTTGCCTCGCTA
CCGGCGGGAATACGAAGTATAGGTAAGGGTCTGCATGGTTCACCTCAACAGCCGCCTATCGACTTAATCCCGT
CATGGATGTCAAGGAAACGCTTGGATTGGGGCTGGATTGTAATTAGAAATATATGCCTTGAATCTCATTCGAC
ACTAGTTAACTCACGARACCTGGAGCAGTCGAAGATAGTATCACACCCCACGCTCCAAGCCTCTGGGGTCAGC
TTGTCCTGGGTCCATGTGGTCGATGCAC
CGATGACAAGGGAGATCAGATAAGGAATCCAGATCTCGAAGCCACGGGCARACGCGGTATTCGCTACCCGGGT
CCTGGTTTGTGGGAATGTTAACGATCTGTAGCCTCTAGTAATCATTCAAGTAACCTGTGGGCTCTTCGCGTAT
GGCATATTCGGCGTATTCTATGGGCTCTTGAGTCCTGGGCCTTTGAGGTATATCCTCTCTAACTGCCCGCAGA
ACTGGCGAAAACTCATTGCAAGAACTTTTTGTCACCATTGTATGCTTACCTGGGCACTGTGGGCAGGCCTTCT
TGGGAGTCCAACCCTCCTACGGTCTACTTGGGATTAGGACGATATTCCTCCCTACTTCGTAGACTAACTCCCA
GTGGAAGCATTTGGGGGGAGAGGTTCGATGTGTGGATTATAATACTCTTGGGCGAAGAGACTGTTGCTATTGG
TCTAGCAGAAAGACAGGACGAGTTCCAAAACGGCTTGAGGTTGATAAGTGCTGAATATATTCCCTGTGCCAGA
GGAGCCGTAGTAACCCTGATAGGCATTTCCAGGGAGACAGCTGCACGTAGTCGGACAGTTCGGAGCTCTGGAC
ATGTGGGGGAGCACAGAATCGAAAAGATTAGTGGGAGTATCGAGTAAAACGTTATCTGCAGTCAAGTTATCAG
TTCTCGAGAATGACCATGGCCCTTCTCTTCAATGCGTGCTTCGGCCATGGCCGGCCCGTCCCCAGTTCAACTG
TCGGGCCCGCTTATCAGCTGGCTTTCCCGTCCAATGGGATCACGTCAAGCTTTCCTGATAAGCCTACAATTTT
CCAATGGGATGATTTGCTTCTTCATCCACCACGATAACGAAACATCCTGCCCAGTAAGGTTAACTCGCTGCTC
CAGGCCATTCTTTTCAGAGACCCTGAGTACGAAGTGAAGGAATGATGGAGAAACCAAGAGCTATGCCAAGCTC
AATCCTTTATT
ACGAAACATGGTCGTCCTTATCATGCCTTCCACGAGCTGGGACAGCTCTCCTTGTATCAGCCTCGTTCTTATT
TATCATTGCATCGCCAATAATTACTTGTCTATCGCGAGCTTCATCGATACTGCTTGAAGGTTGACGCAGCGGG
ATCGGAGATTTAAGTCCTTATATCAGCCCGTCAGTCCCTGCTCTGAGTTGTCGCCATCACAACCTTAAAGATC
TGGAAACTGCAGACACCAGACTGCCTGAAATTGTACTACGAAGTAGAGCAGTTGTTTTCTGTTGAGGTTGCTA
GTTCTCCACTGGTTCTTCGGTTATCCAAAATGGT TGCGGTTATAGCTGCCCCCGATGAAGCCGGGGTAGAGAC
CGTTACGTTCACTGCTCCCCTCACCCAAGGGTTTGGGTACGGGATCATCATCGGGCTCGGGTTCGCCTTTGCC
CTGGTCATGATCTTCATCACCTGGTCCCTAAAGAG]

G 2 TCAACATGAGATTATCACGTCTGAGATGTTCTCCACAGCTGGACGGAGTGTCAAGTCTGGCCT
GGTGGCCTCTGCTGTCGTGAGCAGTTGGACCTGGGCAGCTACTCTGCTGCAATCTTCGGCCGTGGCCTACCAG
racccecaccTceeeeeceTTCTTCTATGCATCGC
I G CGCCACCGTTCAGATCATCTTGT TTGCAACGCTCGCCATTGAACTCAAGAGACGCGCGCCTA
ACGCACACACATTCCTGGAAGCCATCCGTGCCCGTTACGGTACCGTCGTACATCTCGTCTTCATCGTTTTCTG
CCTGATGACCAACATCCTCGTTACGGCCATGCTGCTCACTGGCGGCGCAGCGGTGCTCAACTCTATGACTGGC
GTCCCAGTTGTTGCAGCCTGCTTCCTCCTCCCAATCGGTGTGGTTCTGTACACCCTTTTCGGAGGCATTARAG
CAACATTCATCACCGACTATATGCACACTGTTGTCATTGTCGTGATCATCTTCATCTTCGCTTTCTCTGCCTA
CGCCAGCAACGACCGTCTTGGCTCCCCCGGCAAAGTCTATGACCTCCTCGTCCAAGCTGCTCTGCGCAATCCG
GTTTCAGGGAACGCTGAAGGTAGCTACCTCACCATGCGCTCCAAAGATGGCGGTATCTTCTGGGTCATCAACC
TCGTCGGTAACTTCGGCACTGTCTTCCTGGACAACGGCTACTACAACAAGGCCATCGCCGCGCACCCAGTCCA
CGCTTTCCCTGGATATGTCATCGGCGGTCTCTGCTGGTTCGCTATTCCCTGGCTCTGCGCGACAACGATGGGT
CTCTCTGCACTTGCGCTAGAGGGAACGCGCCGCATTGCCTCCGTTGACGTAACAGCCGGCCTCGTCCTTCCCT
TTGCATCTGTCGAACTCCTCGGATATAGTGGCGCAGTATGCACAACCCTTATGATCTTTATGGCCGTGACCTC
TGCCTTCTCGGCCCAGCTCATCGCCGTGTCCTCGATCCTCACCTACGATATCTACCAAGCCTACATCAACCCT
GCCGCAAAGGGCAAACGCCTCGTCTGGGTCTCGCACCTCTCCTGCGTAGTCTTCGCAATCGCGATGGCTGCCT
TTGCGACAGGTCTTCACTACGCTGGTATCGGTATGGGCTATCTCTACCTTCTCATGGGCGTCATCATCTCCTC
AGCCGTGTTCCCGGGCGCCATGACCCTCGTCTGGAAGGGGCAGAACTGGATCGCGGCAGCCGCCTCTCCAGTT
TTGGGCCTCGCAATGTCCCTGGTTGCGTGGCTTGTTACAACAAAGACAGAGTATGGCGTCTTCACCGTCGAAR
CCACAGGAGCAAACTACCCCATGCTAGCGGGCAACGTCGCCGCCCTTCTCAGCCCTGTCGTCTTCTCGCCAGT
CTTGACATACCTCTTCGGCCCTCAGAATTACGACTACGAATCCATGCGCGCCATCCGCAAAGTCGATGACTCG
GATGTCGCCGCGGCGGCGCACGTCGACCTCGAGCTCATTCCCGGCGCTTCCAATACAAACTCGTCCCCTTCAC
AGCAACAGCAAGAGGAAGAGGAAATAAGAAAACTCAACAAAGCCGCATTTATTTCCCGCTGTCTCACAGTTGG
CATGGTAATTTGTTTCTTGATCCTCTGGCCTATACCCATGTATGGCAGCGGGTACGTCTTCAGCAAGAAGTTC

67



TTCACAGGCTGGGTTGTTGTGGGCATCATCTGGCTCTTTGGGACTGCGTTCGGGGTGATTCTATTCCCGCTCT
GGGAGGGTAGGAGCAGTATCAAAAGGGTTGGTAAGCTTATGCTGCTCGATGCGATGGGAAGGCAGTGGAAAAG
CAGTGCTCTGGTAGGCCAGGGAGACGAAGAGAGTGAAGAGTCTGGGTCTGGTGCTGTTACACCGAGCGAGAAG
ATTGTTGCAAAATGAGTGTGTTCATATATCTTGCGTTGTTGTGTGTTCAGCTAGCTAGATTCATTTATGTTTT
GCGTTTGATTCAATTATACCCCACTCGTTACACATGTACCAAGTTTTTATACCAGGGTGGCGACCAGCGTTCA
TGATAAGATAGCTTATATAGAATATGGCTATTTCATTAAGCATTATAATTCATTCTTACGGACCCTAGCTGAA
GCAGTTATGTCGTCCAAGCCGTCATTAACTTTATAGAGCGAAATATAGAATTACAAACTGGAAAGACAAGAGC
AATGTTCCCTCCAGAGATCAACCCCAACAGACCATAGAACAGTAACTTAGGTATCGTCATCAATCTGAGAGTA
AACTCCAGTCTTTCGAGGACCTGACGAACACTGCCTCAGAGGCATTTGCCATGAGCGCATCACTTATACGCAT
ACGGCTGTGGTGGCGGTGATGTAGCCCCCGACGCTACGGGAGGATACTGCATTTGCTGCTGCGGGGTTTGCTG
CTGCTGATACCCCCCAAAGTATGCCTGCGGCGGAGGTTGTGGTCCGTAGCCTGCATTTGGGGGCGGCCGAGTG
TCTGGGTTAATATCGGGGCGATCACTATTCTTGTTAGTTTATGAACAATATAAGCATGTACTGAGAAGCAGTG
GATCAGATGAAAAAAGGAGAGCATAAGGCAAGGGAAGGATATACCGCAAGTCCTGGGTAAATCGGCATGTGTA
GCATGTAACTTCCTTGTACTTGTGCATTGCTAATGGGATCACGGGCTGTATGGGATATGTCAGTTCCTTTTCT
TCGGTACAATACTGCCTTTAGCAAAGGCAGGATAGTGCCATACAATGAAGCAGATCGTGAAGAATGGCCTGTA
TACATGCGTTAGCCCCAGGCGTAGTTAGTTAACTCAGGACAACATACCATCGTGTCACACACCGTCCATTCCA
ATGGTTGCCTGTACGGAGTTTAGTGCCAGATCCATTGGTAACTGTTGAACAGCAGCCACGCCGTGTCCTTGTC
TCAGAAATCGGGACTA

Referencias:

Verde: intrones

Amarillo: cebadores RT-PCR

Letras en negro: Regiones no codificantes
Letras en rojo: secuencia codificante

Secuencia genomica ANID_07373.1

BTGAGCTCTACTGTCGCACCTGTCCTACCTCAAGGCGCCGGGTACGGCGTTGTCGTTGGCATTGGCCTCTTCT
TCGCACTGCTTATGGCATGTGTGTCATACCTACAAG OO e
AACCGATACACGCAGTATTCAACGARAACTAGCGAGGAGTTCAATACGGCCAGCCGCAGCGTCAA
GCCTGGCCTAATCGCTAATGGAGTGGTGTCCGCATGGACATGGGCAGCGACTCTGTTGCAAAGTAGCACAGTT
GCTTATGAGTATGGAATCTCTGGTCCGTTCTGGGTAG

TTCAACTGTACAGATCTTCATGTTCTCCGTCTTAGCTTGCAAGGTCAAGCAAAACGC
Bl 1 TGAGATTGTTTATCATCGCTACGGGCAAGCGACGCATCTTGTGTTCGTATTTTTTGCCCTTATGACCA
ATACTCTCGTTGCGAGCCAGCTGTTGCTTGGAGGCAGTGCGGTCGTCACAGCCCTGACCGGCATGAACGTCTA
CGCGGCTGTCTTTTTGATCCCCCTCGGCGTCTGTATCTATGTCGTTCTCGGTGGCCTGCGGGCGACGTTTCTA
TGTGATTACACTCACACAGTCATTGTCATGGTCATCATCCTCTACTTCATGTTCGACGTCTATACGAGAAACG
aGcTGATCGGTTCGCCCTCTCAGATGT N - C 2 GT TGAACGTCCTGTAGAAGGGAA
CATAGAGGGGTCGTACGTCACGCTCAAATCCAACTCTGGTCTTGTATTTGGTGTTATCGAGCTATGCACCGGC
CTAAGCACGGTATTTCTTGATCAGGGCTACTGGCAGCGAGCCATCGCCAGTCGGCCCACCACCGCTGTCCGGG
CCTATATCATGGGCGGCTTGTCCTGGTTTGCAATCCCCTTTGGATTCGCAACCACCCTGGGTCTTGCCGCTGT
AGCGTTAACGAACAACCCCCGGTTCCCGACTTACCCGAACAATATGACAAGCAGTCAGATCTCAGCAGGTCTC
GCGGCTCCATTTGGCGCCACAGCCCTTGCCGGGAAGGGCGGTGCGACTGCCTTGCTTTTGACACTGTTCATGG
CCGTCACCTCCTCCGCCTCGTCTCAACTCATCGCCGTATCGTCGATCCTGACATTCGACATTTACAAAACCTA
CCTCAAGCCCAAGGCCACTCCTCAACAGCTCATCTTCGTCTCCCATATAATGATCTGCATCTTCGGCGTGGTT
ATGGCGTGCGTTGCCTGCCTCTGGAACGGCATCGGGATCGACCTGGGCTGGCTGTTCCTGGTAATGGGTCTCT
TGATTGGCGGTGCGGTCTTCCCGGCTGCATTCACCATCCTCTGGAAAGGACAGACGCGCCTAGGTGCTGTCTG
CGGTGCAATTGGTGGCCTGGCAGCTGGGCTGATTGCCTGGCTGGTTGAAGCCAAAGTATACTATGGCAACTCA
CCGTAGCTACAACAGGTGCCAACTACCCCACATTGGCCGGGAACATGGCGAGCGTCTTGACTGGTCTCATTCT
CACTGTTGGAATCTCTCTTCTCAAACCGGATGACTTCAACTGGGAAAAGACCCGAGCTATTAACGCGCCAGCT
ACATATAACCCGGAACCCGTCATCGAATCTAAACCTCCCATGGCGATCAAGACGACGCGCGTTGACCAAAGTG
AGAAAACAGCAGACTCTGCGGTCATCGAGGATCCAAAAGCTCTACAGAAAACATTCGTCATGGCCGTCGTTGT
ATCTGCCGTTCTGTCGCTGATCATGGACATCATTATCCCAATTCCTATGTTTCTTAGCCATTATATCTTCTCC
AAGGGCTTCTTTACGGCGTGGGTAGTAATATCGTTTCTCTGGGTATTTGCCGCCTTTTTCCTCTGTGGGATTT
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TGCCAGTCGTTGAGACGAGGCGATTCTGGGGGATGCTGTTTAAGAGGATGTTTGGAAAGAAAGTGGTCTTGGA
TGCGCAAGTGCAGCAGGGACAGAGTTCTGAAGACGACGCGCAACGCGCGAGCAAGGACTCAATAGCC-

Referencias

Verde: intrones
Amarillo: cebadores RT-PCR para amplificar ANID_07373.1
Rojo: cebadores “nested-PCR” para amplificar ANID_07373.1

Secuencia genomica ANID_02598.1

-GCAGAGACAGCGGTTCAACCGCCGCTGTCGCAGGCGGTTGGGTACATTGTCGTCGTCCTCATCGGAGCCA

TCATCGCTCTGG] TGATGATGTTG
GTTACCAAGGTGCTCAAAAAGACAACTGGGGAAGACAACAAAAAGACCGAGAT
ACTGCCTCAGCTGTTATCTCG

-TCCTGGTTATGGTCAACTCAGCTGCTCGGCTCTTCTTTCACCGGCTACGACTATGGCGTTTCTGGCCCCT
TCTGGTTCGCTGCCGGTTGCAGTCCCATGATCGTCTTCTTCGCCCT GCAAGAT
CCCAGAGGCCCACACCTCGCTCGAGGTGGTTCGCATTCGATACG

I G CCACATTGCCCACGCTGTCTTCATGGTTCTCTGTCTTGTGAACAATATC

TTCGCCAGCGCCAACATGCTTCTCGGTGCATCGGCTGTGATCTCGGCAAT

TTTCCTTACCGACTACTTCCACACAACCATCATTCTCATCATTGCCTGCTATTT
CTCAGTCAAGGCATTCCAGTCTGACCAAATCGGCTCGGTTGGCAACTTGTACGAGCTTCTCAAATCGGCTGGC

CAGCGGCACCCTGTCTCTGGGAACCAGGATGGAACGTATTTAACCATGACCTCCAAAGAT

CCAACTTTGGTCTTGTGATT
CGAGCTATTTCATCAAGGCGTTCTCAGCCTCGCCCAAGGCAGTTGTCCCAGGATACGCGATTGGAGGCGCCAT
GTACTTCTCTATTCCATGGGCTCTCGGGACGGTGATGAGCTCTGTTGCCCTGGGGTTGGAGAACCAGCCCAAT
TTCCCAACCTACCCTCG
2 G2AATGACTTCCTCTGAGGTCAGTGGTGGTCTTGTTCTCCCGTACGCCGCCATGACCATTGCAGGCAAAG
GAGGAGCTGCAGCGGTCCTTCTCATGATCTTCATGGCTGTGACATCGACCCTATCTGCCCAGGTGATTGCCGT
AAGCTCCATCCTGAGTTTTGACGTATATCGCGAGTACTTTAAGCGATCTGCGACGGACCGAGATGTAATCCGT
GCCAGCCACCTTGGCGTCATCTTTTTCGCGGCCTTCTGCGCTGGATTCAGTACGATGCTACACTACGTGGGCG
TCGATCTCGGCTGGACACTGTACATGCT TGl SOOI
I G TGGTTACCTGCCCAGGAATCTTCCCTATGGTCTTCACCGTGCTCTGGCGCCG
ACAGAGCAAAGCTGCTGCCATTTTGTCGCCTATCCTGGGATTAGCAACTGGTCTAGCCGTCTGGCTTACCACT
GCCGGTCATTTCGGAGGCGAGGTGACCGTCGCTACCACTGGCCAAGTGCTACCGTGCGTCTATGGCACCGTGG
CCTCGGCCTTCTCGCCCATCCTCTACTCCGTCCTGATCACGCTTATTCGCCCACAGGATTATGATTGGAGTGA
TTTCAAGAAGGAGAAGCTGTCGCTGGAAAAACTCGAGAGCGATTTGACCACAGTGCACCATGAAACACGCGAC
TCCACAGCAGGGAGCATTGAGGACGGAGGCGTGAACAGCGCTGCTGTGAAAGCACAGGAGCTGAAGCGATGGG
GTCGGATTGCAGCCTTCTGGGCGGTCGCGACATTCTTGGGCCACTGGGTGCTGTGGCCACTTCCCATGTATGG
CTCGCACTATGTGTTTGGCAAGGGGTTCTATATTGCTTGGGTAGTGGTTGCCATTATCTGGCTTTGGGCAACA
ATGTTCGTTGAGACGCTCTACCCCATTGTCGACGGGGGTTACCAGCAGATTTTGCAGGTCTACCGAGGCCTTC
GTGGACGACAGCCATTGCCCGCCGTTGCAAAACCTGGAGGAGAGTCTGCGGATGGTTCAATAAGTGATGGCGC
GCAGGGCGAGCAAGTTAAGGCTHER

Referencias

Verde: intrones
Amatrillo: cebadores RT-PCR para amplificar ANID_02598.1
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Rojo: cebadores “nested_PCR” para amplificar ANID_02598.1

Secuencia genomica ANID_07557.1

BfGTCTTCAGTCGGAACTGACCTAATCCCTCAGGGAACGGCGTATGGCCTGCTTATTGGCCTCGGCGTCCTCT
TCTGCGGGGTGATTCTTATTGCCATCAAAGTGCAGAAGGCCTATCTATCCGAGGATTCAGCAACTTCGGAGAT
GTTTATGGTCGCGAACAGATCTGTTGGAACAGGACTGACAGCCTCAGCGGTATTTTCGTCGTGGATGTGGATC
AATGAGACAGTTTTATGCGCCGCCATGTGCTATAGAGATGGATTGGCTGTGCCTTTG
I T G G T GGGGATCAGGTCTCTGCTTCCAGATTGCGCTCATGGCT
GCTCTCGGAGTCATGGCCAAGATTCGAGTGCCGTATGCTCATACTTCATTGGAGATCATAAAAATGAGATATG
GCACAATTGGACATTTGGTCTTCATCTTCTTGAACTTGGTCAACA - Tc2TTTT
AACAGGATCTCAACTGGTATCTGGAGTTTCTGGCATGCACTTTGTTGCAGCCACCATTCTGATTCCCTTGGGA
| S SO SAON ” ™ ™1, TACTGCTGTTG
GAGGTCTCAAAGCCACCTTTCTGACAGACTTCCTGCACACGGCTGTCGCCCTTATTCTCATTATATATTCTAC
CTTGTCTGTTTTGACGAATGAACATATTGGCGGACTGGGCGGTCTCTATGATAAGGTGATGGCCACAGCAAGC
GAAAACTATATCCCGGACAACTACGAGGGGTCATTACTCACCATGAAGTCAAAGGCAGC I
B G2 2ATTTGGGAACCTGGCCCTGGTCGTCATGGATACTGCCTTCTGGCARAAGTCCTTTGCCAGCGA
GGTCAACTCAACTGTACCAGCATATAACCTCGCCGCGATCGCCGTCTTTGGTATCCCATGGGGTCTAGGGACA
GTTCTTGGACTATCCGCCAGAGCACTTCATCTCACACCCATATTCCCGACATATCCCGCCGACATCACTGAGA
CAGAGGTCTCAACAGGTCTGGTGATGCCATTTCTTGTTARAAGCTCTCATCGGTGACTCTGGCATTGTCGCGTT
TTTCGTGCTTCTTTTCATGGCTTTGACTAGCACTGTATCGTCTTCCATGATTGCGGTCAGCAGTATCCTCTCG
TTCGACATCTACAAGACATATTTCAATCCCAAAGCAACAGACAGGAAGCTGCTCAGAGCAAGCCACGTCACCG
TGGTCATTCATGCAGTCTTCATTACCGGCATCTCAATTGCACTGAATTATGGCGGCGCCAACATGACCTGGCT
TGGTTACTTCAGACCCGTCCTTTCCTGTCCTGGAATCATTCCTCTCGGCCTGACTCTTTTCTGGAGCGGCCAG
ACAAAACTGGCCGCAATTCTCGCGCCTGTCTTGGGGTTTTTCACAGGACTCGCAATCTGGCTGGGTACCGCGC
ATGCTCTGTACGGCGAAGTGAACATGATAACAACAGGGAACCCCCTACCTGCACTCTACGGAGCTATTGGGTC
TTTTTTCTCCCCTGCTATCTACTCAGTTGTGATTTCTCTCTACAAACCCTACAAATTCGACTGGCGGATCTTC
CTCCGCATCGAACTCGCTGCGGAAGCCCAACTCCACAGCGCCGACAAATCAAAAGCCACAGTCATTGAGTCAG
AAGTGAAAGAAAAATCCGGTACCAATACCCCCAAGCGCGACACCTCGGACGCAGCCGCAGCCACAACCGCAAC
TGCGGATCCCGAACACGCAGCCGCCCTTGAGAAGCCCAATCCCGCATCAAGAGCAAATTCAACTCCCGTCTCC
GAATCAAGCCTAGACGACATTCGCCACCCCTTCGATGAAAAGACATTAAGAGAACTGTACCGCTGGATGAAGA
TAGCCTGGGTCATCTTTGTAGTCATCGTCCTGGTAACCTTCATCCTCTGGCCGATGCCGCTGTACCGGAATTA
CATCTTCAGCAAGTCGTTCTTCTCAGGTTGGGTATCCGTGGCTATTGTCTGGCAATTTTTTGCGTTCTCTGCT
GTTGTCATCTATCCGCTATACGATGGACGGTATGAGATCGACAAGGGCGCTCGAGG

Referencias
Verde: intrones

Amarillo: cebadores RT-PCR para amplificar ANID_07557.1
Rojo: cebadores “nested-PCR” para amplificar ANID_07557.1

Construccion “A2598”

Secuencia ANID_02598.1

TTCCTGAGGAAAGTTGTCGCGTGCGGGATAGGTATGTCTGCTGTGTTTACTGCCCACTACACAAGCTACCATA
GTGCAAGAGCAACTCAATGTGCATAAGTCAGGTGGCAGATCGTCTCACAAGCATCACAGGATGGCCCAACGAG
AAACTTTCATGCCAATGCAGGAAATAGGCTGACCATGTCTGACCCTCGTGCCGAAGAGAATCGTCGGAATAAC
TGGGTCCATTCCGCACGAGCGAAAAGGCAGTCCAGCTCTCTTACTGGAGAAGAGCATATTTTTGGATATTACC
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GGTGCCCCTCGTTCCGGGTGGCCAAGTCCAGATTGGAAAAGCCGTTAATCGCTCCGATTTGGGATCCAGCCCA
ACCGCTGATTGCATTCGATCACAATGGCTGCTGGGCAGCTAAGTCAGACCACACCATTTCTCAGCTTCAAGGC
TAAGCTGGATGCTAGTCATATATTTCTTGAAACGCACAGTTACGCGCTTAATGTCCTCAAATCGTAGAATTGC
TCTGCTTCAACCCATCAGTGGTGGCGATAAAATCGCCGACGGGAGACCTCCACCTAGAACGCTGAGGAGGTGA
TCGATGATGAAAAGTGCCAGCAGTAAGGCCCGGATTGCCGCTCGTAGCTCGTTTCGACACCAACTTACAAGGC
CTCTGTCCAGGTCTAACCTCCATGAGGGTCGGTTGGATTTGTATGATCGACGAGCACACCATCGATGTATATA
ACATCAATGTGGGCCCCGATCGCGCAATGCCCGAGATCCAAACTAGCAGACCGGCCAAATTATTGGACCATTC
CTGGTTAGACTTCTTGACTTTTTTCTAGCATCTTGCTTCTCGGGCGAGAGTCCTATATCTGGACGGCTTTTCT
GGGGTTCCCTGGTCCGGGCCCTTTCGCCCGGGGAAAGATTAGCACTCAATCATCGCTAAACCAACTGATCATG
GAGCACCAAGTGGTGGGAGCCCTCATGTCATCTTCTGCTCTAGTCCAGTGAATTCTTGGTGTTCTCCAAAAGT
GCCCGGGTTCGACTCTACTATGATCAAGGGCCGGAAAACACGAGAGAAAAGCCCGCTAGCTCACCAAAGGCTT
TAGTAGGGCTGATTCTAGAGATCAATGAACCCCTGGGGTCGGAACCCTGGATTATCATGCAGGCTGCTCGTGA
AATGACTAGCAAAGCACCTCATCTCCTGCATTGATCAAGTCATTGTGGATCATATCTTGCTCATGAGCTCTGA
TCCTGTACCCCTCACCCCGAAGGCCATGATCAGTCTCATTTAAGCATACATTAGTCCGTCTGTTCCCACGAGC
TTAGTAGCTGAGTTTGAACTGCAATTATTGGTGCTGTCAACCTCCCATCCTTGCATAACAGTACTGATTGACC
GATGGTTGGCCGTGCTCTTCTCTGTGCGCTACCCTAGCATCACAGAATGGCAGAGACAGCGGTTCAACCGLCG
CTGTCGCAGGCGGTTGGGTACATTGTCGTCGTCCTCATCGGAGCCATCATCGCTCTGGGTATGCAACCGCCGC
AATAAAAGCTAGCCGCTGAAGCTGACTTGGAGTAGTGATGATGTTGGTTACCAAGGTGCTCAAAAAGACAACT
GGGGAAGACAACAAAAAGACCGAGATGTATGCATTCACCCTCGTCGGGGCGTCCTATACTTGCTGATACTGAT
ATATTGCAGGTTTATGACTGCCAATCGAACCGTCCGGACTGGTCTCACTGCCTCAGCTGTTATCTCGGTTCGC
CTCTCCCTCGTCCAGTCTGTTCTCAATTTCGTCTAACAAAAGCCCCTAGTCCTGGTTATGGTCAACTCAGCTG
CTCGGCTCTTCTTTCACCGGCTACGACTATGGCGTTTCTGGCCCCTTCTGGTTCGCTGCCGGTTGCAGTCCCA
TGATCGTCTTCTTCGCCCTAGTGGGAATTTCATGCAAGCGCAAGATCCCAGAGGCCCACACCTCGCTCGAGGT
GGTTCGCATTCGATACGGTATATTCGAGCCCTTATCGCTGTGGCTGCCACAGGCTAAACGCTCTCCCAGGCCA
CATTGCCCACGCTGTCTTCATGGTTCTCTGTCTTGTGAACAATATCTTCGCCAGCGCCAACATGCTTCTCGGT
GCATCGGCTGTGATCTCGGCAATGTAGGTTCTGGAGTAGACCGTCAATCTGAGCCTAGCCAGCTGATTGCCAC
AGCACCGGTATGCATATAATCGCCGCAACATTCCTGCTGCCCGTCGGTGTGACTGTTTATACATTTGTTGGAG
GCATAAAAGCAACGCAAGTCTTTTCCTCGCAATCTCTTGGCAGATCAAGGCTAACGCTCTAGCAGTTTCCTTA
CCGACTACTTCCACACAACCATCATTCTCATCATTGCCTGCTATTTCTCAGTCAAGGCATTCCAGTCTGACCA
AATCGGCTCGGTTGGCAACTTGTACGAGCTTCTCAAATCGGCTGGCCAGCGGCACCCTGTCTCTGGGAACCAG
GATGGAACGTATTTAACCATGACCTCCAAAGATGTGAGCTTATCTGTTTCGGCGCCAAGATCGCGAAGGCAAA
CTAACCCTATCTTAGGGAATTCTCTTCGGGATTCTGCACACCTGCTCCAACTTTGGTCTTGTGATTGTATGAC
AAACCCGTTCATGTCGCGATTGAGTGCTAACTTATGCAGATGGACACGAGCTATTTCATCAAGGCGTTCTCAG
CCTCGCCCAAGGCAGTTGTCCCAGGATACGCGATTGGAGGCGCCATGTACTTCTCTATTCCATGGGCTCTCGG
GACGGTGATGAGCTCTGTTGCCCTGGGGTTGGAGAACCAGCCCAATTTCCCAACCTACCCTCGAGTCAGTGTC
GCTTGGACCATTATAGCTATATCGTCTTCCTTACTGACATGTGCTATAGAGAATGACTTCCTCTGAGGTCAGT
GGTGGTCTTGTTCTCCCGTACGCCGCCATGACCATTGCAGGCAAAGGAGGAGCTGCAGCGGTCCTTCTCATGA
TCTTCATGGCTGTGACATCGACCCTATCTGCCCAGGTGATTGCCGTAAGCTCCATCCTGAGTTTTGACGTATA
TCGCGAGTACTTTAAGCGATCTGCGACGGACCGAGATGTAATCCGTGCCAGCCACCTTGGCGTCATCTTTTTC
GCGGCCTTCTGCGCTGGATTCAGTACGATGCTACACTACGTGGGCGTCGATCTCGGCTGGACACTGTACATGC
TTGGTAGGGCATTCAAATCCCAAAGCTAGACCTCACTGACTGACGATGACTGCTACTATTACAGGCGTGGTTA
CCTGCCCAGGAATCTTCCCTATGGTCTTCACCGTGCTCTGGCGCCGACAGAGCAAAGCTGCTGCCATTTTGTC
GCCTATCCTGGGATTAGCAACTGGTCTAGCCGTCTGGCTTACCACTGCCGGTCATTTCGGAGGCGAGGTGACC
GTCGCTACCACTGGCCAAGTGCTACCGTGCGTCTATGGCACCGTGGCCTCGGCCTTCTCGCCCATCCTCTACT
CCGTCCTGATCACGCTTATTCGCCCACAGGATTATGATTGGAGTGATTTCAAGAAGGAGAAGCTGTCGCTGGA
AAAACTCGAGAGCGATTTGACCACAGTGCACCATGAAACACGCGACTCCACAGCAGGGAGCATTGAGGACGGA
GGCGTGAACAGCGCTGCTGTGAAAGCACAGGAGCTGAAGCGATGGGGTCGGATTGCAGCCTTCTGGGCGGTCG
CGACATTCTTGGGCCACTGGGTGCTGTGGCCACTTCCCATGTATGGCTCGCACTATGTGTTTGGCAAGGGGTT
CTATATTGCTTGGGTAGTGGTTGCCATTATCTGGCTTTGGGCAACAATGTTCGTTGAGACGCTCTACCCCATT
GTCGACGGGGGTTACCAGCAGATTTTGCAGGTCTACCGAGGCCTTCGTGGACGACAGCCATTGCCCGCCGTTG
CAAAACCTGGAGGAGAGTCTGCGGATGGTTCAATAAGTGATGGCGCGCAGGGCGAGCAAGTTAAGGCTHE
GTCTCGCTTTGCAAGCAGTC
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GATGATGAAGAACCGCACAG

Referencias:

Gris: 5 UTR ANID_02598.1

Blanco: ANID_02598.1

Azul: 3’ UTR ANID_02598.1

Verde: cebadores para amplificar la region 5 UTR ANID_02598.1 (las “colas
hibridas” no estan representadas)

Amarillo: cebadores para amplificar la regién 3’ UTR ANID_02598.1 (las
“colas hibridas no estan representadas)

Secuencia del gen pabaA

TTGCCAGATCTGTAGAAAGGTCTGCGTTTCTCACCAAGAACAGTGTTGGTCTGAATTTGTTTGGGTCTATATT
GCTTGATTGTGCCGATGTTTTTGCTCTACGGCCTGACACCGTGAGCATATTCTATGACCCCGGCTCAAAAGCC
ATCGGGTTCAACCGGTCTGGCAGTATATTCTGCAATTACCACTATTTCCAGCAACTACATGAGAAGGCATTGC
TCCAGAAACCGACTCCAGACCGGGCTGAAGCTATGGTCTATTGGTGGGTCACGCTTTCACACGAGCTTGCTCA
TAACCTCGTTGCGGACCATAGTTCTGCACATAGCTATTACACGTATGTTTGAGACCCTTGCAGCCTTTCAGAA
CGACTGTGATTGCCCAGACGCTAACATTCCGCTGCAGAGAGAGCTTTGTGAGTCAATACTTCACTAGAATTGC
AGCCAAGATCGCCCATGCTGCTACCAAGAGGCCTAATCCTGAGCAATGACAGCGTTGTAGTTAGAAGACCATG
TTTTGTCCTGTCAAATTGGCAGATAGGGTAGACTATAGACTTTTCTGCGACTTTGCAAATATTGTTTTATGAG
AATTAACAAATTGAGGTAGTCGAACCGTGGATCACCCGACGGTGACAATCCTGGTAGTAGATTGAAGGCTCCA
CTACGTTCGTCTTTTCCCCCCGGAAATCTGGAAATCTTCGATTCGCCGCATTGCCACCTTCAAACATCAATTC
TCTGTCAGCCTCTGAGAGTTTTCGAAAACATATTTATTTCAAGACTAGTCTTTATCATGCCCATCTCACATCA
GATATAAGGATGGTGGTGCCACCTGCCAGTCATCTTTTAGTGTTGTCGATCCGCTGTTTTCTGATATAGAAGA
GCCTGATCCTCTTCGTCGATCATCATTATATACGCTATCCTCGTTTTAACTCCTAACTTGTTTAACATCTTCT
CGGTCTGATTAACTCAGCATACTCTTCAGGGCGATATCCGTGATGGCACCGCTCCTTGGTGATTGGGCAGCAT
CGAAAGCTCGCCGGGACAAGGAAGCGGGCCAAGGTGTTCGTCAGAAAAGTATACTGTATGTGGATGCTTATGA
TTCTTTCTCTTACAATGTGGCGGCTATGATTGAAGAGATTCTTGGGGCTCGAGTCACGGTGATGATGATTGAT
GCGGAATGGCCCGATGGCAACATGCTGGAATGTCTTCAACACTACGATGCAGTCGTTCTTGGACCAGGACCAG
GAGATCCCAATGTCCCCGAAGATGTCGGTATTATGGCAGATATCTGGAACATTGACAGCTCGCATATGCTGCC
TGTTTTGGGTATTTGCCTTGGTTTCCAGAGTTTATGTCTTCATTACGGCACCCCTATTGGGCGATTACCGGAA
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CCTCTGCATGGGCAGGTTCACCGAATTACAACAGCTGAGAGGGATATCTTTGAGAATCTACAGAATCTCGAAG
TCACTCTGTATCACTCGCTATATGCAATGTTGGATGGTCAAGCAGAGTCGGGTTCATGCGACGGGGCTGCCTC
ACCAACTCCGGCCCTTGACGTACTTGCCTGGCTCTCTATCCAAGCAGACGATCTTTGTTCTTCTGTCACGCAG
ATCCCGATGGCTGTTCGACACACTGAGAAGCCTTTCTGGGGTGTGCAGTTTCATCCTGAGTCCTGCAAGTCTG
ACCGAGAAGCATGCAGTCAACTGCTCCGCAAGTGGTGGGACATGGCCATCAAATACAACAAAAGCCGTCATCG
TGATGGCTGTGGGAGTCTATCTATAGATATGATTCGATCTTCATGTGAAGACACTCGCTTGCCAAATGTTGCT
TTCACAATGGTGAATTGGAGTGTGTCCTCTTCCGCTAATTGCGCCTCGAGATTGTTTGATACATGTCAGCTGG
ATGCTGAAGGGCTATGCGAATTATTCAACGATCCGGGCGTTCCGACAGTTTTGTTTCAGTCGAATGGCAGATA
CAGCATTATTTCTGTGCCAAGTCCGGGAAGCTGGAGGCTTGAGTACTACTCACAGCGGCACTCTCTATCAATG
CAACGCCAATCCGTCTCCTCCAGTGGGTGCAACGCACTGAAAGATTCGGACATGAGACTTGAGGCTACCATGT
CTGTTTCTCAGTTTTGGGACGTCCTAAGGTATTTGATGGATATGAAAAAGGTCGAATCGGGGAACTATGAGCT
TCCCTTCTGGGGAGGGTTCCTAGGCTATTTTTCCTACGAACTTGGACTGGCTTGCCTTGCTCACCCCAAACAC
GAAAGTGGAAGCATCGCAGATGACCATTGCTCTCAGGAGAGCGCCAGTGCTGATGATCCACCAGATGTTAGCC
TTCTGTGGACTGACAGGAGCGTTGTTGTTGACAATGAGACTGGTCGAGTAATTCTACAATCGACTAGAGAAGC
AGACAATCTACCAGCTGGCTGGTTAGACCAGGCCTCAAAAACACTGGAACGTTTCTGTTGTATGGACATTCTG
CCAAAACCAAAGAATTCTGCCTCCGACGACGAGTTTCTTGATTCAGTTTTGGGCCGGGGAGTCATCCAGTTTC
CCAGCGAGAATGCCTACCGAAATCAGGTTGAGGCTTGCAAGGACGAACTGAGGGCCGGTGAGTCGTACGAGCT
GTGCCTTACCTGCGAGACATCCATCACTTTACCATCGCCCGATGTTCCCATCGGCCGCATTGAGTTCCCTTGG
AAATTATACAAACGACTGCGCATGTACAATCCTGCTGCGTTCAGTGCCTTTGCGAGACTTGGAAATAGCAAGA
TTGTGAGTAGTAGCCCTGAGTGCTTTCTCAACTGGGACCGACACTCGACATTGGAGATGAAGCCAATGAAAGG
AACTGTTCGAAAGTCCGACAGCATGACAATGGAAAGGGCACGGGAGATTCTTGGATCAACCAAAGAAATGGCT
GAGAATCTCATGATTGCGGATCTCGTACGGCACGATCTCTATGGCATCTGCGGTGCTGGCAACGTTCATGTTG
AGAAACTTCTCAAAGTGGAGGATCACGGTCGAGTATATCAAATGATAACCCATGTCAAAGGTCATGTTGACCC
ACATCGACCGGGATATGCTGCAAAGAGCCTTCCACGACTGCAGTCGTCGAATATGTCAGGATATGGACTCACG
GCATTGCAGCGATGTCTACCACCAGGGTCCATGACTGGAGCTCCAAAGGAACGATCCTGTATGCACCTTTCCT
CAATTGAGGGCCGGAAGCGCGGGATTTACTCTGGCGTTATGGGATTTCTCGACCTTGGAGGAGGAGGAAGCTT
TTCTGTCCTAATACGCACGGCATTCACATCATCTAACGACAATGACGACGTTCAAAAGTGGCGAATTGGTGCT
GGAGGCGCGGTAACCATGCTGAGCAGCGCCGACGGTGAATGGGCCGAGATGCTCACCAAGCTACAGACTGTCT
GCGGCATATTTATGCCTTCGCACGCGAAATGATGCTGCGTACGGGCAAAACAGCGCTGGTATTACTATTAACA
TGAATATTTTCTGGGATTTGGCGGATATAATGCATGGCAACGATCTTCAACAGTTGTCTAGGAACGATTAGTT
GTGAACTGGATATATTTAGACGCGATAGATGGGTCGGATTCAACATTCAGCGTGGGAATTGGCGTTTGTTTGC
ATTATTATGATAACCTTGAATCAGTACCCAAGGCTTTATGAAGCTCGCAGAATAAGAATCGCGCGATGCCTGA
ACCTTTACCTAACCTATTTTCTTTCGATTGATTATACTTATTTGCGTCAGACTGGAGATGCAAACTGTGCAAA
CAGGGCCTCATAGTCGCGGAGAGCAAGGTATCGAACCGAGCTTCTCTTCTGCAGAACTACGTCTTCCATTAGA
GATTGTATTATTTTGACTCCTCATTCGCAGCATAGAAGACTGAAACCGCAACTTCGATGGCAGGCACTCAGGA
CCCATCCTCGCTGGAGGAAATCTTATGGCGATCTCCGTCGCATGTCCAGATGATGGGCGGATACCTCCATTCA
AACAATAGTAGGGATCTCCCTCACTCCAACATCATTTTTCAATAAATGCAATTAATTGTCTTCCGTGATAGTC
CTCTTTTACTTCGCCGAGTCTCCCTTTTTCGACGCAACCTCGAACAATGCCTCGTTAGCCATTCAAGCAAACT
ACAATGAAGCCTTTCGTCATTTTGTTGAAACAAGGGAAGCCTTCGAGGCCCGACTGAAGACTATGCAGGGTCT
GGAGTTCATGGTTGCCTATGACCCATTGCAGGCTGCTGCAGGCGCGAACGCCCAATTTGTGCACGAACCGTCC
AACGTGTGGGTAATTCGGAAACAGACAAGGCGGAAGAGGTCCGGGTTTGAGGACGAGGTCGTGGTTCTGGCTA
CGTTCTTTGTGGTCGGGGACTGCATTTACATGGCCCCTTCAGCTGCGAGCGTGATAGGGAACAGAATAGTATG
CCTTGTTGCC

Referencias

Amarillo: cebadores para amplificar el gen pabaA

Construccion “A2598”

AAAAGGCAGTCCAGCTCTCT
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GCTACGCTAGCATCACAGATTGCCAGATCTGTAGAAAGGTCTGCGTTTCTCACCAAGAACAGTGTTG
GTCTGAATTTGTTTGGGTCTATATTGCTTGATTGTGCCGATGTTTTTGCTCTACGGCCTGACACCGTGAGCAT
ATTCTATGACCCCGGCTCAAAAGCCATCGGGTTCAACCGGTCTGGCAGTATATTCTGCAATTACCACTATTTC
CAGCAACTACATGAGAAGGCATTGCTCCAGAAACCGACTCCAGACCGGGCTGAAGCTATGGTCTATTGGTGGG
TCACGCTTTCACACGAGCTTGCTCATAACCTCGTTGCGGACCATAGTTCTGCACATAGCTATTACACGTATGT
TTGAGACCCTTGCAGCCTTTCAGAACGACTGTGATTGCCCAGACGCTAACATTCCGCTGCAGAGAGAGCTTTG
TGAGTCAATACTTCACTAGAATTGCAGCCAAGATCGCCCATGCTGCTACCAAGAGGCCTAATCCTGAGCAATG
ACAGCGTTGTAGTTAGAAGACCATGTTTTGTCCTGTCAAATTGGCAGATAGGGTAGACTATAGACTTTTCTGC
GACTTTGCAAATATTGTTTTATGAGAATTAACAAATTGAGGTAGTCGAACCGTGGATCACCCGACGGTGACAA
TCCTGGTAGTAGATTGAAGGCTCCACTACGTTCGTCTTTTCCCCCCGGAAATCTGGAAATCTTCGATTCGCCG
CATTGCCACCTTCAAACATCAATTCTCTGTCAGCCTCTGAGAGTTTTCGAAAACATATTTATTTCAAGACTAG
TCTTTATCATGCCCATCTCACATCAGATATAAGGATGGTGGTGCCACCTGCCAGTCATCTTTTAGTGTTGTCG
ATCCGCTGTTTTCTGATATAGAAGAGCCTGATCCTCTTCGTCGATCATCATTATATACGCTATCCTCGTTTTA
ACTCCTAACTTGTTTAACATCTTCTCGGTCTGATTAACTCAGCATACTCTTCAGGGCGATATCCGTGATGGCA
CCGCTCCTTGGTGATTGGGCAGCATCGAAAGCTCGCCGGGACAAGGAAGCGGGCCAAGGTGTTCGTCAGAAAA
GTATACTGTATGTGGATGCTTATGATTCTTTCTCTTACAATGTGGCGGCTATGATTGAAGAGATTCTTGGGGC
TCGAGTCACGGTGATGATGATTGATGCGGAATGGCCCGATGGCAACATGCTGGAATGTCTTCAACACTACGAT
GCAGTCGTTCTTGGACCAGGACCAGGAGATCCCAATGTCCCCGAAGATGTCGGTATTATGGCAGATATCTGGA
ACATTGACAGCTCGCATATGCTGCCTGTTTTGGGTATTTGCCTTGGTTTCCAGAGTTTATGTCTTCATTACGG
CACCCCTATTGGGCGATTACCGGAACCTCTGCATGGGCAGGTTCACCGAATTACAACAGCTGAGAGGGATATC
TTTGAGAATCTACAGAATCTCGAAGTCACTCTGTATCACTCGCTATATGCAATGTTGGATGGTCAAGCAGAGT
CGGGTTCATGCGACGGGGCTGCCTCACCAACTCCGGCCCTTGACGTACTTGCCTGGCTCTCTATCCAAGCAGA
CGATCTTTGTTCTTCTGTCACGCAGATCCCGATGGCTGTTCGACACACTGAGAAGCCTTTCTGGGGTGTGCAG
TTTCATCCTGAGTCCTGCAAGTCTGACCGAGAAGCATGCAGTCAACTGCTCCGCAAGTGGTGGGACATGGCCA
TCAAATACAACAAAAGCCGTCATCGTGATGGCTGTGGGAGTCTATCTATAGATATGATTCGATCTTCATGTGA
AGACACTCGCTTGCCAAATGTTGCTTTCACAATGGTGAATTGGAGTGTGTCCTCTTCCGCTAATTGCGCCTCG
AGATTGTTTGATACATGTCAGCTGGATGCTGAAGGGCTATGCGAATTATTCAACGATCCGGGCGTTCCGACAG
TTTTGTTTCAGTCGAATGGCAGATACAGCATTATTTCTGTGCCAAGTCCGGGAAGCTGGAGGCTTGAGTACTA
CTCACAGCGGCACTCTCTATCAATGCAACGCCAATCCGTCTCCTCCAGTGGGTGCAACGCACTGAAAGATTCG
GACATGAGACTTGAGGCTACCATGTCTGTTTCTCAGTTTTGGGACGTCCTAAGGTATTTGATGGATATGAAAA
AGGTCGAATCGGGGAACTATGAGCTTCCCTTCTGGGGAGGGTTCCTAGGCTATTTTTCCTACGAACTTGGACT
GGCTTGCCTTGCTCACCCCAAACACGAAAGTGGAAGCATCGCAGATGACCATTGCTCTCAGGAGAGCGCCAGT
GCTGATGATCCACCAGATGTTAGCCTTCTGTGGACTGACAGGAGCGTTGTTGTTGACAATGAGACTGGTCGAG
TAATTCTACAATCGACTAGAGAAGCAGACAATCTACCAGCTGGCTGGTTAGACCAGGCCTCAAAAACACTGGA
ACGTTTCTGTTGTATGGACATTCTGCCAAAACCAAAGAATTCTGCCTCCGACGACGAGTTTCTTGATTCAGTT
TTGGGCCGGGGAGTCATCCAGTTTCCCAGCGAGAATGCCTACCGAAATCAGGTTGAGGCTTGCAAGGACGAAC
TGAGGGCCGGTGAGTCGTACGAGCTGTGCCTTACCTGCGAGACATCCATCACTTTACCATCGCCCGATGTTCC
CATCGGCCGCATTGAGTTCCCTTGGAAATTATACAAACGACTGCGCATGTACAATCCTGCTGCGTTCAGTGCC
TTTGCGAGACTTGGAAATAGCAAGATTGTGAGTAGTAGCCCTGAGTGCTTTCTCAACTGGGACCGACACTCGA
CATTGGAGATGAAGCCAATGAAAGGAACTGTTCGAAAGTCCGACAGCATGACAATGGAAAGGGCACGGGAGAT
TCTTGGATCAACCAAAGAAATGGCTGAGAATCTCATGATTGCGGATCTCGTACGGCACGATCTCTATGGCATC
TGCGGTGCTGGCAACGTTCATGTTGAGAAACTTCTCAAAGTGGAGGATCACGGTCGAGTATATCAAATGATAA
CCCATGTCAAAGGTCATGTTGACCCACATCGACCGGGATATGCTGCAAAGAGCCTTCCACGACTGCAGTCGTC
GAATATGTCAGGATATGGACTCACGGCATTGCAGCGATGTCTACCACCAGGGTCCATGACTGGAGCTCCAAAG
GAACGATCCTGTATGCACCTTTCCTCAATTGAGGGCCGGAAGCGCGGGATTTACTCTGGCGTTATGGGATTTC
TCGACCTTGGAGGAGGAGGAAGCTTTTCTGTCCTAATACGCACGGCATTCACATCATCTAACGACAATGACGA

74



CGTTCAAAAGTGGCGAATTGGTGCTGGAGGCGCGGTAACCATGCTGAGCAGCGCCGACGGTGAATGGGCCGAG
ATGCTCACCAAGCTACAGACTGTCTGCGGCATATTTATGCCTTCGCACGCGAAATGATGCTGCGTACGGGCAA
AACAGCGCTGGTATTACTATTAACATGAATATTTTCTGGGATTTGGCGGATATAATGCATGGCAACGATCTTC
AACAGTTGTCTAGGAACGATTAGTTGTGAACTGGATATATTTAGACGCGATAGATGGGTCGGATTCAACATTC
AGCGTGGGAATTGGCGTTTGTTTGCATTATTATGATAACCTTGAATCAGTACCCAAGGCTTTATGAAGCTCGC
AGAATAAGAATCGCGCGATGCCTGAACCTTTACCTAACCTATTTTCTTTCGATTGATTATACTTATTTGCGTC
AGACTGGAGATGCAAACTGTGCAAACAGGGCCTCATAGTCGCGGAGAGCAAGGTATCGAACCGAGCTTCTCTT
CTGCAGAACTACGTCTTCCATTAGAGATTGTATTATTTTGACTCCTCATTCGCAGCATAGAAGACTGAAACCG
CAACTTCGATGGCAGGCACTCAGGACCCATCCTCGCTGGAGGAAATCTTATGGCGATCTCCGTCGCATGTCCA
GATGATGGGCGGATACCTCGTCTCGCTTTGCAAGCAGTC

GATGATGAAGAACCGCACAG
Referencias:

Fondo verde: Regién que comprende a 5’UTR ANID_02598.1

Fondo blanco: Regidn que comprende a pabaA

Fondo rosado: Regién que comprende a 3° UTR ANID_02598.1

Fondo amarillo: cebadores utilizados para amplificar los tres fragmentos
por separado.

Doble subrayado con fondo amarillo: “colas hibridas” de los cebadores
Fondo azul: cebadores para la “nested_PCR”
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