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Resumen

La urea es una fuente de nitrégeno ampliamente disponible producto del
metabolismo de compuestos nitrogenados de animales, plantas y hongos. Aspergillus
nidulans puede utilizarla como fuente de nitrégeno, obteniéndola por su propio
metabolismo mediante la via de la degradacidn de las purinas o incorporandola desde el
medio hacia el interior celular. Esta incorporacién esta mediada por dos procesos: a
través de un fendmeno de difusion facilitada o pasiva cuando existen concentraciones
extracelulares altas de urea o mediante un transporte activo mediado por una permeasa
especifica denominada UreA (codificada por el gen ureA) cuando la concentracion
extracelular de la urea es baja. La transcripcion de ureA es reprimida en presencia de
fuentes preferenciales de nitrégeno, como pueden ser el amonio o la L-glutamina en el
medio de cultivo y puede ser activada por el factor AreA en la ausencia de estas fuentes.

En lo que respecta al estudio de la funcionalidad del transportador, mediante un
modelado estructural combinado con un analisis por mutagénesis dirigida de
aminoacidos conservados entre UreA y sus ortdlogos en hongos y plantas, se pudo
identificar que los residuos W82, Y106, A110, T133, N275, D286, Y388, Y437 y S446
estarian implicados en la unién, reconocimiento y/o translocacion de la urea. Un andlisis
exhaustivo del modelo estructural de UreA permitio identificar un par de residuos
aminoacidicos conservados (W82 y W84) en todos los transportadores de urea de hongos
y plantas caracterizados hasta el momento que podrian formar parte del sitio de
interaccidn o unidn al sustrato. Estos aminoacidos se encuentran generando una especie
de “ranura” en donde podria interaccionar la molécula de urea. Segun el modelo
estructural de UreA, la N279 se encuentra préoxima a los W mencionados y posee
propiedades fisicoquimicas que la hacen capaz de interaccionar con la urea. Al igual que
los W82 y W84, la N279 se encuentra conservada en los transportadores de urea de
funcion establecida y ademas se encuentra expuesta al solvente.

Con la finalidad de determinar un posible rol funcional, en este trabajo se realizd un
analisis mutacional de la N279. Para el mismo, se procedié a mutar la N279 por la
alanina (aminodcido no polar) y la glutamina (aminoacido polar) mediante el uso de la
“Fusion-PCR”. Los mutantes generados permitieron determinar que la N279 tendria un
rol en lo que respecta a la afinidad por el sustrato mediante el andlisis de crecimiento
en placa y que dichas mutaciones no tendrian efecto en la sintesis proteica o transporte
del transportador hacia la membrana plasmatica, confirmado mediante ensayos de
Western Blot y microscopia de fluorescencia respectivamente.
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1 Introduccion

El reino Fungi comprende un amplio espectro de organismos eucariotas unicelulares y
pluricelulares (aproximadamente 1.5 millones de especies) donde se diferencian de
otros reinos debido a la presencia de quitina en sus paredes celulares. Dentro de éstos,
podemos encontrar a las setas, levaduras y mohos. Estos ultimos 2 pertenecen al
phylum Ascomycota, que comprende hongos que existen en ambientes terrestres y
acuaticos, sustratos como la madera y desechos organicos, componiendo al grupo
taxondmico mads grande dentro del filo con 32000 especies descritas en 3400 géneros
(Kirk, P et al., 2001). Aqui podemos encontrar a organismos modelo como
Saccharomyces cerevisiae, Neuropora crassa y Aspergillus nidulans, ampliamente
utilizados en la industria y la investigacion. Como caracteristica distintiva de este
phylum, los Ascomycota presentan unas estructuras en forma de saco, los ascos, los
cuales contienen un numero definido de ascosporas producto de la reproduccién
sexual. Pueden ser miceliales o unicelulares, y no presentan células flageladas. Los
primeros, poseen un micelio septado con poro central simple, los cuales pueden estar
taponados por los corpusculos de Woronin; por estos poros es posible el pasaje de
organelos y nucleos. La mayoria de las especies presentan cuerpos fructiferos, los
ascocarpos, donde se encuentran los ascos producto de la reproduccién sexual. Suelen
presentar dos fases reproductivas distinguibles y no solapadas, siendo éstas la sexual y
la asexual, dandose esta ultima generalmente por conidias, esporas formadas en los
conidiéforos siendo éstas hifas reproductivas especializadas.

1.1 Introducciéon al modelo de estudio

Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso cosmopolita perteneciente al género

Aspergillus dentro del phylum ya mencionado, el cual es frecuentemente utilizado como

modelo de estudio eucariota hace mas de 50 afos en temas como puede ser control del
ciclo celular, patogénesis o estudios genéticos. Esto es resultado de:

e Su genoma secuenciado (Galagan et al., 2005) y facilmente disponible

e Requerimientos nutricionales minimos y simples, como puede ser una fuente de

carbono organico, nitrato como fuente de nitréogeno y sales inorganicas.

e Posee un crecimiento rdpido, formando colonias compactas en agar.

Aproximadamente 48 horas luego del plaqueo ya se pueden clasificar las colonias

por morfologia, color de conidias, etc, permitiendo una sencilla observacion de

fenotipos.



e Sus conidias son producidas en grupos de cadenas paralelas, con cada conidio
derivando un solo nucleo. Esto permite el estudio de problemas que requieren
precisa estimacion de los linajes celulares y nucleares.

e Es una plataforma confiable para realizar transformaciones (Ballance et al., 1983)
permitiendo asi el clonado de genes, sobreexpresidon génica, entre otros.

Sumado a la facilidad de manipulacion de este hongo, mediante simples ensayos de
crecimiento en placas de Petri se pueden detectar ademas del crecimiento normal
(salvaje) o la falta total de crecimiento, fenotipos intermedios caracteristicos como por
ejemplo de mutantes con defectos de transporte de un determinado metabolito o que
pueden incorporarlo a través de sistemas secundarios de transporte. Asi, es posible
seleccionar facilmente cepas que porten mutaciones espontaneas o inducidas por
mutdgenos quimicos o luz UV que afecten la cinética, la afinidad (cepas deficientes en el
transporte a baja concentracion de sustrato y por tanto incapaces de crecer en estas
condiciones, mientras que a mayores concentraciones crecen normalmente) o
especificidad (cepas que crecen en un sustrato determinado pero no en otro) de un
transportador dado. Por otra parte, se pueden mutar especificamente residuos
conservados o semiconservados entre proteinas homodlogas, cambiandolos por
aminodcidos con propiedades fisicoquimicas particulares (carga, hidrofobicidad,
aromaticidad, etc.). Finalmente, el aislamiento de revertantes (supresores intragénicos)
gue reestablezcan o alteren la actividad de los transportadores en los mutantes aislados
es una herramienta valiosa para identificar interacciones entre diferentes regiones de la
proteina.

1.1.1 Ciclo de vida de A. nidulans
A. nidulans presenta un ciclo de vida con una alternancia de generaciones (Figura 1). Sin

embargo, a la hora de llevar a cabo este trabajo, se manipuld el estado haploide del
organismo. Como fue previamente mencionado, la conidiogénesis en este organismo
genera conidias que provienen de un solo linaje tanto celular como nuclear, lo cual nos
permite estimaciones genotipicas precisas. En condiciones normales, la fase diploide es
transitoria, resultado de la reproduccidn sexual presente con el fin de generar una nueva
generacion con variabilidad genética entre organismos compatibles (Pontecorvo et al.,
1953).

1.1.1.1 Reproduccion asexual

Cuando una ascospora germina, ésta comienza a crecer y poco después el micelio
comienza a reproducirse asexualmente para formar los conidiéforos, los cuales son

8



generalmente multinucleados. Estos conidiéforos son formados a partir de hifas septadas
multinucleadas, las cuales se diferencian para formarlos. El conidiéforo culmina su
crecimiento generando una vesicula. Desde la superficie de ésta, se desarrollan de
manera sincronizada un numero de esterigmas uninucleados primarios organizados en
filas, seguida por una fila de fidlides o esterigmas secundarios. Son éstas las que daran
lugar a una larga cadena de conidias, denominandose células conidiogénicas. Al recibir
cada esterigma primario un solo nucleo, todas las conidias producidas desde una fialide
seran genéticamente idénticas, y esta aqui la importancia de la reproduccién asexual a la
hora de abordar los estudios moleculares, como se menciond previamente. A diferencia
de lo que puede ocurrir en otras especies, los ascomicetes producen sus esporas
asexuales como conidias externamente. Muchas generaciones de conidias son
producidas durante el crecimiento, y son éstas las responsables de la propagacion y
diseminacién del hongo (Adams et al., 1998)

, fﬁl D|p|0|de

%- r
Heterocarlonte
<
!‘ o,
» __,/ %
\ Ciclo parasexual

Haploidizacion
P Recombinacidén mitdtica
P Ascospora

A,SCO Ciclo Sexual '1 ' ==

Meiosis

o

Colonia madura

-"Q

= 4 Cleistotecio / #“'
e @ W(’

Conldlo s
Dicarionte diploide COnIdIOforo

Figura 1: Ciclo de vida de A. nidulans. Tomado y adaptado de Scazzocchio, 2019

1.1.1.2 Reproduccién sexual

La reproduccidn sexual se concentra en érganos especializados (o cuerpos fructiferos)
denominados cleistotecios, los cuales se conforman por estructuras en forma de saco
denominados ascos, caracteristicos del phylum, donde se formardn las ascosporas
producto de la meiosis. La reproduccion sexual ocurre en el mismo micelio que produce
las conidias. Para esto, se tiene que dar la formacidn de gametangios multinucleares
denominados anteridios y ascogonios, siendo los primeros los gametangios masculinos y
los segundos los gametangios femeninos. La plasmogamia - o la fusidon de protoplasma -
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se da una vez que el nucleo masculino migra hacia el ascogonio mediante el tricdgino. Las
hifas se comenzardn a desarrollar, y se produciran divisiones celulares de manera tal que
las células resultantes sean dicarioticas, es decir, n+n. Los ascos se forman cerca de los
extremos de las hifas dicaridticas. Luego de divisiones subsecuentes, dos nucleos se
fusionan (cariogamia) para formar un nucleo diploide, es decir, 2n, el cual serd el cigoto.
Cabe destacar, que este cigoto es el unico nucleo diploide en el ciclo de vida de un
ascomicete. Este nucleo diploide sufrira meiosis, la cual generalmente es seguida por una
division mitética, produciendo un asco con 8 nucleos haploides. Estos se segmentan en
el citoplasma formando las ascosporas, las cuales se liberaran completando asi este ciclo
(Pontecorvo et al., 1953).

1.1.1.3 Reproduccién parasexual

Los nucleos en los heterocariontes pueden (raramente) fusionarse, resultando en
diploides estables lo cual establece el ciclo parasexual. Este es un fendmeno genético
caracterizado por la pérdida gradual de cromosomas posterior a la plasmogamia y
cariogamia los cuales ocurren en secuencia, es decir, los diploides pueden revertirse a
haploides (Scazzocchio, 2019).

El uso del ciclo parasexual permite, por ejemplo, la cartografia por recombinacién
mitdtica, la determinacion de grupos de complementacién y del caracter de dominancia
o recesividad de las mutaciones (Pontecorvo et al., 1958; Forbes et al., 1965).

1.2 Fuentes de nitrogeno utilizadas por A. nidulans

A. nidulans, al ser un microorganismo saproéfita, puede utilizar una amplia variedad de
fuentes de nitrégeno como puede ser amonio, nitrato, aminodacidos como la glutamina,
o sustratos complejos como pueden ser el colageno o la elastina. Elamonio y la glutamina
son fuentes de nitrégeno energéticamente favorecidas y por lo tanto preferenciales,
mientras que otras fuentes, como el nitrato, purinas, aminoacidos o metabolitos como la
urea son ejemplos de fuentes de nitrogeno secundarias (Fu & Marzluf, 1997; Wong et al.,
2008).

1.2.1 Urea como fuente de nitrégeno

La urea (Figura 2) puede ser utilizada como fuente de nitrégeno por bacterias, hongos y
plantas producto del metabolismo de componentes nitrogenados de diferentes
animales, plantas y microbios (revisado en McDonald et al., 2006). A. nidulans genera
urea como un producto de la via de la degradacion de las purinas (Figura 3), y la puede
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utilizar como la Unica fuente de nitrégeno pero no como una fuente de carbono (Hynes

& Pateman, 1970)
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Hipoxantina

Xantina

Acldo Urico

Alantoina
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M.E.

HoN

O

NH
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Figura 2: Representacion de la molécula de urea
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Figura 3: Via de degradacion de las purinas de A. nidulans. Modificado de Gorfinkiel (1994). La urea entra a través de
la permeasa UreA. A la derecha se sefialan las enzimas que metabolizan cada compuesto y entre paréntesis el nombre
de los genes que las codifican. M.E.: medio extracelular; M.I.: medio intracelular (tomado de: (Harispe, 2008)).
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En algunas especies de algas y hongos, |la urea es degradada por una actividad ATP
dependiente sensible a la avidina (Roon & Levenberg, 1968). En A. nidulans sin embargo,
la ureasa es la enzima que interviene en la via de la degradacion de las purinas. Existen 3
loci, ureB, ureCy ureD que tendrian un rol en la actividad de la ureasa, como podria ser
en la incorporacion de cofactores esenciales para la actividad de la ureasa (Mackay &
Pateman, 1980).

1.3 Transportadores

El movimiento transmembrana de solutos a través de la membrana lipidica esta mediado
por proteinas de transporte o transportadores. Existen dos clases de proteinas
transportadoras: los canales, los cuales forman poros angostos permitiendo el
movimiento pasivo de agua y pequenos iones inorganicos a través de la membranay los
transportadores, los cuales sufren cambios conformacionales secuenciales para
transportar pequenas moléculas especificas a través de las membranas. Estos ultimos
pueden estar acoplados a una fuente de energia para catalizar el transporte activo, el
cual a su vez genera diferencias en la composicion del citosol comparado con aquella del
exterior extracelular o el fluido entre los organelos.

Por un lado, los sistemas de transporte activo primario utilizan la energia libre de la
hidrdlisis del ATP para transportar un soluto en contra de su gradiente de concentracién,
como sucede con las bombas ATP-dependientes. Por otro lado, tenemos a los sistemas
de transporte activo secundario, los cuales utilizan un movimiento de iones para el
transporte activo de una molécula (Figura 4)(Alberts et al., 2008).

Los transportadores secundarios acoplan la energia libre del potencial electroquimico de
un soluto al movimiento transmembrana de otro. El transportador expone los sitios de
union al sustrato hacia un lado de la membrana o al otro durante la catalisis de
transporte, requiriendo un cambio conformacional sustancial en la proteina. El
mecanismo de los transportadores secundarios involucra un acoplamiento mecanistico
de flujo de sustrato al potencial electroquimico de solutos o iones co-sustrato. Este
proceso se denomina secundario debido a que la fuente de la energia- el gradiente
electroquimico— debe primero ser generado por mecanismos ATP dependientes, los
cuales a su vez son conocidos como transporte primario. (Forrest et al., 2011).

Algunos transportadores median el movimiento de un soluto de un lado de la membrana
a otro de una manera pasiva, estos se llaman facilitadores. Otros funcionan como
transportadores acoplados, en los cuales la transferencia de un soluto estrictamente
depende en el transporte de un segundo soluto. El transporte acoplado involucra o el
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transporte de un segundo soluto en direccion opuesta, como es el caso de los
antiportadores, o el transporte simultdneo de un segundo soluto en la misma direccién,
como es el caso de los simportadores. El acoplamiento estricto entre la transferencia de
dos solutos permite a los transportadores acoplados a cosechar energia guardada en el
gradiente electroquimico de un soluto (gradiente generado por los transportadores
activos primarios), tipicamente un idn inorganico, para transportar el otro. De esta
manera, la energia libre liberada durante el movimiento de un idn inorgdnico a favor de
un gradiente electroquimico es utilizado como la fuerza motriz para llevar a otros solutos
en contra de su gradiente electroquimico.

Ejemplos de transportadores activos

secundarios
Co-transportadores ; Antiportadores
(simporte) :
|
I
Dopamina, !
Na® K* cI Na® GABA i Na* Na®
200 e O : @ @
) I
( i :
[——— P ——— ...............) t.............,. S [—— ——
I
[TIYTITTITTTTTTY FTTT I Y ITTIRTTTIRTTIT T Y] SESSSERE 0SS0 80088000 CITYTTYTT T TS ITTITTTITYTTT LYY
i b l
I
I
e o : ® o
Kt CI : CaZt H*
Co-transportador Co-transportador Co-transportador : Intercambiador Intercambiador
Na*/K*/Cl K*/Ct Na+/neurotransmisor : Na‘/Ca®* Na+/H+

Figura 4: Ejemplos de transportadores activos secundarios. Imagen generada con software BioRender®

1.3.1 Transportadores en A. nidulans
Desde la primera caracterizacion molecular de una permeasa (o transportador) especifica

de L-prolina (Sophianopolou & Scazzocchio, 1989), varios sistemas de transporte/canales
han sido caracterizados en Aspergillus nidulans. Este hongo modelo posee ejemplos de
todas las categorias de transportadores (http://membranetransport.org/). Se estima que

mas de 700 genes (al menos del 7% del genoma notal de A. nidulans) codifican proteinas
que catalizan el transporte de solutos e iones a través de las membranas. De los 710
transportadores identificados en el organismo, 570 son transportadores activos
secundarios, 107 transportadores activos primarios, 28 canales de iones y 4 actualmente
se encuentran sin clasificar. Dentro de los sistemas de transporte se pueden encontrar a
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los transportadores de amonio, glucosa, purinas, aminoacidos, fructosa, nitrato, sulfato
y galactosas, asi como la H+/ATPasa de la membrana plasmatica (Diallinas, 2008).

1.3.2 Regulacion de la expresion de los transportadores de sustancias nitrogenadas en
Aspergillus nidulans

Como se menciond anteriormente, los hongos filamentosos son capaces de usar muchos
compuestos como fuentes de nitréogeno, pero preferencialmente utilizan fuentes que son
energéticamente favorables como el amonio o la glutamina mientras estén presentes en
el medio. En la ausencia de estas fuentes, las fuentes de nitrégeno no preferenciales
como el nitrato, urea, acido Urico, aminas, amidas, purinas, y pirimidinas también pueden
ser utilizadas (Marzluf, 1997; Wong et al., 2008). El mecanismo regulatorio que permite
la utilizacion de una fuente preferencial en una circunstancia y una fuente de nitrégeno
secundaria en otra, se denomina represiéon metabdlica por nitréogeno. Este circuito
regulatorio global asegura la activacidn transcripcional de los genes estructurales que
codifican las enzimas y permeasas requeridas para el uso y la degradacion de fuentes de
nitrogeno no preferenciales en ausencia de fuentes preferenciales (Wiame et al., 1985;
Marzluf, 1997; Fraser et al., 2001; Magasanik & Kaiser, 2002). En A. nidulans, todas las
enzimas y permeasas cuya sintesis esta sujeta a la represion metabdlica por nitréogeno
estan bajo el control de un gen de regulacién positiva denominado areA (Arst & Cove,
1973; Hynes, 1975).

AreA es un factor GATA, el cual actia como un activador de la transcripcion. Este es
inhibido en la presencia de amonio o de L-glutamina en un medio de cultivo (Kudla et al.,
1990). En A. nidulans, el gen regulador areA fue clonado hace mds de 25 anos (Fu &
Marzluf, 1987; Caddick, 1992), y es el sistema de regulaciéon de nitrégeno mejor
caracterizado. La actividad de AreA esta regulada por varios procesos de sefalizacion que
reportan la disponibilidad extracelular de nitrégeno y el estado intracelular del mismo
(Caddick et al., 2006). Bajo condiciones limitantes de nitrégeno, la actividad de AreA es
parcialmente desreprimida debido a niveles incrementados de la transcripcidn de areA'y
la estabilidad del ARNm de areA comparado con condiciones de nitrégeno suficientes
(Langdon et al., 1995; Platt et al., 1996; Morozov et al., 2000, 2001). A su vez, la actividad
de AreA esta controlada por una translocacién al nucleo inducida por la falta de nitrogeno
y una subsecuente elevada expresion de genes dependientes de AreA en A. nidulans
(Todd et al., 2005; Michielse et al., 2014). Ademas de la translocacién al nucleo, la
exportacion desde el nucleo también pareceria ser un mecanismo para la regulaciéon de
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la actividad de AreA; luego de anadir una fuente preferencial de nitrégeno, AreA es
exportada desde el nucleo y ya no puede activar la expresion de sus genes blanco.

1.3.3 Transporte de urea en A. nidulans
Debido a que la urea es una molécula altamente polar, necesita de sistemas de transporte

celular especializados para atravesar la membrana. El estudio del transporte de urea en
A. nidulans fue abordado por Pateman y colaboradores (1982). Estos investigadores
determinaron que este transporte tiene lugar a través de dos sistemas de captacion
diferentes: uno pasivo, de baja afinidad, que actia cuando la concentracién extracelular
de urea es mayor a 3 mM; y otro activo, de alta afinidad, que actia cuando la
concentracion de urea es menor a 3 mM. A. nidulans también puede incorporar la
tiourea, un analogo téxico de la urea (Figuras 5y 6) a través de los mismos sistemas de
transporte. También se determiné que el sistema de transporte de urea no es inducido
por la urea pero estd sujeto a la regulacién metabdlica por nitrégeno (Pateman et al.,
1982): cuando las células crecen en presencia de amonio o glutamina, se observa un nivel
bajo de transporte de urea, y al pasar a un medio libre de nitrogeno, esto resulta en un
incremento en la habilidad de transportar urea. Este incremento en la habilidad de
transporte de urea es interpretada como de-represion de nitréogeno (Pateman et al.,
1973).

La caracterizacién del transportador especifico de alta afinidad por la urea fue realizada
en el laboratorio en donde se llevd a cabo esta tesis (Abreu et al., 2010). UreA (codificado
por el gen ureA) ha sido identificado como el Unico transporte de urea de alta afinidad en
el organismo. UreA es una proteina de 693 aminoacidos, para la que se predicen 15
dominios transmembrana y que pertenece a la Superfamilia de Simportadores de Sodio
(Abreu et al., 2010). Este constituye una subfamilia de simportadores H*, dentro de la
superfamilia de simportadores sodio:soluto (SSS), junto a los transportadores de urea de
hongos y plantas caracterizados hasta el momento: Dur3 de Saccharomyces cerevisiae
(EIBerry et al., 1993), PiDur3 de Paxillus involutus (Morel et al., 2008), CaDur3 de Candida
albicans (Navarathna et al., 2011), AtDur3 de Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2003;
Merigout et al., 2008), OsDur3 de Oryza sativa (Wang et al., 2012) y ZmDur3 de Zea mays
(Zanin et al, 2014). Estos comparten una identidad de secuencia de 35-74% y la mayoria
de ellos incluyen 14-15 segmentos alfa hélice transmembrana predecidos (TMS). Cabe
destacar que estas permeasas especificas de urea en hongos y plantas son estructural y
mecanisticamente diferentes de aquellas encontradas en sistemas de transporte
animales o bacterianos (EIBerry et al., 1993).
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Figura 5: Representacion de la molécula de tiourea

Enlo que respecta a la regulacion transcripcional de ureA, a partir de analisis de mutantes
para el gen areAy ensayos de Northern Blot de los ARN mensajeros de ureA bajo distintas
condiciones como pueden ser distintos tiempos de incubacién a 37°C, condiciones de
represion/no represion, durante diferentes etapas de germinacion, en cepas
mutantes/salvajes y bajo distintas fuentes de nitrégeno, se pudo determinar que:

e La transcripcion de ureA es dependiente de AreA, y es fuertemente reprimida por
amonio y no inducible por urea.

e El nivel de transcripcion maximo se da incubando a 37°C cuando se utiliza a la urea
como fuente de nitrogeno.

e Cuando se realiza un cultivo bajo una fuente no represora de nitrégeno, el nivel de
transcripcion de ureA aumenta considerablemente en las primeras 2 horas de
germinacion de las esporas, para que luego sus niveles decaigan.

e La activacion transcripcional de ureA durante la germinaciéon conidial es
dependiente de AreAy responde a la represion metabdlica por nitrégeno.

Por otra parte, UreA esta sujeta a una regulacion post-traduccional. Mediante el uso de
una fusién de UreA a la proteina verde fluorescente (GFP) se observd que UreA se localiza
a nivel de la membrana plasmatica en presencia de una fuente de nitrogeno no represora
(como puede ser la prolina). Sin embargo, cuando se agrega amonio al medio de cultivo,
UreA es internalizada por endocitosis y degradada en vacuolas (Abreu et al.,, 2010),
regulacién que a su vez ha sido observada para otros transportadores (Gournas et al.,
2009; Apostolaki et al., 2009).
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Figura 6: Andlisis de crecimiento en placa (37°C, 48 hs) de A. nidulans en medio con amonio, urea o 2-tiourea (en este caso se utiliz6 10 mM
nitrato de sodio como fuente de nitrégeno). Wt: cepa salvaje para el gen ureA. ureA::gfp: cepa que contiene el gen de ureA fusionado al gen
que codifica para la proteina GFP. AureA: cepa con gen ureA deletado Tomado y adaptado de Abreu et al., 2010.
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En lo que respecta al estudio de la funcionalidad del transportador, mediante un analisis
por mutagénesis dirigida de aminodacidos conservados entre UreA y sus ortélogos en
hongos y plantas, se pudo identificar que los residuos W82, Y106, A110, T133, N275,
D286, Y388, Y437 y S446 estarian implicados en la unidén, reconocimiento y/o
translocacion de la urea. De estos, los residuos W82, Y106, A110, N275, D286, Y437 y
S446 se ubican en hélices transmembrana (TMS) que coinciden con aquellas que en
VSGLT (co-transportador de Na*/galactosa de la bacteria Vibrio parahaemolyticus, cuya
estructura fue determinada por cristalizacién (Faham et al., 2008; Watanabe et al., 2010),
sobre el cual se realizé un modelado estructural de UreA) se identificaron como parte de
los sitios de unidn y reconocimiento del sustrato (Sanguinetti et al., 2014). Un analisis
mas exhaustivo del modelo estructural de UreA permitié identificar un par de residuos
aminoacidicos conservados en todos los transportadores de urea de hongos y plantas
caracterizados hasta el momento (y no conservados en transportadores de otros
sustratos, de funcién establecida, pertenecientes a la SSS) (Figura 7), que podrian formar
parte del sitio de interaccidon o unidn al sustrato. Estos aminoacidos, W82 y W84, estan
localizados en el TMS 2. Este tiene la particularidad de ser discontinuo, es decir, esta
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compuesto por 2 mitades de hélice transmembrana que se unen a través de una region
“desenrollada”. En esta ultima se localizan estos aminoacidos. Cabe mencionar que para
diversos transportadores las regiones desenrolladas presentes en TMS discontinuos
tienen un rol indispensable en el transporte de sustrato (Vangelatos et al., 2009; Shi 2013;
Drew et al., 2016). W82 y W84 se encuentran enfrentados en esta region, generando una
especie de “ranura” en donde podria interaccionar la molécula de urea. Segun el modelo
estructural de UreA, [aN279 (TMS 7), se encuentra proxima a los W mencionados y posee
propiedades fisicoquimicas que la hacen capaz de interaccionar con la urea (Figura 8). Al
igual que el W82 y W84, la N279 se encuentra conservada en los transportadores de urea
de funcidn establecida y ademas se encuentra expuesta al solvente.

Species/Abbrv

1. UreA (Aspergillus nidulans) WSLKRY@H-E 1 L
2. 5ScDUR3 (Saccharomyces cerevisiae)Y LLKR Y QK - I L
3. AIDUR3 (Arabidopsis thaliana) . LEKRYVG - ARH I
4. PiDUR3 (Paxillus involutus) ATBQARY L
5. CaDURS3 (Candida albicans) YILRRYNK - LI
6. OsDur3 (Oryza sativa) LEKRY VG - I
7. ZmDur3 (Zea mays) LEKRYV I
PP W - - - - - R - LI
9 hSGLT AM- - F F’
10. NIS VEBILAR -G - v
11.vSGLT VSRDKKG - F
Species/Abbrv *

1. UreA (Aspergillus nidulans) F KvVYBLLVEBIAALRIN - - - - - - - - o o o oo .

2. ScDUR3 (Saccharomyces cerevisiae)~ KVY I LVREAAKRH - - - - - - - - - - - - - - P

3. AtDUR3 (Arabidopsis thaliana) = VVYDRLKDMVAKSRECTEPLEHHEAACEPV

4. PIDUR3 (Paxillus involutus) KMHYLLAGARAMM - - - - - - - - - - - - - .. PV

5. CaDUR3 (Candida albicans) | VERK L A - - - - - - - - - - - - - - PR

6. OsDur3 (Oryza sativa)
7. ZmDur3 (Zea mays)

RLMAVASAARBICEABLBRNEGAC
HL.;VA AVRNCSAPLSHPDAAC

8. PutP VIKEKE BN - - - - - - - -
9 hSGLT KYMKA I P - vEIBE N F@EKc YFPRA HIF-
10.NIS \REBVM- - - LABNHBIR I N - - - - - - oo LMBNPEP - -
11.vSGLT R YmAVvEFI FABVEKMVBAA - - - - - - 1 | LBk

Figura 7: Alineamiento multiple de secuencias de transportadores de urea de hongos y plantas, y de transportadores, que también
pertenecen a la SSS pero que transportan otros sustratos. Las secuencias alineadas incluyen UreA de A. nidulans, ortélogos caracterizados
en hongos y plantas- ScDur3 de S. cerevisiae, AtDur3 de A. thaliana, PiDur3 de P. involutus, CaDur3 de C. albicans, OsDUR3 de C. albicans,
ZmDur3 de Z. mays, PutP de E. coli (transportador de sodio/prolina), vSGLT de V. parahaemolyticus, hSGLT de Homo sapiens (transportador
de sodio/glucosa) y NIS (transportador de sodio/yoduro). Se utilizé el programa MEGA (Tamura et al., 2011) con la herramienta de
alineamiento MUSCLE (Edgar, 2004)
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Figura 8: Modelado de UreA en base a la estructura reportada para vSGLT (Protein Data Bank ID: 3DH4). a) Vista del transportador desde
el medio extracelular. Se indican los aminodcidos W82, W84 y N279 mencionados en el texto. Las regiones semitransparentes en gris
muestran posibles sitios de unién de moléculas de urea identificados por el software FTmap (http.//ftmap.bu.edu/). b) Vista amplificada
de lo observado en a). Imagen realizada por el Dr. Sergio Pantano (Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares, Institut Pasteur de
Montevideo).
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2 Objetivos

2.1 Objetivos generales

Contribuir al conocimiento acerca de la relacidn estructura/funcidn de transportadores
activos de urea de hongos y plantas, mediante el analisis mutacional de la N279 localizada
en el posible sitio de unién a la urea.

2.2 Objetivos especificos:

Para el analisis de la N279 (aminodacido polar) se planted una estrategia la cual consiste
en mutarla, en primer lugar, por Alanina, el cual es un aminoacido apolar, y en segundo
lugar por la Glutamina, el cual es un aminodcido con propiedades fisicoquimicas
similares a la Asparagina. A continuacion, se describen los objetivos especificos para
llevar a cabo el analisis.

2.2.1 Generacion de construcciones que porten las mutaciones N279A y N279Q por
Fusion-PCR

Para generar dichas mutaciones, se opto por utilizar la técnica de “Fusion PCR” (Szewczyk
et al., 2007). Esta técnica permite la generacién de fragmentos lineales de ADN que
pueden ser utilizados para transformacion sin tener que utilizar los procedimientos de
clonado convencionales. Este enfoque es muy rapido comparado con métodos de
clonado convencionales y es versatil. Las moléculas creadas por este enfoque pueden ser
utilizadas para reemplazar genes, reemplazar promotores o afiadir proteinas marcadoras
(por ejemplo GFP).
Esta técnica consta de 2 etapas (Figura 9):

e Primeraronda de PCR: se generan dos fragmentos génicos, uno comprendiendo el

5’ del gen ureA hasta el lugar de la mutacion deseada en el gen, y el otro desde
este lugar hasta el 3’ UTR del gen. El incluir 1 kb de las regiones UTR de ureA se
hace con el fin de dirigir la construccion hacia el locus ureA y que ésta se integre
por doble recombinacién. Para esto, se realizan dos reacciones de amplificacion
por PCR (una para cada fragmento) y por ende se disefiaron dos pares de primers.
Un par servird para amplificar la regién 5’ al sitio de la mutacion y otro para la
region 3’ al sitio de la mutacion. Notese, que un primer del par hibridara en un
extremo del gen (por ejemplo, el extremo 5" UTR) y el otro deberd estar disefado
de forma tal que porte la mutacién deseada en su secuencia (ver Figura 8). De esta
manera, se introdujo la mutacién deseada durante la PCR. De la misma manera, se
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repitié la amplificaciéon de la regidon flanqueante 3’ con su respectivo par de
primers.
e Segunda ronda de PCR: En esta ronda, los fragmentos generados en la primera

ronda actuaron como molde entre ellos, y de esta manera se logrd generar una
construccién génica Unica conteniendo la mutacidon deseada. En esta instancia la
region que porta la mutaciéon deseada (introducida por los primers) va a servir
como cebador para la fusién. Ademas, se hizo uso de los primers “nested”: la
eleccién de usar primers “nested” en oposicion a los primers originales se basa en
que estos primers incrementan en gran escala la especificidad de la amplificacién,
reduciendo la chance de obtener bandas adicionales a la construccion deseada.

La construccion resultante tiene al gen ureA fusionado al gen que codifica para la gfp y
porta el marcador de seleccién pyrG de Aspergillus fumigatus (ver Materiales y Métodos).
Cabe destacar que esta fusion no afecta la funcionalidad de la proteina (Abreu et al.,
2010).

P2
5 UTR = ' UTR

3’ UTR
+ [ o [eweAE T ————
PS
5" UTR —
————weA  [| .
3’ UTR
5’ UTR 3" UTR

Figura 9: Diagrama esquemadtico del uso de la Fusion PCR. P1y P2 representan los primers para amplificar el fragmento 5” mientras
que P3y P4 los primers para amplificar el fragmento 3’. Notese que P2 y P3 portan una “cola” violeta representativa de la mutacion,
la cual se marca con el mismo color en el esquema de la construccion. Por otro lado, P5 y P6 representan los primers nested.

2.2.2 Transformacidén de las construcciones generadas en una cepa que carece del
gen ureA
Una vez obtenida la construccidon génica se procedié a la transformacién de una cepa

receptora que carece de la secuencia codificante de ureA (AureA), ya que esta fue
sustituida por un marcador de seleccién (ver Materiales y Métodos). Al hacer uso de
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regiones flanqueantes homalogas con la secuencia génica original, se pudo transformar
utilizando la recombinacién homaloga propia del organismo (Figura 10). Para aumentar
la probabilidad de integracidn de la construccion al locus deseado (y no en otra regidn
del genoma), se transforman cepas que sean deficientes en el gen nkuA (AnkuA) ya que
este gen esta involucrado en la recombinacién no homologa. Es importante destacar
que la carencia de este gen no causa inhibicidon de crecimiento o sensibilidad a ningun
mutdgeno, pero reduce ampliamente la frecuencia de integracion heterdloga del ADN
transformante durante la transformacion. En las cepas AnkuA, aproximadamente 90%
de los transformantes llevan una integraciéon homologa unica (Nayak et al., 2006).

5’ UTR FUTR  producto de

Fusion-PCR

5’ UTR 3" UTR

Locus ureA

5’ UTR 3’ UTR
afp

Locus ureA
recombinado

Figura 10: Integracion de la construccion génica generada en la cepa de interés mediante recombinacion
homdloga.

2.2.3 Analisis de las cepas generadas

2.2.3.1Ensayos de crecimiento en placa

Una vez que obtenidos los transformantes, se procedié a realizar un analisis de
crecimiento en placa en distintas concentraciones de urea y 2-tiourea, para observar el
fenotipo del transformante comparado con un control wild-type (WT) y una cepa AureA.
De esta manera se pudo determinar si la mutacidn introducida tuvo algun efecto en el
crecimiento en estas condiciones.

2.2.3.2Determinacion del numero de copias de la construccion
transformada por gPCR

Si bien el gen nkuA se encuentra deletado y la probabilidad de una integracion en otra

parte del genoma por recombinacidn heterdloga es baja, ésta puede ocurrir. Para
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determinar si los transformantes obtenidos son monocopia (es decir, la construccion se
integré Unicamente en el locus ureA), se realizé una PCR cuantitativa (QPCR) para la
determinacion del nimero de copias del gen ureA presente en transformantes
seleccionados.

La qPCR es una técnica de biologia molecular basada en la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR). A diferencia de la PCR a tiempo final, la gPCR monitorea la
amplificacion de su objetivo en tiempo real y no a tiempo final. Para la deteccidn de los
productos en tiempo real, se pueden usar marcadores fluorescentes no especificos que
se intercalan con ADN de doble cadena o sondas de ADN de secuencia especifica la cual
consisten de oligonucledtidos que estan marcados con un marcador fluorescente, el
cual permite la deteccidon solamente luego de hibridarse con su secuencia
complementaria (Heid et al., 1996; Higuchi et al., 1993; Nazarenko et al., 1997). Entre
los primeros encontramos al SYBR Green |, un agente intercalante que se une al surco
menor de la doble hebra de ADN independiente de la secuencia. Este tipo de deteccidn
de productos por métodos no especificos se puede utilizar cuando tenemos un Unico
producto de amplificacion, confiriéendonos la ventaja adicional del analisis de las curvas
de melting para poder tener una caracterizacion de la secuencia en base a sus
temperaturas de fusion (Tm), la cual depende de la longitud del fragmento a amplificar
y la composicion de bases nitrogenadas.

El analisis de los datos se basa en las curvas de amplificacion de las reacciones, las
cuales presentan 3 fases caracteristicas. La primera, o la fase inicial, es aquella donde
no se detecta amplificacion significativa de producto; la segunda, o fase exponencial, es
aquella donde se observa una amplificacion de manera exponencial del producto
deseado, donde se observa una correlacion entre el nimero de producto amplificado y
el tiempo transcurrido de reaccion; y una tercera fase, o fase de meseta, donde ya no
existe amplificacion debido a exhausto de reactivos. El analisis se lleva a cabo con los
datos obtenidos en la fase exponencial, ya gue como mencionamos antes existe una
relacion directa entre moléculas generadas y tiempo de reaccion. De este modo, es
posible obtener el numero de copias del molde a partir del nimero de ciclos necesarios
para que la sefal pase de la fase inicial a la fase exponencial, fendmeno conocido como
el umbral; donde se intersecta el valor umbral con la curva en fase exponencial es
donde encontramos el threshold value, o C:.

Para determinar el niumero de copias, se hizo uso de un método de cuantificacion
relativo, el cual relaciona la sefial del gen de interés de una muestra experimental (en
este caso, de una cepa con numero de copias desconocido de ureA) con una de una
muestra control (en este caso, una cepa con copia Unica de ureA). A su vez, la sefial
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debe ser estandarizada debido a que no todas las muestras pueden contener la misma
concentracion total de ADN. Para esto, se normaliza la seial del gen de interés para
cada muestra con un gen de referencia. En nuestro caso, se optd por usar el gen de la B-
actina, ya que sabemos que se encuentra en copia Unica en las cepas a analizar, asi
como en la cepa control.

Para calcular el cociente de expresidn relativa en base a la diferencia entre los C;, se
utilizé el método “delta-delta C” (Ecuacién 1)(Livak et al., 2001).

Esencialmente, el método de delta-delta C: es la diferencia entre los valores de delta C:
de las muestras experimentales/tratadas y las muestras no tratadas/controles, siendo el
“delta Ci” la diferencia entre los valores de C; para nuestro gen de interés y el gen
normalizador para cada muestra.

Ecuacion 1

(Ctmiib rador= Ct tratado )gen de interés

(Ctcatibrador—Cttratado) gen de referencia

En nuestro caso, la muestra control (o calibradora) es aquella la cual sabemos que el
gen ureA se encuentra en monocopia (MVD10A y/o MVDO001).

Un valor de R igual o aproximado a 1 nos seria indicativo de que el gen se encuentra en
estado de monocopia, un R igual o aproximado a 2 nos indicaria 2 copias, y asi
sucesivamente.

2.2.3.3Determinacion de la localizacion subcelular

Con el fin de determinar si la mutaciones generadas en la N279 tienen un efecto en la
localizacion subcelular (es decir, si las versiones mutantes de UreA llegan a la
membrana plasmatica del organismo), se comprobd la localizacion de las proteinas
mutantes mediante microscopia de epifluorescencia. Esto es posible ya que como se
menciond anteriormente, el gen ureA se encuentra fusionado al gen que codifica para
la GFP. La proteina verde fluorescente (green fluorescent protein en inglés- GFP),
originalmente aislada de la medusa Aequorea victoria, es un marcador atractivo para
seguir la expresion génica y localizacién proteica en las células vivas (Chalfie et al.,
1994). Este cromodforo es formado como resultado del plegamiento de la proteinay la
fluorescencia no requiere ningun factor extrinseco excepto luz azul o UV. Por tanto, las
células vivas pueden ser observadas con una perturbacién minima vy las actividades
intracelulares pueden ser observadas directamente.
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En A. nidulans, este sistema ha sido utilizado extensivamente para seguir niveles de
expresion por el promotor alcA (Fernandez-Abalos et al., 2002), para seguir el destino
de varios transportadores como el transportador de purinas UapC (Valdez-Taubas et al.,
1999), entre otros. Como se menciond anteriormente, la fusidon del gen de ureA con la
GFP no afecta la funcionalidad de la proteina (Abreu et al., 2010).

2.2.3.4 Analisis de niveles de sintesis proteica a través de Western Blot
Con la finalidad de determinar si las mutaciones generadas en la N279 tienen un efecto
a nivel de la sintesis proteica de la proteina, se procedid a realizar un Western Blot con
anticuerpo anti-GFP (ver Materiales y Métodos). El Western Blot es una técnica analitica
ampliamente utilizada en la biologia molecular para detectar proteinas especificas en
una muestra de tejido homogeneizado o extracto proteico. Este se lleva a cabo en 3
etapas: separacion por tamafio mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante (o SDS-PAGE), transferencia a un soporte sdlido (generalmente a una
membrana de nitrocelulosa) y visualizacion de proteinas mediante el uso de
anticuerpos primarios y/o secundarios (Mahmood et al., 2012). En nuestro caso, los
niveles de sintesis de UreA-GFP fueron monitoreados mediante la deteccion por
anticuerpos anti-GFP.

3 Resultados y discusion
3.1 Generacidon de mutantes N279A y N279Q

3.1.1 Producciéon de la construccion génica para llevar a cabo la generaciéon de
mutantes

Con el fin de generar los mutantes del gen ureA se realizd, mediante la técnica de Fusion
PCR, la construccién de las distintas construcciones génicas (Figura 9).
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Se procedid a generar los dos fragmentos correspondientes para cada mutante (ver
Seccién 2.2.1), siendo éstos F1A y F1Q para los fragmentos 5’ de las mutaciones N279A y
N279Q respectivamente; y F2A y F2Q para los fragmentos 3’ de las mutaciones N279A y
N279Q respectivamente.

Para generar dichos fragmentos por PCR se utilizdé como molde ADN gendmico
proveniente de la cepa MVD10A (ver Materiales y Métodos). Esta cepa tiene como
caracteristica que posee la fusion ureA::gfp::pyrGAF integrada al locus ureA. Es decir, el
gen ureA esta fusionado al gen que codifica para la GFP y a su vez posee el marcador de
seleccion pyrGAF.

Se realizd una electroforesis en gel de agarosa (1%) para analizar los productos de PCR
(Figura 11).

3000 pb
/

G 2000 pb

Figura 11: Electroforesis en geles de agarosa 1% para el andlisis de los productos de la primera ronda de PCRs (3 ul de carga). Cada gel con su
respectivo marcador de peso molecular (MPM, 4 ul).

En éstas se observd que la amplificacion de los distintos fragmentos fue exitosa y no
tenemos amplificacion inespecifica por los primers o ADN contaminante denotado por la
ausencia de bandas adicionales. Se destaca que se obtuvieron productos de amplificacion
del tamafio esperado (ver Materiales y Métodos). Se aclara que en el primer gel se
muestra el mismo producto debido a que en esa instancia se hicieron pruebas con 4
polimerasas distintas para comprobar su correcto funcionamiento. Para los pasos
siguientes, se hizo un pool con los 4 productos.

Una vez que comprobamos la correcta amplificacion, se procedid a realizar una
purificacion por kit (ver Materiales y Métodos) de los fragmentos obtenidos para luego
realizar la segunda ronda de PCR (Figura 12)(ver Materiales y Métodos).

3.1.1.1 Segunda ronda de PCR: Fusion-PCR
Para llevar a cabo la fusion de los dos fragmentos amplificados para cada mutacién

correspondiente, se llevd a cabo una Fusion-PCR como se detallé anteriormente. Para
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esto, se hizo uso de los nested primers URE5N y URE3N para cada amplificaciéon (ver
Materiales y Métodos).

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de Pa (Fusion PCR de mutante N279A, 3ul), Pb (Fusion PCR de mutante N279Q, 3ul), y
F1A, F1A, F2A Y F2Q como descriptos anteriormente (3 ul) con marcador de peso molecular (MPM, 4ul)

Como podemos observar, tanto la Fusion-PCR del mutante N279A como la del mutante
N279Q fueron exitosas denotadas por el producto obtenido que migra cercano a las 7000
pb (se esperaba un amplicon de 7027 pb). Sin embargo, podemos también observar otras
bandas con menor tamafo, las cuales poseen el mismo peso molecular que F1A y F1Q,
indicando que se trata de la amplificacién de los fragmentos pertenecientes a los
fragmentos 5’ del gen como explicamos anteriormente. Esta amplificacion puede
deberse a que, al realizarse una purificacién directa de dichos fragmentos, hayan
quedado primers de dichas amplificaciones en el producto purificado y que luego estos
primers amplificaron los fragmentos F1A y F1Q presentes en las reacciones de Fusion-
PCR.

Debido a la ausencia de un Unico producto en la Fusion-PCR, se procedié a realizar una
purificacion por gel de la fusidon (ver Materiales y Métodos). Para esto, se recortaron las
bandas del gel pertenecientes al producto de la Fusion-PCR y se procedié a llevar a cabo
el procedimiento de purificacion. Una vez realizada la purificacidon se procedié a realizar
una electroforesis en gel de agarosa con el fin de corroborar la correcta purificacion del
amplicon deseado (Figura 13).
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Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa al 1% para analizar las
purificaciones de las construcciones: Pa (purificacion de construccion de
mutante N279A, 3ul) y Pb (purificacidn de construccion de mutante N279Q, 3ul)
con marcador de peso molecular (MPM, 4ul)

3.1.2 Transformaciéon de cepa MVD13A con las construcciones conteniendo las
mutaciones

Una vez obtenidas las construcciones génicas, se procedio a realizar la transformacion de
la cepa MVD13A con las mismas (ver Materiales y Métodos). Dicha cepa a transformar
posee un genotipo AureA::riboB riboB2 pyroAl pyrG89 AnkuA::argB. Es importante notar
aqui que esta cepa tiene reemplazado el gen ureA por el marcador riboB, el cual
complementa la mutacién riboB2 (ver Figura 10). Esto confiere una ventaja a la hora de
seleccionar los transformantes por dos aspectos. Por un lado, si se da la recombinacion
homodloga en el locus ureA estaremos reemplazando el gen riboB por nuestra
construccién génica. Al reemplazarlo, le estaremos quitando al hongo la capacidad de
crecer sin riboflavina ya que el marcador riboB es eliminado producto de la integracion
de la construccion en el locus deseado. Por esto, si los transformantes no son capaces de
crecer en un medio sin riboflavina, sabremos que la integracién tuvo lugar en el locus
deseado. Por otro lado, nuestras construcciones contienen el gen pyrGAF hacia el 3'de la
fusion ureA::gfp, y la cepa a transformar porta la mutacion de pérdida de funcidén pyrG89
(ver Materiales y Métodos). Gracias a esto, sabremos que nuestra transformacion fue
exitosa si los transformantes son capaces de crecer en un medio sin uridina y uracilo.
Entonces, si nuestra transformacion ha sido exitosa, los transformantes de interés:

e No creceran en un medio sin riboflavina.

e Serdan capaces de crecer en un medio sin uridina y uracilo.
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Una vez seleccionados los transformantes en base a estas auxotrofias, se procedié a
realizar una purificacion de los mismos. Esto se debe a que durante el proceso de
transformacion, la pared celular es removida para generar protoplastos y estos pueden
fusionarse durante el proceso de transformacion. Esto puede generar la presencia de
transformantes heterocariontes (n+n). Es decir, puede tener nucleos transformados (que
han integrado nuestra construccion) y nucleos no transformados. Por eso, se procede a
realizar una suspensiéon de esporas de los transformantes obtenidos con el fin de aislar
esporas haploides, y al plaquearlas en un medio selectivo (con riboflavina y piridoxina y
sin uridina y uracilo). Aquellas colonias que crezcan (a partir de una espora haploide)
seran mutantes homocariontes.

Se obtuvieron 5 transformantes para la mutacion N279Ay 2 para la mutaciéon N279Q que
cumplieron con los criterios de seleccion mencionados anteriormente. No obstante, se
obtuvieron transformantes que si bien no fueron capaces de crecer en un medio sin
uridina y uracilo (indicando que hubo una recombinacién), si fueron capaces de crecer
sin riboflavina. Esto se puede explicar debido a que, si bien se produjo una integracién de
la construccion génica, esta debe de haber ocurrido en otro lugar del genoma. Por tanto,
estos transformantes no entran en el criterio de seleccion mencionado anteriormente.
De cada mutante, se eligidé un transformante de cada uno al azar para realizar un
secuenciado del mismo.

3.1.4 Secuenciacion y analisis de crecimiento en placa

Posterior a la seleccién, se procedid a secuenciar un transformante de cada mutacién
generada (T1A y NQ2A) con el fin de comprobar la presencia de la mutacion deseada y
descartar la presencia de otras mutaciones no deseadas. Para ello se extrajo ADN
gendmico (ver Materiales y Métodos) el cual se utilizé como molde para amplificar la
secuencia gendmica del gen ureA (Figura 14)(ver Materiales y Métodos).
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T1IA MPM NQ2A

Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa al 1% para analizar los productos de
PCR para secuenciar. Se amplifico la secuencia gendmica del gen ureA,
esperdndose un amplicon de 4950 pb. 3 ul de sembrado de cada muestra 'y 4 ul
de MPM.

Una vez confirmado esto, se procedio a realizar los ensayos de crecimiento con los
mismos. Para esto, se cultivaron los mutantes en un medio minimo sélido (1,3% de agar)
con los suplementos correspondientes (uridina y uracilo, piridoxina, riboflavina) y con
distintas fuentes de nitréogeno: amonio, nitrato, y distintas concentraciones de urea y
tiourea (5, 2.5, 1.25 y 0.625 mM). Ademas de realizar los crecimientos a 37°C, estos se
realizaron también a 25°C para evaluar si las mutaciones generadas pueden dar lugar a
fenotipos criosensibles, indicativos de defectos en la estructura del transportador
(Diallinas, 2008).
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NH, 5 mM
Urea 5mM
2,5mM
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0,625 mM
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NaNO, (10 mM) + 2-thiourea 5 mM
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Figura 15: Ensayos de crecimiento en placa a 25y 37 °C (ver Materiales y Métodos) de las cepas transformantes N279A y N279Q junto con
las cepas ureA salvaje (MVD 001 — ureA_salvaje), ureA_salvaje::gfp (MVD 10A) y AureA (MVD 13A) como control. Estas se cultivaron en
amonio y sobre diferentes concentraciones de urea y el andlogo toxico 2-tiourea (en este caso se utilizé 10 mM nitrato de sodio como fuente
de nitrégeno). Las placas de MM se suplementaron con paba (dcido p-aminobenzoico), uridina, uracilo, riboflavina, piridoxina, y en las
placas en las que se utilizo 2-tiourea se suplementaron con nitrato de sodio como fuente de nitrégeno.



En la Figura 15 (tanto a 25 como a 37°C) podemos observar que las cepas mutantes
obtenidas (a partir de ahora, N279A y N279Q) presentan un fenotipo similar al de las
cepas salvajes y similar entre ellas en urea. Este fenotipo nos puede indicar que las
mutaciones introducidas en cada cepa no causarian un cambio de afinidad por la urea.
Por otra parte, al crecer las cepas en 2-tiourea podemos observar diferencias en el
crecimiento en la cepa N279A con respecto a las cepas salvajes. A concentraciones bajas
de 2-tiourea la cepa N279A presenta un crecimiento moderado que no se observan ni en
las cepas control nienla cepa N279Q. Este es un resultado interesante, ya que estariamos
observando que la naturaleza aminoacidica en esa posicion seria importante en lo que
respecta a la afinidad por el sustrato: la cepa N279A fue capaz de permitir el pasaje de
urea pero ser mas restrictiva en el transporte de la 2-tiourea, lo cual nos sugiere que esta
mutacion en esa posicion le confiere un cambio de afinidad por el sustrato a la cepa.
Esta diferencia en la afinidad por los distintos sustratos se podria explicar por la diferencia
en la estructura de los aminoacidos introducidos (Figura 16). Al realizar el cambio N279Q
se mantienen las caracteristicas polares (y presentan radicales parecidos), por lo que
tiene sentido el haber observado un fenotipo similar a la cepa salvaje. Por otra parte, la
alanina introducida en el mutante N279A es un aminoacido que tiene caracteristicas no
polares o hidrofébicas comparadas con la asparagina. Como recordaremos, la tiourea
(Figura 5) tiene un atomo de azufre en el lugar del atomo de oxigeno que porta la urea
(Figura 2). Al ser el azufre menos electronegativo, esta molécula es menos polar que la
molécula de urea. Por esto, no es de llamar la atencion que la tiourea presente mejor
transporte en aquellos transportadores conteniendo aminoacidos mas polares, como es
el caso de las cepas salvajes y N279Q. Al estar la mutacion en el sitio de unién de sustrato
en el transportador y al ser la alanina menos polar, esta dificulta mas el paso de la tiourea
por el transportador, posiblemente confiriendo este fenotipo selectivo que se observa a
menores concentraciones de tiourea. Por lo que la mutacion N279A parece estar
afectando la interaccién con la tiourea y por lo tanto reduciendo la afinidad del
transportador por ésta.
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Figura 16: Representaciones de los aminodcidos alanina (A), asparagina (N) y glutamina (Q)
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3.2 Determinacion del numero de copias de la construccion
transformada por qPCR

Para determinar el nUumero de copias en las cepas mutantes generadas (verificadas por
secuenciacion), se procedid a realizar una gPCR (Ver Seccién 2.2.3.2), utilizando como
molde ADN gendmico. El ADN gendmico de las cepas MVD10A y MVDO0O01 fue utilizado
como control (ureA monocopia). Evaluamos el niumero de copias de nuestro gen
problema ureA compardndolo contra el gen monocopia actA (que codifica para la actina).
Como se menciond, nuestras muestras problema (N279A y N279Q) se compararon con
las muestras calibradoras MVD10A y MVDO001, ya que ya sabemos que estas cepas son
monocopia para el gen ureA.

Tabla 1: Resultados de la gPCR indicando ciclo donde se superd el nivel umbral (Cts), los cdlculos de deltaCt (ct calibrador — ct mut) y el R
mostrando los valores de “delta-delta Ct”

ureA actA
ureA Cts Promedios Ct calibrador - Ct mut  Ct calibrador - Ct mut R
MVD 001 16,270 16,220 1,074 1,098 0,98
16,170 Q&
MVD 10A 17,256 17,294 g %
17,331 9 o
N279A 15,374 15,338 1,956 2,102 0,93 5 E
15,302 ;g;_ S
N279Q 18,866 18,716 -1,423 -1,094 1,30 ] :(°>
18,566
actA
MVD 001 15,606 15,524
15,441 8 %
MVD 10A 16,581 16,622 -1,074 -1,098 0,98 g %’_
16,662 9 o
N279A 14,524 14,520 0,882 1,004 0,88 = 5
14,515 g O
e o
N279Q 17,731 17,715 -2,496 -2,192 1,14 oo
17,699

Como se observa en la tabla de resultados, como era de esperar las cepas MVD001 y MVD
10A ambas son monocopia para el gen ureA demostrado por el valor de R cercano a 1.
Por otro lado, también se observa que ambas cepas mutantes presentan el gen de ureA
en monocopia. Esto es importante para el andlisis ya que de no haber sido asi, el hecho
gue sea de copia multiple podria causar “ruido” en el andlisis debido a que podria estar
sucediendo una sobreexpresion de nuestro transportador, y nos interesa evaluar los
fenotipos de los mutantes con el mismo numero de copias que la cepa salvaje.
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Dicho esto, de haber sido de copia multiple, una solucién para generar mutantes
monocopia seria cruzarlos con cepas monocopia para el gen ureA (como por ejemplo la
MVD10A) y de esta manera obtendriamos algunos mutantes monocopia.

3.3 Analisis de niveles de sintesis proteica a través de Western Blot

Con la finalidad de determinar si las mutaciones generadas en la N279 tuvieron un efecto
a nivel de la sintesis proteica de la proteina, se procedio a realizar un Western Blot con
anticuerpo anti-GFP (ver Materiales y Métodos).

Se realizd una extraccion de proteinas de las cepas mutantes y de la cepa MVD10A (como
control) las cuales fueron cuantificadas mediante el método del BCA, y se procedid a
realizar el Western Blot (ver Materiales y Métodos).

—_—

ﬂ ' 10A N279A N279Q, MPM
B 10A N279A N279Q

70kDa

. i 25kDa

Figura 17: A: Revelado de Western Blot de MVD10A, N279A y N279Q (100 ug de proteina) con anticuerpo anti-GFP (dilucién 1/2500)
mostrando dos bandas claras, una a 70 kDa (correspondiente a la fusion UreA-GFP) y otra a 25 kDa (GFP libre). B) Tincion de Azul de
Coomassie de gel SDS-PAGE como control de carga de MVD10A, N279A Y N279Q (100 ug).

Como se puede observar en la Figura 17A, el revelado con anticuerpo anti-GFP resulté en
la presencia de dos bandas en la membrana. Estas dos bandas, como se puede
correlacionar con el marcador de peso molecular, se ubican en los pesos aproximados de
70 kDa y 25 kDa. La proteina UreA-GFP migra entre 60 y 80 kDa (Sanguinetti et al., 2014),
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por lo que podemos asumir que la banda situada alrededor de los 70 kDa corresponde a
la fusién UreA-GFP. En base a esto, podemos observar que no existen diferencias en las
intensidades de banda observadas entre la cepa control (MVD10A) y las cepas mutantes.
Esto nos podria indicar que las mutaciones introducidas no estarian interfiriendo con la
sintesis del transportador y que el fenotipo observado en placa no se debe a un defecto
en la cantidad de transportador sintetizado.

Por otra parte, podemos observar otra banda en el torno de los 25 kDa. Esta banda
corresponde a la presencia de GFP libre. Este fendmeno es esperable, ya que la GFP es
refractaria a la protedlisis (Chiang et al., 2001) y por lo tanto puede ser detectada aun
cuando la proteina fusionada a ésta sea degradada. Ademas, esta degradacion de UreA-
GFP es producto del recambio proteico normal producido en la célula. Por tanto, al estar
revelando con un anticuerpo anti-GFP y sabiendo que la proteina GFP migra alrededor de
los 27 kDa, no nos es inesperado observar una sefal correspondiente a la misma. Es
importante mencionar que una mayor presencia de GFP libre en el extracto proteico
indicaria una mayor degradacién de UreA-GFP y viceversa. Sin embargo, no se observan
diferencias entre UreA-GFP y sus versiones mutantes.

A su vez, podemos observar un defecto en el revelado en el carril N279Q. Este se debe
seguramente a un error técnico en preparacion de la transferencia del gel de
poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa, ya que en este paso es muy comun que
gueden atrapadas burbujas de aire las cuales impiden una correcta transferencia hacia la
membrana.

En la Figura 17B se muestra la tincion con azul de Coomasie de un gel SDS-PAGE de los
extractos proteicos correspondientes a MVD10A, N279A y N279Q. Debido a dificultades
técnicas a la hora de detectar la actina como control de carga (con anticuerpo anti-
actina), se optd por realizar esta tincién como reemplazo utilizando la misma cantidad de
extracto proteico utilizado en el Western Blot. Los controles de carga suelen ser proteinas
gue exhiben una expresion constitutiva y de alto nivel en el tipo de muestra en estudio.
Se utilizan para normalizar los niveles de proteina detectados confirmando que la carga
de proteina es la misma en todos los carriles. Estos son esenciales para garantizar la
fiabilidad de los datos a la hora de comparar la expresidn de una proteina en diferentes
muestras.

Cabe aclarar que si bien este método es util a la hora de utilizarlo como control de carga,
se esta poniendo a punto en el laboratorio la deteccion de la tubulina con anticuerpo
anti-tubulina como reemplazo.
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3.3.1.1Determinacion de la localizacion subcelular
Para verificar que las mutaciones introducidas no interferian con la localizacion del

transportador en la membrana plasmatica de la célula, se procedié a determinar su
localizacion subcelular (ver Seccién 2.2.3.3) mediante microscopia de epifluoresencia (ver

Materiales y Métodos) (Figuras 18 y 19).

Figura 18. Imdgenes de microscopia de epifluorescencia de mutantes N279A (A-D), cepa MVD 001 (ureA salvaje) (E) y cepa MVD10A
(ureA::gfp) (F). Estas dos ultimas como control negativo (autofluorescencia) y positivo, respectivamente. Aumento 100X, excitacion con luz
azul, A =490 nm. Las cepas fueron crecidas a 25°C por 16 horas en medio minimo conteniendo prolina 5 mM como fuente de nitrégeno. Las
flechas sefialan septos y vacuolas.

Figura 19: Imdgenes de microscopia de epifluorescencia de mutantes N279Q (A-D), cepa MVD 001 (ureA salvaje) (E) y cepa MVD10A
(ureA::gfp) (F). Estas dos ultimas como control negativo (autofluorescencia) y positivo, respectivamente. Aumento 100X, excitacion con luz
azul, A =490 nm. Las cepas fueron crecidas a 25°C por 16 horas en medio minimo conteniendo prolina 5 mM como fuente de nitrégeno. Las
flechas sefialan septos y vacuolas.
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A partir de los resultados obtenidos, se observa que la cepa MVD 001 (ureA salvaje)
emite una senal de fluorescencia bastante baja (producto de auto-fluorescencia). Esto
es completamente esperable, ya que en esta cepa el gen ureA no se encuentra
fusionado al gen gfp. Por otro lado, podemos observar que los fenotipos de ambos
mutantes comparado con la cepa MVD10A (ureA::gfp) son similares. Se observa una
clara sefial en la membrana plasmatica, asi como en septos (localizacidn caracteristica
de transportadores de membrana en A. nidulans) en ambos mutantes y la cepa
MVD10A, lo que nos estaria indicando que las mutaciones introducidas no estarian
afectando la localizacidn subcelular del transportador en la membrana plasmatica. Esto
era esperable, ya que en los analisis de crecimiento en placa se observé que ambas
cepas eran capaces de crecer en urea y presentaban sensibilidad (en distinto grado) a la
2-tiourea. Si el transportador mutado no pudiese llegar a la membrana plasmatica (y
quedar, por ejemplo, retenido en el reticulo endoplasmico como resultado de un
defecto en el plegamiento), las cepas no presentarian este fenotipo.

Por otra parte, se observa sefial de GFP en granulos citoplasmaticos. Estos
corresponden con vesiculas que estan llevando al transportador hacia la membrana
plasmatica y a vesiculas que lo dirigen a vacuolas (equivalente a los lisosomas de
mamiferos, donde se produce una degradacidn proteica; se observan como granulos
citoplasmaticos de mayor tamafio, localizados mayoritariamente en la espora). Esto es
resultado de un recambio natural de la proteina en la célula. La acumulacién de UreA-
GFP en el lumen de estas vacuolas puede servir como un indicador de la degradacion de
la proteina. Como se puede observar, ambos mutantes presentan un fenotipo similar al
de la cepa MVD10A, lo que nos estaria indicando que las mutaciones introducidas
tampoco estarian produciendo una mayor degradacién de la proteina, ya que de ser asi
esperariamos ver sefial de GFP principalmente en vacuolas. Esto se corresponde con los
resultados obtenidos en el Western Blot, en donde no se observd una mayor intensidad
de GFP libre, lo que seria indicativo de una mayor degradacion de la proteina.
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4 Conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo se lograron introducir las mutaciones N279A y N279Q con
éxito por medio de la generacion de construcciones génicas por la técnica “Fusion-PCR”
y su posterior transformacién. Mediante la generacién de esta mutacion, se pudo
determinar que la N279 de UreA tendria un rol en la afinidad por el sustrato de la urea.
Los resultados indicarian que las caracteristicas polares de dicho aminoacido serian
importantes para la afinidad por sus sustratos. Dicha hipdtesis podria ser confirmada
mediante experimentos de cinética de transporte (Krypotou & Diallinas, 2014) con urea
marcada radioactivamente (}*C-urea) sobre las cepas mutantes N279A y N279Q.

En cuanto al efecto de las mutaciones introducidas en la sintesis y localizacién
subcelular de UreA, se determind que éstas no se vieron afectadas ya que se obtuvieron
fenotipos similares a las cepas controles en los ensayos de microscopia de
epifluorescencia y Western Blot, por lo que el fenotipo observado mediante los analisis
de crecimiento en placa se debe exclusivamente al cambio aminoacidico introducido.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten una mayor comprension en la
relacion estructura-funcion de UreA, mas precisamente en la identificacidn del sitio de
union a sustrato. UreA constituye un modelo para la caracterizacion de sus ortélogos en
plantas. La urea es el principal fertilizante nitrogenado a nivel mundial, particularmente
en paises en desarrollo. Sin embargo, la degradacion de ésta por ureasas de bacterias y
hongos del suelo lleva a que ésta sea absorbida por plantas principalmente bajo forma
de amonio. Asimismo, esto genera la liberacidén de cantidades significativas de amonio y
derivados toxicos al medio ambiente y pérdidas millonarias por volatilizacion del
nitrégeno aplicado (Zanin et al., 2015). El estudio de la estructura y funcidn de estos
transportadores puede constituir un punto de partida para el desarrollo de estrategias
gue permitan un aprovechamiento mas eficiente de la urea aplicada, ya sea mediante el
desarrollo de nuevos fertilizantes y/o técnicas de aplicacion de los mismos, o incluso de
cultivos con una eficiencia mejorada en cuanto al uso de esta fuente nitrogenada.
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5 Materiales y métodos

5.1 Genotipo y fenotipo de cepas empleadas

Cepa Genotipo
MVDO001 wt pabaAl
MVD10A ureA::gfp::pyrGAF pyrG89 pyroA4 riboB2
delta_nkuA::argB
MVD13A AureA::riboB riboB2 pyroAl pyrG89
AnkuA::argB
5.1.1 Descripcion de los genotipos y fenotipos

pabaAl es el alelo responsable de la auxotrofia para el acido p-aminobenzoico.
pyroA1l es el alelo responsable de la auxotrofia para la piridoxina.

pyrG89 es el alelo responsable de la auxotrofia para la uridina y el uracilo

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

ureA::gfp es el gen que codifica para el transportador UreA de A. nidulans
fusionado a la gfp (gen que codifica para la proteina verde fluorescente).
AureA::riboB es la sustitucion de la secuencia codificante del gen ureA por el gen
riboB, que complementa la auxotrofia provocada por el alelo riboB2.

AnkuA::argB es la delecidon, por sustitucion de la secuencia codificante del gen
nkuA por el gen argB (codifica para la ornitl carbamil transferasa, la cual cataliza la
conversion de ornitina a citrulina, un precursor de la arginina), del gen nkuA el cual
es esencial para la recombinacién no homodloga del ADN en la reparacion de
roturas de doble cadena.

5.2 Condiciones de cultivo

A partir de una inoculacién de conidias sobre medio sdlido, luego de 48 horas a 37 °C (o

72 hs a 25 °C) se desarrolla una colonia de forma compacta que permite la visualizaciéon

de caracteres fenotipicos. Para lograr una placa con crecimiento confluente se realiza un

estriado de esporas y se incuba como se mencioné anteriormente.
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5.3 Medios de cultivo

Los medios se preparan y se utilizan segun lo recomendado por Pontecorvo y
colaboradores (1953). Pueden ser utilizados para cultivos liquidos o sélidos agregando
1.3 % o0 3 % de agar cuando las placas sean utilizadas para colectar esporas.
Medio minimo (MM):

e 20 ml de solucion de sales

e 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 himedo (15-20 minutos a 121 2C).
- Observacion: Este medio debe complementarse con una fuente de nitréogeno y
con los suplementos nutricionales requeridos segun las auxotrofias de la cepa cultivada.
Medio Completo (MC):

e 20 ml de solucion de sales

e 10 ml de solucion de vitaminas

e 10 ml de solucion de casaminoacidos

e 10 g de glucosa (dextrosa)

e 2 gpeptona

e 1 gdeextracto 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 121 eC).
- Observacioén: cuando este medio es empleado para cultivar cepas auxodtrofas para
la arginina, la riboflavina, |la adenina o el uracilo y la uridina, es necesario agregar estos
suplementos al medio completo.

Medio para la regeneracion
de protoplastos (isosmatico):
e 20 ml solucién de sales
e 10 g de glucosa (dextrosa)
e 342.3 gde sacarosa
- 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
nitrogeno y suplementos nutricionales que el MM.
Solucién de Sales:
e 26 gde cloruro de potasio
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e 26 g de sulfato de magnesio heptahidratado

e 76 g fosfato de potasio monobasico

e 50 ml de solucion de elementos traza
- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo (20
minutos a 121 2C). Se almacena a 4 °C.

Solucidn de Vitaminas:
e 50 mg de tiamina-HCl (o aneurina)
e 10 mgde biotina
e 100 mg acido nicotinico
e 200 mg pantotenato de calcio
e 50 mg piridoxina-HClI
e 100 mg riboflavina
e 500 mg acido p-aminobenzdico.
- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza por filtracién y se conserva a 4
°C.
Solucién de Elementos Traza:
e 40 mg borato de sodio decahidratado
e 400 mg sulfato de cobre pentahidratado
e 800 mg fosfato férrico dihidratado
e 800 mg sulfato de magnesio dihidratado
e 800 mg molibdato de sodio dihidratado
e 8 g sulfato de zinc heptahidratado
- Se lleva a un litro con agua destilada

Solucién de Casaminoacidos:

e 150 g caseina hidrolizada
- Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo (20
minutos a 121 2C) y se conserva a 4 2C.

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. Se esterilizan mediante calor himedo (20 minutos a
121 °C) y se conservan a 4 °C.

42



Concentracion de la solucién

Suplemento stock (100X)
Amonio (tartrato de) 9,2 g/100ml
Nitrato de sodio 0.85 g/100ml
2-Tiourea (*) 3.81g/100 ml
Uracilo 61 mg/ml
Piridoxina HCL (vit. B6) 500 mg/100ml
D-Biotina 10 mg/100ml
Acido p-aminobenzoico (paba) 9.2 g/100 ml
Urea (*) 3.03 g/100 ml
Uridina 56 mg/ml
Riboflavina 25 mg/100 ml

(*)soluciones que se esterilizan por filtracién.

5.4 Técnicas empleadas con A. nidulans

5.4.1 Transformacion de A. nidulans

5.4.1.1Produccién de protoplastos

1. El dia previo a la transformacién se inoculan 400 mL de MM (con los suplementos

correspondientes) con una suspension de esporas, generada a partir de 2 placas
de la cepa en cuestion crecidad de manera confluente, en 15 mL de Tween 80 -4

(0.01%).

2. Se incuba de 11 a 12 horas a 30 2C con agitacion fuerte (140 r.p.m). Se observa al

microscopio, y se detiene la observacidon cuando las esporas hayan comenzado a

germinar. Para obtener una buena cantidad de protoplastos es muy importante

que el cultivo sea joven.

3. El cultivo se filtra sobre blutex, se lava el micelio con agua estéril y seca entre

hojas de papel estériles.



4. El micelio seco se pesa por diferencia en un falcon estéril y se resuspende en
solucidén B, a razén de 10 mL/gr de micelio (usar 3 g de micelio). Se mezcla bien
con vortex para favorecer la actividad de las enzimas.

5. Se transfiere a matraz estéril y se agrega la enzima comercial GLUCANEX a razoén
de 400 mg/g de micelio (también puede utilizarse Novozima a razén de 20 mg/g
de micelio).

6. Se anaden 3 a 7 mg (una puntita de espdatula) de albimina de suero bovino (BSA)
por gr de micelio y se incuba con agitacion suave (100 rpm) a 309C durante 2-2.5
hs. La formacion de protoplastos se sigue al microscopio.

7. La suspension de protoplastos se transfiere a tubos Corex estériles, se vortexea
suavemente y se agrega lentamente por las paredes del tubo un volumen igual
de solucién D. Se forman 2 capas. Los tubos deben mantenerse en hielo.

8. Se centrifuga 10 minutos a 6000 rpm (en rotor vasculante de 142 mm de radio,
poner freno 0 en todas las centrifugaciones) a 142C. Los protoplastos formaran
una capa blanca en la interfase que se transfiere con pipeta Pasteur a otro tubo
Corex estéril.

9. Los protoplastos recuperados son lavados agregando 5-10 mL de solucion E y se
centrifuga 10 minutos a 4000 rpm.

10.Los protoplastos se resuspenden en 5 mL de solucion G, se realiza el recuento de
los mismos en célula de Thoma, y luego se centrifuga 10 minutos a 4000 rpm.

11.Una vez finalizada la centrifugacion se resuspenden los protoplastos en solucidn
G de tal manera que se obtenga una concentracién de 2-5 x10’ protoplastos/100
ML.

5.4.1.2Transformacion

Importante: antes de comenzar, la solucién PEG se debe vortexear y calentar (en bafio
de agua a aprox. 50 2C) para resuspender cualquier precipitado de PEG que se
encuentre presente (ya que el PEG luego de un tiempo a T ambiente precipita).

1. A 100 pL de suspensién de protoplastos, agregar ADN (no menos de 250 ng
totales) en un volumen menor a 15 uL de Buffer TE y preferiblemente en menos
de 10 pL.

2. Vortexear 6-8 veces por 1 segundo a maxima velocidad. Aunque esto genere una
perdida de protoplastos, es mejor perder algunos protoplastos que fallar en
mezclar enteramente el ADN con los protoplastos.

3. Agregar 50 pulL de Solucion de PEG recién filtrada (que este a temperatura
ambiente).
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Importante: Para minimizar cualquier lisis de protoplastos debido un posible residuo

de detergente en el filtro, filtrar primero 1 0 2 mL de solucion PEG, descartar y colectar
el resto (en Falcon de 15 mL estéril). La solucién de PEG no debe ser mantenida en
hielo antes de ser anadida. El enfriamiento de la solucidon causa al precipitacion del PEG.
Cuando se mezcla el PEG con los protoplastos, el precipitado de PEG causa la lisis de los
protoplastos y por lo tanto reduce la frecuencia de transformacion.

4. Vortexear 3-4 veces por 1 segundo a maxima velocidad.

5. Poner en hielo por 25 minutos.

6. Agregar 1 mL de solucion de PEG recién filtrada (que este a temperatura
ambiente, primero filtrar 1-2 mL, descartar, y luego continuar filtrando). Mezclar
la solucidon 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). Dejar a T ambiente por 25 minutos. Si la
transformacion es exitosa, protoplastos fusionados pueden ser observados en la
mezcla de transformacion.

7. Plaquear la mezcla de transformacion en placas de seleccion. Las placas deben
tener 1.0 M Sacarosa mas los suplementos correspondientes para la seleccion.
Deben estar bien secas. Para placas de Petri de 100 mm de diametro, utilizar 115
uL de mezcla de transformacion para que pueda ser plaqueada por toda la
superficie de la placa. Si se quiere plaquear un volumen menor, se puede poner
un cierto volumen de solucidén PEG arriba de la placa y a ese volumen agregarle el
volumen de mezcla de transformacion deseado (volumen de mezcla de
transformacion + solucién PEG = alrededor de 100 pL)

8. Incubar inicialmente las placas overnight boca arriba a 30 2C 0 37 2C. Al otro dia
las placas deben ser invertidas.

Nota: Luego de una incubacion inicial a 30 eC, durante la cual se forman las paredes
celulares, las placas pueden ser transferidas a 37 2C. La produccidn de esporas por las
colonias transformantes son generalmente visibles al tercer dia.

5.4.1.3 Soluciones de transformacion

B: 1.2 M MgS04, 10 mM ortofosfato (ph 5.8)

Pesar el MgS0s, agregar H3POay agua (no completar a volumen), agitando con agitador
magnético, agregar de a poco NaOH (1 N o menos concentrado); cuando se disuelve el
precipitado medir pH, no pasar de pH 6 porque se forma un precipitado insoluble. Se
filtra, no se esteriliza.

D: 0.6 M Sorbitol, 100 mM Tris Cl (ph 7.5). Se esteriliza por autoclave.
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E: 1 M Sorbitol, 10 mM Tris Cl (ph 7.5). Se esteriliza por autoclave.

G: 0.6 M KCI, 50 mM CacCl,. Se esteriliza por autoclave.

PEG: 0.6 M KCl, 50 mM CaCl;, 75 mM PEG (= 25% w/v). Se esteriliza por autoclave. Se
filtra antes de usar.

5.4.2 Extraccion de proteinas

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)
8)
9)

10)
11)

12)

Inocular 200 mL de MM liquido con una suspensidn de esporas generada a
partir de una placa con crecimiento confluente de la cepa en cuestion,
Overnight a 37 2C.

Moler el micelio en presencia de nitrédgeno liquido (moler bien, al menos 4-5
veces, tiene que quedar como un polvo blanco).

Tomar ~200 — 300 pL de micelio molido en un eppendorf de 2 mL.
Resuspenderlo en 1 mL Buffer de Precipitacién (dar vuelta el tubo y darle
chicotazos hasta que el micelio del fondo del tubo se separe del mismo).
Vortexear bien por 10-20 segundos.

Pipetear unas 10 veces (minimo) con tip azul para ayudar a la resuspension.
Incubar 10 minutos en hielo.

Centrifugar 10 minutos a 4 2C (maxima velocidad, 13000 rpm).

Remover el sobrenadante y resuspender en 1 mL EtOH 100% helado (tratar de
resuspender bien el pellet lo mas que se pueda usando pipeta). Para esto,
primero dar vuelta el tubo y darle chicotazos hasta que el micelio del fondo
del tubo se separe del mismo. Luego tomar un tip de p1000, quemar puntay
resuspender. Luego tomar un tip de p1000 y resuspender (pipetear al menos
10 veces a partir de que se vea que no se obstruye |la punta del tip con
agregados de micelio.

Centrifugar 5 minutos a 4 2C (mdaxima velocidad, 13000 rpm).

Remover el sobrenadante y lavar el pellet 2 veces con 1 mL de acetona helada
(nuevamente resuspender bien el pellet lo mas que se pueda, cuanto mas se
resuspenda mas proteina se va a obtener — Repetir el procedimiento del paso
9).

Remover el sobrenadante y secar el pellet al aire (poner a 60 2C hasta que se
vean grietas en el pellet y el mismo tome un color blancuzco — demora unos

35-40 minutos).

Nota: Para verificar que no queden restos de TCA, se pueden agarrar un poco del
sobrenadante restante y mezclarlo con de Buffer de Carga de ADN (como tiene Azul de
Bromofenol, sirve como indicador de pH — es decir, si cambia a color amarillo es porque
todavia queda TCA y hay que seguir lavando).
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13)

14)
15)
16)

17)

18)

5.4.2.
(IMPO
Buffer

[ J

[ J

[ J
Buffer

[ J

[ J

5.4.3
1)

2)

Disolver el pellet (nuevamente resuspender bien — repetir procedimiento de
paso 9, sin darle chicotazos al tubo) en 400-500 pL de Buffer de Extraccion

(agregar inhibidor de proteasas, diluido 1:500, antes de usar).

Nota: agregar el Buffer de Extraccidn, resuspender con tip de p1000 con punta quemada y
luego usar p200. Intentar pipetear con tip de p200 (unas 30 veces, no pasa nada que se
forme espuma por el SDS).

Incubar 15 minutos en hielo.

Centrifugar 15 minutos a 4 2C (maxima velocidad).

Tomar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo (el sobrenadante
usualmente posee un color rojo claro o del color (claro) de la cepa en
cuestidn, si se torna amarillo agregar unas pocas gotas — 10-20 uL - de 1 M Tris
Base, este color amarillo es causado por trazas de TCA que dismuyen el pH).
Eventualmente se puede recentrifugar el sobrenadante para remover
cualquier debris.

Cuantificar la concentracién protéica por el método del BCA. Hacer como
minimo una dilucion 1:10 para medir. Diluir también Buffer de Extraccion 1:10
para usar como blanco para las muestras.

1 Composicion Buffers:

RTANTE: preparar frescos, de lo contrario dejar a T ambiente).
de Precipitacion:

50 mM Tris-HCI pH 8.0.

50 mM NaCl

12.5% TCA

de Extraccion:

100 mM Tris-HCl pH 8.0

50 mM NaCl

1% SDS

1 mM EDTA

Inhibidores de proteasas SIGMA para hongos (alicuotar de a 50 pL) dilucién 1:500
(agregar inmediatamente antes de usar).

Cuantificacién proteica por el método del BCA (kit marca Thermo)
Realizar diluciones 1:10 de los extractos proteicos y del Buffer de Extraccion
(blanco) en H,0 para hacer las medidas.
Realizar curva de calibracion con BSA (0, 0.025, 0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1, 1.5y
2 mg/mL):
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V (uL) BSA (5 mg/mL) V (uL) H20 mQ | [BSA] final (mg/mL)
40 60 2
30 70 1.5
20 80 1
15 85 0.750
20 180 0.5*
5 95 0.25

*V (uL) BSA (0.5 V (uL) H20 mQ | [BSA] final (mg/mL)
mg/mL)

25 75 0.125
5 95 0.025

3) Cargar 25 pL de cada muestra por triplicado en placa de ELISA.
4) Agregar 200 pL Working Reagent (W.R):
- Preparaciéon W.R:
- Cdlculo de volumen necesario: (N° puntos curva calibracion — 8 + 1 blanco
- + N° muestras problema) x (N° replicas -3) x (Volumen W.R x muestra -
200 L)
- Preparacion (preparar un poco mas de lo necesario para no quedar justo):
tomar el volumen calculado de W.R de Reactivo Ay agregar la 50ava parte
de Reactivo B (e.g. a 13 mL Reactivo A, agregar 0,260 mL de Reactivo B).
5) Agitar por 30 segundos en agitador orbital.
6) Incubar 30 minutos a 37 °C (poner tapa a la microplaca o cubrir con parafilm o film
plastico).
7) Dejar que llegué a T ambiente.
8) Tomar las medidas de absorbancia a 562 nm en el lector de placas.

5.4.4 Western Blot

5.4.4.1SDS-PAGE

1) Mezclar la alicuota de proteina con SDS Loading Buffer e incubar a 37 2C por 15
minutos.

2) Cargar 100 pg del extracto total y correr un gel SDS-PAGE al 10%.

3) Cargar 5 pL de Marcador de Peso Marcador Pre-tefiido (de ser posible).

4) Dejar migrar hasta que el Azul de Bromofenol del Buffer de carga este por salir del gel.
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5.4.4.2Transferencia

1) Una vez finalizada el SDS-PAGE, medir las dimensiones del gel, hacer un corte de
referencia, y pasarlo a un recipiente con Buffer de Transferencia (con SDS) frio.

2) Cortar un pedazo de membrana del tamano del gel, con el corte de referenciay 12
papel Whatmann (6 si es grueso) un poco mds grandes que la membrana.
Agruparlos de a 6 (o0 3 si es Whatmann grueso).

3) Sumergir todo en Buffer de Transferencia (con SDS) frio.

4) Armar el dispositivo de transferencia.

5) Transferir por 1 horaa 120 V.

5.4.4.3Stripping
1) Una vez finalizada la transferencia, remojar unos segundos la membrana en H.O
mRo y ponerla en un recipiento con Stripping Buffer.
2) Incubar por 30 min a 55-60 2C en horno de hibridacién (con leve agitacion).
3) Remojar unos segundos la membrana en H,O mRo y ponerla en un recipiento con
Stripping Buffer.
4) Realizar 3 lavados de 5 minutos en TBST.
5) Dejar la membrana O.N en la heladera en 50 mL de Solucién de Bloqueo.
5.4.4.4Revelado
1) Incubar la membrana con el anticuerpo anti-GFP (Roche) (1:2500 en 3% BSA en
TBST).
2) Realizar 6 lavados de 5 min con TBST
3) Incubar la membrana con el anticuerpo secundario anti-ratdn conjudao a HRP
(HorseRadish Peroxidase) (diluido en Solucion de Bloqueo).
4) Realizar 6 lavados de 5 min con TBST.
5) Revelar con kit de revelado por quimioluminiscencia (marca Invitrogen).

5.4.4.5Soluciones
e SDS Loading Buffer (4X) Guardar a -20 2C:
e 250 mM Tris-HCI 6.8
e 12% SDS
e 40 % Glycerol
e 20 % B-mercaptoetanol (se le agrega a la alicuota).
e 0.02 % Azul de Bromofenol
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Buffer de Transferencia (1 litro - dejar en heladera):

e TrisBase 3.02g

e Glicina 1442 ¢g

e H,OmRo c.s.p.200 mL
Agregar 200 mL de Etanol y completar con H,O mRo hasta 996,3 mL. Antes de usar,
agregarle 3,7 mL de SDS 10%.

Stripping Buffer:
e 62.5mM Tris-HCl pH 6.8 = 2,5 mL 1 M Tris-HCI pH 6.8 para 40 mL.
o 2% SDS -8 mL 10% SDS para 40 mL.
e 100 mM B-Mercaptoetanol (se agrega en el momento) — 280 uL para 40 mL.

TBST (Buffer de Lavado):
e 20 mM Tris-HCl pH 7.5—=20 mL 1 M Tris-HCl pH 7.5 para 1 It.
e 150 mM NaCl-30 MINaCL5 M para 1lt.
e 0.1% Tween 20— 1 mL Tween 20 para 1 It.

Solucién de bloqueo:

e 5% leche descremada en polvo disuelta en TBST.
Marcador de peso molecular de proteinas pre-teiiido utilizado (empresa Maestrogen)

~15 | —

Gel | | ' Blot
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5.4.5 Fusion-PCR
Para la amplificacidon de los fragmentos de ADN se utilizd en todos los casos la

polimerasa KAPA HiFi (Roche).

5.4.5.1Primera ronda
Se utilizan 100 ng de ADN gendmico proveniente de la cepa MVD10A en reacciones de
PCR de 25 pul (Tabla 3)

Tabla 2: Se muestran los reactivos utilizados con sus volumenes empleados para la primera ronda de PCRs.

REACTIVO VOLUMEN (pL)
BUFFER 5

DNTPS 0,75
PRIMERS* 0,75 c/u

ADN MOLDE (~500 NG) 5
POLIMERASA 0,5

H20 12,75

* URE5-F y N279X-Rv para la amplificacion de 5’ ureA y URE3-R y N279X-Fw para la
amplificacidon 3’ de ureA. X representa el cambio aminoacidico.

Tabla 3: Se muestran los cebadores con sus respectivas secuencias. En el caso de los cebadores portadores de cada mutacion (demarcado
por las letras en rojo), en cada mutacion se usa la secuencia determinante del aminodcido a cambiar.

PRIMER SECUENCIA 5’-3'

URES-F GAAACCTGGAGCAGTCGAAG

URE3-R CCCGATTTCTGAGACAAGGA

N279A-RV CAGTGCCGAAAGCACCGACGAGGTTGATGACCCAG
N279A-FW ACCTCGTCGGTGCTTTCGGCACTGTCTTCCTGGAC
N279Q-RV CAGTGCCGAACAAACCGACGAGGTTGATGACCCAG
N279Q-FW ACCTCGTCGGTCTGTTCGGCACTGTCTTCCTGGAC

Las condiciones de reaccion son las siguientes:
e Etapainicial de 95°C por 3 minutos
e Desnaturalizacidon a 98°C por 20 segundos
e Annealing a 61°C por 15 segundos
e Extension a 72°C por 2 minutos
25 ciclos, y una etapa final de 5 minutos
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Tabla 4: Se muestra el largo esperado de cada fragmento del gen ureA

FRAGMENTO LARGO ESPERADO (PARES
DE BASES)
5’ 2309
3 4911
5.4.5.2Segunda ronda

Para la generacion del cassette se utilizan 25 ng de cada fragmento generado en
reacciones de 25 pl. Se esperan fusiones de 7027 pb.

Tabla 5: Se muestran los reactivos utilizados con sus volimenes empleados para la Fusion-PCR correspondiente a la mutacion N279A

REACTIVO VOLUMEN (pL)
BUFFER 5

DNTPS 0,75
PRIMERS* 1¢/u
FRAGMENTO 5’ (P1) 1(~25 NG)
FRAGMENTO 3’ (P4) 1,5 (~25 NG)
POLIMERASA 0,5

H20 14,25

*Primers nested URE3-N y URE5-N

Tabla 6: Se muestran los reactivos utilizados con sus voltimenes empleados para la Fusion-PCR correspondiente a la mutacion N279Q

REACTIVO VOLUMEN (pL)
BUFFER 5
DNTPS 0,75
PRIMERS* 1c/u
FRAGMENTO 5’ (P2) 1(~25 NG)
FRAGMENTO 3’ (P3) 1 (~25 NG)
POLIMERASA 0,5
H20 14,75

*Primers nested URE3-N y URE5-N

Tabla 7: Se muestran los cebadores con sus respectivas secuencias.
PRIMER SECUENCIA 5’-3’
URES5-N GCACCGATGACAAGGGAGAT
URE3-N ACCAATGGATCTGGCACTAAAC

Las condiciones de reaccion son las siguientes:
e Etapa inicial de 95°C por 3 minutos
e Desnaturalizacion a 98°C por 20 segundos
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e Annealing a 85°C por 15 segundos
e Extension a 72°C por 7 minutos

Se hacen 10 ciclos con el fin de que los fragmentos se fusionen. Luego:
e Desnaturalizacion a 98°C por 20 segundos
e Annealing a 85°C por 15 segundos
e Extension a 72°C por 7 minutos, aumentando 20 segundos en cada ciclo

Se hacen 15 ciclos con el fin de amplificar las moléculas.

5.4.6 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 2 ul de intercalante SYBR™ Safe DNA Gel Stain
(Thermo Scientific™). 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 empled el marcador de peso molecular Thermo
Scientific™ Estandar de ADN O'GeneRuler 1 kb Plus. Las corridas se realizan aplicando
un voltaje de 9 V/cmy el ADN se visualiza por exposicion a luz UV de 302 nm.

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/0Spg %

20000 20.0

1% TopVisior™ LE GQ Agarcse R0491)
=
>
H
>
F
>

0.5 patane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Vfem, 45 min

5.4.7 Purificaciéon de bandas de ADN en gel de agarosa
Tanto para la purificacion directa, como la extraccidn y purificacion de las bandas de

ADN contenidas en los geles de agarosa se empled el kit de purificacion “GeneJET Gel
Extraction Kit” de la empresa Thermo Scientific™.
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5.4.8 Determinacion del numero de copias del gen mediante qPCR
Para los ensayos de gPCR se utilizan 25 ng/ul de ADN gendmico en un volumen total de
10 pl.

Tabla 8: Se muestran los reactivos utilizados con sus volumenes empleados para la gPCR

REACTIVO VOLUMEN (pL)
MASTERMIX (2X) 5

PRIMERS 0,4 c/u

ADN MOLDE 2

H20 2,2

Tabla 9: Se muestran los cebadores con sus respectivas secuencias.

PRIMER SECUENCIA 5’-3'
UREA_QPCR_3-F GGACAACGGCTACTACAACA
UREA_QPCR_3-R GAATAGCGAACCAGCAGAGA

5.4.9 Microscopia de fluorescencia
Las muestras fueron incubadas directamente en cubreobjetos estériles protegidos de la

luz en medio minimo suplementado con prolina (5 mM) como fuente de nitrégeno vy los
suplementos necesarios. Se incubd a 25°C por 14-16 horas. Las muestras fueron
observadas y fotografiadas con el microscopio invertido Olympus CKX31 perteneciente
a la Plataforma de Microscopia del Institut Pasteur de Montevideo con un filtro U-
MNIBA3. El microscopio estd equipado con una cdmara Hamamatsu Orca Er y usa el
software Micro-Manager (https://micro-manager.org/ para procesamiento de

imagenes.

5.4.10 Extraccion de ADN gendémico
- Se inoculan 200 mL de MM liquido (con los suplementos nutricionales

necesarios), con una suspension de esporas generada a partir de una placa de conidias
de la cepa en cuestion en 7.5 mL de 0.01% Tween 80.

- Se incuba “Overnight” (O.N) a 37 2C a 140 r.p.m para luego filtrar el cultivo sobre
blutex, lavando el micelio con agua estéril y secandolo bien entre hojas de papel.

- El micelio obtenido se congela con nitrégeno liquido y se muele con mortero
hasta obtener un polvo blanco.

- Se agrega 800 L de solucion de extraccién de ADN por cada 200 mg de micelio
molido y se incuba por 15 minutos a temperatura ambiente.

54


https://micro-manager.org/

- El ADN se extrae primero con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1 —se
agrega 400 pL de fenol y 400 pL de cloroformo isoamilico). Se vortexea bien y se
centrifuga a 11.600 g por 10 minutos a T ambiente.

- Se toma la fase acuosa (unos 600 L) y se le agrega un mismo volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se vortexea bien y se centrifuga a 11.600g por 10
minutos a T ambiente.

- Se toma la fase acuosa (unos 400 pL) y se precipita con dos volumenes de etanol
100% en presencia de 0.3 M de Acetato de Sodio (AcNa).

- Se incuba por 30-60 min a -20°Cy se centrifuga por 10 minutos a 11.600g.

- Se descarta el sobrenadante y el precipitado se lava 2 veces con 1 mL EtOH 70%
(se agrega el EtOH 70%, se invierte el tubo, se centrifuga a 11.600 g por 5 minutos y se
descarta el sobrenadante).

- Se seca el precipitado debajo de una lampara por 10 minutos y se resuspende en
50-100 pL de buffer Tris-EDTA 10-1 (suplementado con RNAsa a una concentracion final
de 10 pg/mL).

- Finalmente se incuba por 1 hora en bafio de agua a 37 ¢C.

5.4.10.1 Soluciones
Solucién de extraccion:
e 0.2MtrisHCIpH 7.5,1 % SDS, 1 mM EDTA.
e Buffer Tris-EDTA (TE) 10-1: 10 mM tris.HCIl, 1 mM EDTA pH 8.

5.4.11 Secuenciado de mutantes
Para la secuenciacion de los mutantes, se realizé una PCR para amplificar la secuencia
gendmica del gen ureA:

REACTIVO VOLUMEN (pL)

BUFFER 5

DNTPS 0,75

PRIMERS* 0,75 c/u

ADN GENOMICO (100 NG) 3

POLIMERASA 0,5

H20 14,25

PRIMER SECUENCIA 5’-3’

FUREA2 GTTCTTCGGTTATCCAAAATGG
UREA-RIGHT GGTCGCCACCCTGGTATAA
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Las condiciones de reaccion son las siguientes:
e Etapainicial de 95°C por 2 minutos
e Desnaturalizacion a 98°C por 20 segundos
e Annealing a 61°C por 15 segundos
e Extension a 72°C por 5 minutos
30 ciclos, y una etapa final de 5 minutos a 72°C.
Se espera un amplicén de 4950 pb.

Una vez obtenido el amplicdn de interés, este fue purificado por kit (seccidénx.x.x), y se
enviod a la empresa Macrogen Inc (Seul, Corea del Sur) para su secuenciacion.
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6 Anexo

6.1 Construccion de
5°UTR ureA::ureAN279A/N279Q::gfp::pyrGAF::3'UTR _ureA

AGTAGTCTCGCCAATCTTGTCTCAGTGTGCTTTGCCCGCAAATCTCGTTCTAGACTGGTATCTTGCCTCGCTACCGGCGGGAA
TACGAAGTATAGGTAAGGGTCTGCATGGTTCACCTCAACAGCCGCCTATCGACTTAATCCCGTCATGGATGTCAAGGAAACGC
TTGGATTGGGGCTGGATTGTAATTAGAAATATATGCCTTGAATCTCATTCGACACTAGTTAACTCAC G
I~ TAGTATCACACCCCACGCTCCAAGCCTCTGGGGTCAGCTTGTCCTGGGTCCATGTGGTCCAT
Bl CAGATAAGGAATCCAGATCTCGAAGCCACGGGCAAACGCGGTATTCGCTACCCGGGTCCTGGTTTGTGGGAATGTTAAC
GATCTGTAGCCTCTAGTAATCATTCAAGTAACCTGTGGGCTCTTCGCGTATGGCATATTCGGCGTATTCTATGGGCTCTTGAG
TCCTGGGCCTTTGAGGTATATCCTCTCTAACTGCCCGCAGAACTGGCGAAAACTCATTGCAAGAACTTTTTGTCACCATTGTA
TGCTTACCTGGGCACTGTGGGCAGGCCTTCTTGGGAGTCCAACCCTCCTACGGTCTACTTGGGAT TAGGACGATATTCCTCCC
TACTTCGTAGACTAACTCCCAGTGGAAGCATTTGGGGGGAGAGGT TCGATGTGTGGATTATAATACTCTTGGGCGAAGAGACT
GTTGCTATTGGTCTAGCAGAAAGACAGGACGAGTTCCAAAACGGCTTGAGGTTGATAAGTGCTGAATATATTCCCTGTGCCAG
AGGAGCCGTAGTAACCCTGATAGGCATTTCCAGGGAGACAGCTGCACGTAGTCGGACAGTTCGGAGCTCTGGACATGTGGGGG
AGCACAGAATCGAAAAGATTAGTGGGAGTATCGAGTAAAACGTTATCTGCAGTCAAGTTATCAGTTCTCGAGAATGACCATGG
CCCTTCTCTTCAATGCGTGCTTCGGCCATGGCCGGCCCGTCCCCAGTTCAACTGTCGGGCCCGCTTATCAGCTGGCTTTCCCG
TCCAATGGGATCACGTCAAGCTTTCCTGATAAGCCTACAATTTTCCAATGGGATGATTTGCTTCTTCATCCACCACGATAACG
AAACATCCTGCCCAGTAAGGTTAACTCGCTGCTCCAGGCCATTCTTTTCAGAGACCCTGAGTACGAAGTGAAGGAATGATGGA
GAAACCAAGAGCTATGCCAAGCTCAATCCTTTATTACGAAACATGGTCGTCCTTATCATGCCTTCCACGAGCTGGGACAGCTC
TCCTTGTATCAGCCTCGTTCTTATTTATCATTGCATCGCCAATAATTACTTGTCTATCGCGAGCTTCATCGATACTGCTTGAA
GGTTGACGCAGCGGGATCGGAGATTTAAGTCCTTATATCAGCCCGTCAGTCCCTGCTCTGAGTTGTCGCCATCACAACCTTAA
AGATCTGGAAACTGCAGACACCAGACTGCCTGAAATTGTACTACGAAGTAGAGCAGTTGTTTTCTGTTGAGGTTGCTAGTTCT
CCACTGGTTCTTCGGTTATCCAAAATGGTTGCGGTTATAGCTGCCCCCGATGAAGCCGGGGTAGAGACCGTTACGTTCACTGC
TCCCCTCACCCAAGGGTTTGGGTACGGGATCATCATCGGGCTCGGGTTCGCCTTTGCCCTGGTCATGATCTTCATCACCTGGT
CCCTAAAGAGGTAAGTTTTGTCAGACATTGGTTTCGAGCAGGACTAACGGTCTAGGTATCAACATGAGATTATCACGTCTGAG
ATGTTCTCCACAGCTGGACGGAGTGTCAAGTCTGGCCTGGTGGCCTCTGCTGTCGTGAGCAGT TGGACCTGGGCAGCTACTCT
GCTGCAATCTTCGGCCGTGGCCTACCAGTACGGCACCTCGGGGCCGTTCTTCTATGCATCGGGTTGGTCTTCACCCCGGTATG
ACACGAAGGATATACTGACAGTTTGCAGGCGCCACCGTTCAGATCATCTTGTTTGCAACGCTCGCCATTGAACTCAAGAGACG
CGCGCCTAACGCACACACATTCCTGGAAGCCATCCGTGCCCGTTACGGTACCGTCGTACATCTCGTCTTCATCGTTTTCTGCC
TGATGACCAACATCCTCGTTACGGCCATGCTGCTCACTGGCGGCGCAGCGGTGCTCAACTCTATGACTGGCGTCCCAGTTGTT
GCAGCCTGCTTCCTCCTCCCAATCGGTGTGGTTCTGTACACCCTTTTCGGAGGCATTAAAGCAACATTCATCACCGACTATAT
GCACACTGTTGTCATTGTCGTGATCATCTTCATCTTCGCTTTCTCTGCCTACGCCAGCAACGACCGTCTTGGCTCCCCCGGCA
AAGTCTATGACCTCCTCGTCCAAGCTGCTCTGCGCAATCCGGTTTCAGGGAACGCTGAAGGTAGCTACCTCACCATGCGCTCC
AAAGATGGCGGTATCTTCTGGGTCATCAACCTCGTCGGT VST TCGGCACTGTCTTCCTGGACAACGGCTACTACAACAAGGC
CATCGCCGCGCACCCAGTCCACGCTTTCCCTGGATATGTCATCGGCGGTCTCTGCTGGTTCGCTATTCCCTGGCTCTGCGCGA
CAACGATGGGTCTCTCTGCACTTGCGCTAGAGGGAACGCGCCGCATTGCCTCCGTTGACGTAACAGCCGGCCTCGTCCTTCCC
TTTGCATCTGTCGAACTCCTCGGATATAGTGGCGCAGTATGCACAACCCTTATGATCTTTATGGCCGTGACCTCTGCCTTCTC
GGCCCAGCTCATCGCCGTGTCCTCGATCCTCACCTACGATATCTACCAAGCCTACATCAACCCTGCCGCAAAGGGCAAACGCC
TCGTCTGGGTCTCGCACCTCTCCTGCGTAGTCTTCGCAATCGCGATGGCTGCCTTTGCGACAGGTCTTCACTACGCTGGTATC
GGTATGGGCTATCTCTACCTTCTCATGGGCGTCATCATCTCCTCAGCCGTGTTCCCGGGCGCCATGACCCTCGTCTGGAAGGG
GCAGAACTGGATCGCGGCAGCCGCCTCTCCAGTTTTGGGCCTCGCAATGTCCCTGGTTGCGTGGCTTGTTACAACAAAGACAG
AGTATGGCGTCTTCACCGTCGAAACCACAGGAGCAAACTACCCCATGCTAGCGGGCAACGTCGCCGCCCTTCTCAGCCCTGTC
GTCTTCTCGCCAGTCTTGACATACCTCTTCGGCCCTCAGAATTACGACTACGAATCCATGCGCGCCATCCGCAAAGTCGATGA
CTCGGATGTCGCCGCGGCGGCGCACGTCGACCTCGAGCTCATTCCCGGCGCTTCCAATACAAACTCGTCCCCTTCACAGCAAC
AGCAAGAGGAAGAGGAAATAAGAAAACTCAACAAAGCCGCATTTATTTCCCGCTGTCTCACAGTTGGCATGGTAATTTGTTTC
TTGATCCTCTGGCCTATACCCATGTATGGCAGCGGGTACGTCTTCAGCAAGAAGTTCTTCACAGGCTGGGTTGTTGTGGGCAT
CATCTGGCTCTTTGGGACTGCGTTCGGGGTGATTCTATTCCCGCTCTGGGAGGGTAGGAGCAGTATCAAAAGGGTTGGTAAGC
TTATGCTGCTCGATGCGATGGGAAGGCAGTGGAAAAGCAGTGCTCTGGTAGGCCAGGGAGACGAAGAGAGTGAAGAGTCTGGG
TCTGGTGCTGTTACACCGAGCGAGAAGATTGTTGCAAAAGGAGCTGGTGCAGGCGCTGGAGCCGGTGCCAGTARAGGAGAAGA
ACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTG

57



AAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAGTTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTC
ACTACTTTCACCTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCC
TGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAAGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAG
ACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAAC
TACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGA
AGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATT
ACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCT
GGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATAAACCGGTCGCCTCAAACAATGCTCTTCACCCTCTTCGCGGGTCTGAAA
TACCCTCACCTGGCAACAGCAATTGGCGCTTCATGGCTGTTTTTCCGATCTCTCTACTTGTACGGCTATGTGTACTCGGGTAA
GCCACAAGGCAAGGGCAGATTGCTGGGAGGTTTCTTCTGGTTTTCTCAAGGCGCTCTGTGGGCTCTGAGTGTGTTTGGTGTTG
CCAAAGACATGATCTCTTACTGAGAGTTATTCTGTGTCTGACGAAATATGTTGTGTATATATATATATGTACGTTAAAAGTTC
CGTGGAGTTACCAGTGATTGACCAATGTTTTATCTTCTACAGTTCTGCCTGTCTACCCCATTCTAGCTGTACCTGACTACAGA
ATAGTTTAATTGTGGTTGACCCCACAGTCGGAGGCGGAGGAATACAGCACCGATGTGGCCTGTCTCCATCCAGATTGGCACGC
AATTTTTACACGCGGAAAAGATCGAGATAGAGTACGACTTTAAATTTAGTCCCCGGCGGCTTCTATTTTAGAATATTTGAGAT
TTGATTCTCAAGCAATTGATTTGGTTGGGTCACCCTCAATTGGATAATATACCTCATTGCTCGGCTACTTCAACTCATCAATC
ACCGTCATACCCCGCATATAACCCTCCATTCCCACGATGTCGTCCAAGTCGCAATTGACTTACGGTGCTCGAGCCAGCAAGCA
CCCCAATCCTCTGGCAAAGAGACTTTTTGAGATTGCCGAAGCAAAGAAGACAAACGTTACCGTCTCTGCTGATGTGACGACAA
CCCGAGAACTCCTGGACCTCGCTGACCGTACGGAAGCTGTTGGATCCAATACATATGCCGTCTAGCAATGGACTAATCAACTT
TTGATGATACAGGTCTCGGTCCCTACATCGCCGTCATCAAGACACACATCGACATCCTCACCGATTTCAGCGTCGACACTATC
AATGGCCTGAATGTGCTGGCTCAAAAGCACAACTTTTTGATCTTCGAGGACCGCAAATTCATCGACATCGGCAATACCGTCCA
GAAGCAATACCACGGCGGTGCTCTGAGGATCTCCGAATGGGCCCACATTATCAACTGCAGCGTTCTCCCTGGCGAGGGCATCG
TCGAGGCTCTGGCCCAGACCGCATCTGCGCAAGACTTCCCCTATGGTCCTGAGAGAGGACTGTTGGTCCTGGCAGAGATGACC
TCCAAAGGATCGCTGGCTACGGGCGAGTATACCAAGGCATCGGTTGACTACGCTCGCAAATACAAGAACTTCGTTATGGGTTT
CGTGTCGACGCGGGCCCTGACGGAAGTGCAGTCGGATGTGTCTTCAGCCTCGGAGGATGAAGATTTCGTGGTCTTCACGACGG
GTGTGAACCTCTCTTCCAAAGGAGATAAGCTTGGACAGCAATACCAGACTCCTGCATCGGCTATTGGACGCGGTGCCGACTTT
ATCATCGCCGGTCGAGGCATCTACGCTGCTCCCGACCCGGTTGAAGCTGCACAGCGGTACCAGAAAGAAGGCTGGGAAGCTTA
TATGGCCAGAGTATGCGGCAAGTCATGATTTCCTCTTGGAGCAAAAGTGTAGTGCCAGTACGAGTGTTGTGGAGGAAGGCTGC
ATACATTGTGCCTGTCATTAAACGATGAGCTCGTCCGTATTGGCCCCTGTAATGCCATGTTTTCCGCCCCCAATCGTCAAGGT
TTTCCCTTTGTTAGATTCCTACCAGTCATCTAGCAAGTGAGGTAAGCTTTGCCAGAAACGCCAAGGCTTTATCTATGTAGTCG
ATAAGCAAAGTGGACTGATAGCTTAATATGGAAGGTCCCTCAGGGACAAGTCGACCTGTGCAGAAGAGATAACAGCTTGGCAT
CACGCATCAGTGCCTCCTCTCAGACTCATATATCTTGCGTTGTTGTGTGTTCAGCTAGCTAGATTCATTTATGTTTTGCGTTT
GATTCAATTATACCCCACTCGTTACACATGTACCAAGTTTTTATACCAGGGTGGCGACCAGCGTTCATGATAAGATAGCTTAT
ATAGAATATGGCTATTTCATTAAGCATTATAATTCATTCTTACGGACCCTAGCTGAAGCAGTTATGTCGTCCAAGCCGTCATT
AACTTTATAGAGCGAAATATAGAATTACAAACTGGAAAGACAAGAGCAATGTTCCCTCCAGAGATCAACCCCAACAGACCATA
GAACAGTAACTTAGGTATCGTCATCAATCTGAGAGTAAACTCCAGTCTTTCGAGGACCTGACGAACACTGCCTCAGAGGCATT
TGCCATGAGCGCATCACTTATACGCATACGGCTGTGGTGGCGGTGATGTAGCCCCCGACGCTACGGGAGGATACTGCATTTGC
TGCTGCGGGGTTTGCTGCTGCTGATACCCCCCAAAGTATGCCTGCGGCGGAGGTTGTGGTCCGTAGCCTGCATTTGGGGGCGG
CCGAGTGTCTGGGTTAATATCGGGGCGATCACTATTCTTGTTAGTTTATGAACAATATAAGCATGTACTGAGAAGCAGTGGAT
CAGATGAAAAAAGGAGAGCATAAGGCAAGGGAAGGATATACCGCAAGTCCTGGGTAAATCGGCATGTGTAGCATGTAACTTCC
TTGTACTTGTGCATTGCTAATGGGATCACGGGCTGTATGGGATATGTCAGTTCCTTTTCTTCGGTACAATACTGCCTTTAGCA
AAGGCAGGATAGTGCCATACAATGAAGCAGATCGTGAAGAATGGCCTGTATACATGCGTTAGCCCCAGGCGTAGTTAGTTAAC
TCAGGACAACATACCATCGTGTCACACACCGTCCATTCCAATGGTTGCCTGTACGGAGTTTAGTGCCAGATCCATTGGTAACT

GTTGAACAGCAGCCACGCCGTGHCETICTCTCACARATCEEEACTA

6.1.1.1Referencias
e Ro0jo:5 y3 ureA
e Negro: ureA codificante
e Azul:intrones ureA
e Verde: gfp
e Naranja: pyrGAF
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J : coddn que codifica para la N279 (AAC). Mutado a GCT para
mutacion N279A y a CAG para la mutacion N279Q.

e Subrayado: N279X-Fw (5°->3"): ACCTCGTCGGTXXXTTCGGCACTGTCTTCCTGGAC

e Con fondo amarillo: N279X-Rv (5"->3°):
CAGTGCCGAAXXXACCGACGAGGTTGATGACCCAG

. URES-F (5°->3"): GAAACCTGGAGCAGTCGAAG

« (Confondo verde: URE3-R (5"->3°): CCCGATTTCTGAGACAAGGA
e Con fondo gris: URE3-N

. EOMNGHBBNGR: Ures-N
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