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Resumen

UreA, el transportador de urea de alta afinidad del hongo filamentoso Aspergillus nidulans,
permite a este organismo utilizar urea como fuente de nitrégeno. Esta es una proteina
politépica de membrana, y por lo tanto, durante su traduccién la célula debe prevenir que
sus multiples segmentos transmembrana (TMD) se expongan al ambiente acuoso del
citosol. EI modelo aceptado para la biogénesis de este tipo de proteinas propone que las
mismas ingresan a la via de SRP (por signal recognition particle), en la cual, el complejo
ribonucleoproteico SRP actla reconociendo una secuencia senal (SS) hidrofébica presente
en el N-terminal de los péptidos nacientes de proteinas destinadas a la membrana
plasmatica. De esta manera, los complejos ribosoma-polipéptido naciente son dirigidos, por
SRP a la membrana del reticulo endoplasmatico (RE), en donde se da la insercion co-
traduccional de los TMD a través del canal de translocacién Sec61. Una vez que la proteina
alcanza su conformacion final en la membrana del RE, ingresa a la via secretoria, mediante
la cual alcanza la membrana plasmatica. En el N-terminal de UreA se encuentra una
secuencia hidrofébica que abarca los aminoécidos (AA) 2 a 7. En este trabajo se plantea
como hipétesis que la misma podria ser la SS de esta proteina. Para ponerla a prueba, se
gener6 el mutante ureAA2-7 fusionado a GFP, en el que los AA 2 a 7 de UreA fueron
eliminados. La caracterizacion del mutante ureAA2-7 develé que el mismo presenta un
fenotipo salvaje en cuanto al transporte de urea, su nivel de sintesis, y la localizacion
subcelular de UreA. Dada la capacidad de SRP de reconocer una gran variedad de
secuencias hidrofobicas, este resultado no excluye la posibilidad de que el trecho de AA2 a
7 forme parte de la SS de UreA, y que tras su ausencia SRP reconozca al primer segmento
transmembrana de la proteina. Considerando esta dificultad para identificar la SS, se
generaron cepas que expresan la proteina reportera msGFP2 para validar su uso como
herramienta que permita a futuro la identificacion de posibles SS (mediante su fusion en el
N-terminal de esta proteina reportera, y el seguimiento de su localizaciébn subcelular
mediante microscopia de epifluorescencia).
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1. Introduccién
1.1 Membranas biolégicas

Formadas por una mono o doble capa continua de moléculas lipidicas en la que estan
inmersas las proteinas de membrana, las membranas biol6gicas definen los limites de
todas las células, y, en eucariotas, también de los organelos. Los lipidos que componen las
membranas bioldégicas son muy variados, siendo los mas abundantes los fosfolipidos,
esfingolipidos y esteroles. Los dos primeros son moléculas anfipaticas, que exponen sus
grupos polares a ambos lados de la membrana, mientras que las colas hidrofobicas se
agrupan en el centro, actuando como una barrera, relativamente impermeable al paso de la
mayoria de las moléculas solubles en agua. Los lipidos anfipaticos presentes en las
membranas combinan distintos nUmeros de atomos de carbono e insaturaciones con los
distintos grupos polares, para generar la gran variedad de lipidos presentes en las
membranas biolégicas. Los esteroles en cambio, son moléculas completamente
hidrofébicas, que se asocian a las membranas interactuando con las colas hidrofébicas de
los lipidos anfipaticos. En este contexto hidrofébico, lipidos y proteinas de membrana
interactian fundamentalmente a través de interacciones no covalentes, formando una
estructura fluida, en la cual pueden difundir, asi como formar dominios estables de
composiciones especificas. Las propiedades de las membranas (flexibilidad, estabilidad y
fluidez) son determinadas por las propiedades de los distintos lipidos presentes en las
mismas y su cantidad relativa. De esta forma, las membranas bioldégicas mantienen
diferencias esenciales entre el interior y exterior celular, asi como también entre el citosol y
los distintos organelos y brindan a las células proteccibn mecanica. En adicion a estas
funciones generales, se encuentran aquellas especificas, realizadas por las proteinas
presentes en las membranas biolégicas (Alberts, 2015).

1.2 Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana permiten a las células llevar a cabo multiples funciones
indispensables para el correcto funcionamiento celular. Se encuentran en las membranas
de todas las células, formando parte de vias metabdlicas claves, como la respiracién o la
fotosintesis, realizando el transporte de solutos y participando en la transduccién de
sefales. De esta forma, los lipidos de membrana proporcionan la estructura basica de las
membranas biologicas, y las proteinas de la membrana realizan la mayoria de las tareas
especificas, y por lo tanto, dan a cada tipo de membrana celular sus propiedades
funcionales caracteristicas. Al igual que los lipidos de membrana, son anfipaticas y se
asocian a las membranas de distintas formas. Las proteinas integrales de membrana (PIM)
son aquellas que atraviesan completamente la membrana, y a su vez se clasifican como
monotopicas, que atraviesan la membrana una Unica vez a través de un segmento
transmembrana (TMD) o politépicas, aquellas que lo hacen a través de multiples TMD. Las
regiones transmembrana, compuestas principalmente por aminoacidos (AA) hidrofobicos,
interactuan con las colas hidrofébicas de las moléculas lipidicas del interior de las bicapas y


https://www.zotero.org/google-docs/?1Lxfvk

sus regiones hidrofilicas se exponen al medio acuoso a ambos lados de la membrana. La
mayoria de los segmentos que atraviesan la membrana lo hacen en conformacion a hélice.
Esto se debe al entorno apolar en el que se encuentran, sin moléculas de agua presentes.
La naturaleza polar de los enlaces peptidicos, lleva a que los atomos que los conforman
formen enlaces de hidrogeno con los enlaces peptidicos vecinos, y la formacion de enlaces
de hidrégeno se maximiza cuando el péptido adopta conformacion a hélice. Una forma
alternativa para que los enlaces peptidicos puedan satisfacer sus requerimientos de enlaces
de hidrégeno, es que los segmentos transmembrana se dispongan en laminas beta (B),
formando un cilindro, llamado barril B. Otras proteinas de membrana se disponen
completamente en el citosol o en la regién extracelular, y se anclan a lipidos mediante
enlaces covalentes. Por Gltimo, las proteinas periféricas de membrana se unen de forma
indirecta a través de interacciones, que pueden ser transitorias, con otras proteinas o lipidos
de la membrana. Cada proteina tiene una orientacion dada en la membrana; esto no solo
refleja su funcion sino que también su mecanismo de sintesis, sobre el cual se profundiza
mas adelante (Alberts, 2015).

1.2.1 Transportadores de membrana plasmatica

Las células desarrollaron sistemas para transportar moléculas hidrosolubles a través de la
membrana en forma especifica, con el fin de obtener nutrientes, excretar productos
residuales, regular la concentracion intracelular de los iones, entre otros procesos de
importancia fisioldgica. Las proteinas de transporte o transportadoras que llevan a cabo
estas tareas, se clasifican en dos clases principales: canales y transportadores o carriers
(Busch & Saier, 2002; Saier, 2000). Cada transportador suele transportar sélo una clase
particular de moléculas tales como iones, azlcares, AA, péptidos, e incluso proteinas
plegadas. A diferencia de los canales que forman poros angostos a través de la membrana
permitiendo la difusion pasiva de iones y moléculas de agua, los transportadores se unen al
soluto especifico que transportan, y mediante cambios conformacionales exponen el sitio de
unién al soluto alternativamente a ambos lados de la membrana, realizando asi el
transporte. Las proteinas asociadas al transporte de distintas moléculas son proteinas del
tipo politépicas, que presentan un numero variable de TMD. El transporte puede ser pasivo
o activo. Los transportadores que realizan transporte activo, se pueden clasificar segun el
tipo de energia que utilizan para acoplar al transporte: los transportadores activos primarios
son aquellos que utilizan fuentes de energia primarias como las provenientes de una
reaccion quimica, mientras que los transportadores activos secundarios utilizan fuentes de
energia secundaria, tales como los gradientes electroquimicos y la fuerza protbn motriz
(generadas a expensas de los transportadores primarios). A su vez, los transportadores
activos secundarios pueden ser uniportadores, simportadores o antiportadores. Los
uniportadores catalizan el transporte de una Unica especie, los simportadores el de dos o
mas especies en el mismo sentido, mientras que los antiportadores catalizan el intercambio
de dos 0 mas especies, en sentido contrario, a través de la membrana (Saier, 2000) (Figura

1).
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Figura 1. Diagrama esquematico del funcionamiento de los transportadores de membrana como
uniportadores, simportadores y antiportadores. Modificado de Alberts, 2015.

Estas proteinas transportadoras de membrana también estan involucradas en procesos de
transduccién de sefiales, importantes para la respuesta a diversos estimulos que permiten a
los organismos vivos adaptarse generando una respuesta acorde al contexto en el que se
encuentran. El mal funcionamiento de estas proteinas se explica la ocurrencia de diversas
patologias. Ademas, las proteinas transportadoras son uno de los principales blancos de
accion de las drogas de terapia empleadas (Overington et al., 2006), ya que la efectividad
de distintos tratamientos esta sujeta al transporte de las drogas hacia el interior celular. En
este sentido, el estudio de los distintos procesos detras de la biogénesis de las proteinas y
como éstas funcionan es de fundamental importancia, no solo para el conocimiento del
transporte como funcion celular, sino que también para sus aplicaciones en el area de la
salud. En comparacion con otras clases de proteinas, el conocimiento de diferentes
aspectos de la biologia de las proteinas integrales de membrana se ve desfavorecido, en
parte por las dificultades para establecer condiciones experimentales que permitan su
estudio preservando la conformacién y la funcionalidad al aislarlas de su medio nativo. Es
por esto que la utilizacibn de modelos eucariotas simples, que permiten la realizacion de
mutantes y la evaluacion de su efecto facilmente, ha significado un gran aporte para la
comprension de diversos aspectos de la biologia de las proteinas de membrana. Un
ejemplo de esto, son los trabajos realizados en Aspergillus nidulans sobre proteinas
transportadoras, los cuales han dado lugar a nuevos conocimientos que se extienden mas
alla de la biologia de los hongos (revisado en Diallinas & Martzoukou, 2019).

1.3 Aspergillus nidulans como modelo de estudio eucariota

Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso, perteneciente al filo Ascomycota, que ha sido
ampliamente utilizado como modelo desde hace ya varias décadas. El género Aspergillus
comprende una variedad de especies, entre las cuales muchas son de importancia en la
industria alimentaria y desde un punto de vista médico, dado que presentan patogenicidad
hacia animales o plantas. El conocimiento de la bioquimica y biologia molecular de este
organismo ha permitido realizar contribuciones importantes a dichas areas. A. nidulans
presenta varias caracteristicas que lo convierten en un excelente organismo modelo. Se
trata de un organismo con requerimientos nutricionales minimos y simples, y de rapido
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crecimiento que permite contar con grandes cantidades de biomasa en cortos periodos de
tiempo (2-3 dias), asi como también estudiar su crecimiento en distintas condiciones en
relativamente poco tiempo. Su crecimiento en agar, resulta en colonias compactas, que
pueden convivir en una misma caja de Petri con colonias de otras cepas, permitiendo una
sencilla comparacion de fenotipos, que se realiza simplemente a través de la observacion
del crecimiento de las colonias. Por otro lado, su genoma, haploide y de tamafio pequefio
(de unos 3.1x107 pb, repartidos en 8 cromosomas) ha sido secuenciado (Galagan et al.,
2005). Dada la importancia de este género, hay mucha informacion disponible sobre las
especies que lo componen, sus caracteristicas genéticas, metabdlicas y su ciclo de vida.
Otra de las grandes ventajas que presenta este organismo, es que su genoma es facilmente
manipulable mediante distintas metodologias (Szewczyk et al., 2006; Tilburn et al., 1983;
Todd et al., 2007). Asimismo presenta una alta tasa de doble recombinacion, lo que permite
transformar y dirigir integraciones a un locus determinado. Ademas, se encuentran a
disposicibn muchas cepas con diversas auxotrofias, que permiten seleccionar
transformantes en los que genes marcadores son interrumpidos, 0 complementados, para
su uso en andlisis genéticos. Muchas otras especies del género Aspergillus han sido
secuenciadas, por lo que este organismo también permite realizar estudios a nivel evolutivo.
De estas especies, muchas no son de tan simple manipulacién y estudios realizados en A.
nidulans mostraron resultados extrapolables a las mismas (Todd et al., 2007).

1.3.1 Ciclo de vida de A. nidulans

A. nidulans presenta 3 ciclos proliferativos diferentes: asexual, parasexual y sexual (Figura
2). A. nidulans crece como hifas filamentosas vegetativas haploides después de la
germinacion de conidios uninucleados (ciclo asexual) o de ascosporas binucleadas (ciclo
sexual). Durante el ciclo asexual, las hifas haploides desarrollan conidi6foros que dan lugar
a las conidiosporas, uninucleadas (motivo por el cual como se describe en Materiales y
Métodos, se utilizan estas esporas para purificar transformantes), que pueden germinar y
formar hifas nuevamente, cerrando el ciclo. A su vez, las hifas vegetativas de dos individuos
distintos, se pueden fusionar, dando lugar a un heterocarionte, cuyos nucleos pueden
fusionarse, formando hifas diploides durante un periodo de tiempo, y luego dar lugar
nuevamente a homocariontes (ciclo parasexual). Durante el desarrollo sexual, se forman
estructuras especializadas, que dan lugar a los ascos, donde se formaran las ascosporas
(binucleadas) producto de la meiosis (Todd et al., 2007). En este trabajo, se manipulé al
organismo en su estado haploide.
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Figura 2. Ciclo de vida de A. nidulans. Tomado de Todd et al., 2007.

1.3.2 Utilizacién de urea como fuente de nitrogeno secundaria en A. nidulans

Muchos hongos tienen la capacidad de utilizar una amplia variedad de fuentes de nitrégeno.
Esto depende de la expresion de un gran numero de genes estructurales que median la
captacion y utilizacion de una variedad diversa de compuestos, en las circunstancias en las
que son requeridos. La glutamina y el amonio son sus fuentes de nitrégeno preferenciales,
pero cuando éstas escasean en el medio, el organismo puede utilizar fuentes de nitrogeno
secundarias presentes, como nitrato, purinas, otros aminoacidos, y metabolitos como la
urea. La urea ((NH2)2CO), es una molécula organica pequefia (75.3 A), y altamente polar,
compuesta por dos grupos amina y un grupo carbonilo (Figura 3). Se encuentra en la
naturaleza como producto del metabolismo de nitrbgeno en la orina de animales, y también



es utilizada como fertilizante, siendo uno de los més usados a nivel mundial. En el caso de
A. nidulans, la urea puede ser utilizada como Unica fuente de nitrégeno (Darlington et al.,
1965; Scazzocchio & Darlington, 1968). El transporte de urea en A. nidulans fue descrito
hace ya varias décadas (Pateman et al., 1982).

0 NH;
N B
NH, NH;
Figura 3. Representacion de la molécula de urea (izquierda) y 2-tiourea (2-TU) (derecha).

A concentraciones elevadas, mayores a 3 mM, la urea es capaz de difundir a través de la
membrana de A. nidulans, mediante un transporte pasivo de baja afinidad. A
concentraciones menores, la urea puede ser captada al medio intracelular a través del
transportador de membrana de alta afinidad, UreA (Abreu et al., 2010). Mediante este
mismo sistema de transporte, A. nidulans puede incorporar 2-tiourea, un analogo toxico de
la urea (Pateman et al., 1982).

1.4 UreA, el transportador de urea de Aspergillus nidulans

UreA es el simportador de urea/H+ de alta afinidad, que permite a A. nidulans utilizar urea
como unica fuente de nitrbgeno (Abreu et al., 2010). Transportadores especificos de urea
han sido reportados en distintos organismos: ScDur3 en Saccharomyces cerevisiae (EIBerry
et al., 1993), AtDur3 en Arabidopsis thaliana (L.-H. Liu et al., 2003), PiDur3 en Paxillus
involutus (Morel et al., 2008), CaDur3 de Candida albicans (Navarathna et al., 2011),
OsDur3 de Oryza sativa (Wang et al., 2012) , y ZmDur3 en Zea mays (G.-W. Liu et al.,
2015). En conjunto con éstos, UreA integra una subfamilia dentro de la familia de los
simportadores sodio:soluto (Abreu et al., 2010; Jung, 2002), con la particularidad de que
acoplan el transporte de urea a H+en lugar de a Na+. UreA parece ser la Unica proteina con
actividad de transporte de urea de alta afinidad en A. nidulans, y presenta ortélogos en las
demas especies del género Aspergillus. Esta proteina es codificada por el gen ureA, el cual
codifica un polipéptido de 693 AA, y se predice que presenta 15 dominios transmembrana
helicoidales, con el N-terminal extracelular y C-terminal intracelular (Abreu et al., 2010). En
cuanto al estudio de la funcionalidad de UreA, han sido identificados residuos conservados
en sus ortélogos en hongos y plantas, que podrian cumplir roles importantes en el
reconocimiento, unién y transporte de urea, asi como también residuos que podrian tener
funciones importantes para la estructura del transportador, en cuanto a su correcto
plegamiento, y localizacién en la membrana plasmatica (Sanguinetti et al., 2014). Como se
menciond anteriormente, la utilizacion de urea como fuente de nitrbgeno ocurre en
condiciones en las que las fuentes de nitrbgeno preferenciales no se encuentran
disponibles, fenbmeno que se conoce como represion catabdlica por nitrogeno. La
presencia de amonio y/o L-glutamina causan la represion de los genes que codifican para
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las enzimas y transportadores involucrados en la utilizacion de fuentes de nitrbgeno no
preferenciales, incluido el del transportador de urea UreA. La expresion de éste, no es
inducida por urea, sino que la misma es desreprimida en ausencia de L-glutamina y amonio,
a través del factor activador de la transcripcién AreA (Arst & Cove, 1973; Pateman et al.,
1982). UreA también estd sujeta a mecanismos de regulacidbn que actiuan a nivel post-
traduccional, en los que la presencia de fuentes de nitrogeno represoras inducen la
internalizacion por endocitosis de UreAy su degradacion en vacuolas (Abreu et al., 2010).

1.5 Biogénesis de proteinas de membrana

Durante la traduccion la informacién genética contenida en los codones ordenados de un
ARNm es interpretada para generar una secuencia lineal de aminoécidos, dando origen a
las proteinas. En el caso de las PIMs, la sintesis de los segmentos transmembrana de
composicion aminoacidica altamente hidrofébica representa un desafio en el contexto
citosélico. La exposicion de residuos hidrofébicos al medio acuoso impediria el
establecimiento de interacciones que conduzcan al plegamiento adecuado, mediante el cual
se establecen interacciones con los lipidos de membrana en el contexto de la bicapa
lipidica, y ademas llevaria a la formacién de agregados proteicos toxicos para las células.
En consecuencia, las células regulan la sintesis de las PIMs, mediante un mecanismo que
evita la formacion de agregados toxicos y permite que las mismas alcancen su
conformacion y localizacién final adecuadas. Para comprender el proceso de biogénesis de
las PIMs, es necesario tener en cuenta la diversidad de este conjunto de proteinas, cuyos
TMD difieren ampliamente en secuencia, propiedades biofisicas, ubicacién en la membrana,
y dentro de las proteinas en su topologia. Una consecuencia importante de esta diversidad
es que la maquinaria encargada de la biogénesis de estas proteinas debe ser muy flexible.
De hecho, actualmente se conocen distintas vias, especializadas en la biogénesis de PIMs
segun la posicién y la hidrofobicidad de la secuencia sefal (ver mas adelante). Estas vias
se encuentran revisadas en Hegde & Keenan, 2021.

1.5.1 La via de SRP

En eucariotas, la sintesis de proteinas con multiples segmentos transmembrana, como es el
caso de UreA, se lleva a cabo por una via especial de biogénesis, mediante la cual los
polipéptidos nacientes son insertados cotraduccionalmente en la membrana del reticulo
endoplasmico (RE) mientras emergen del ribosoma. En el RE los TMD son integrados a la
membrana, donde las proteinas alcanzan sus estructuras terciarias y cuaternarias finales.
Una vez que estos pasos ocurren de forma exitosa, las PIMs ingresan a la via secretoria, a
través de la cual son dirigidas hacia la membrana plasmatica, donde ejerceran su funcién.
De lo contrario, una de varias vias de control de calidad determinara que las mismas sean
degradadas (Hegde & Keenan, 2021). Aproximadamente el 30% del proteoma se destina
inicialmente al RE eucariota o la membrana plasmatica bacteriana, y la gran mayoria de
estas proteinas son guiadas hacia estos sitios por la particula de reconocimiento de la
sefal, SRP (“signal recognition particle’) (Akopian et al., 2013; Hegde & Keenan, 2021).
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Segun el modelo actualmente aceptado, la SRP actla reconociendo una secuencia sefal
(SS) N-terminal en la cadena peptidica naciente a través de la cual se une al complejo
ribosoma-polipéptido naciente (RNC). En ese momento, SRP induce una pausa
traduccional durante la cual dirige al RNC a la membrana del RE a través de la interaccion
con su receptor SR (“SRP Receptor”) ubicado en la membrana del RE. Mediante esta
interaccion, SRP dirige a los polipéptidos nacientes destinados al RE hacia la vecindad del
translocon, mientras los mismos estan siendo traducidos. El translocon (Sec61 en
eucariotas, SecYEG en bacterias y SecYEB en arqueas) es un complejo proteico
conservado en todos los organismos, que forma un canal conductor en la membrana del RE
mediante el cual conduce los polipéptidos nacientes hacia el lumen de este organelo. Su
estructura proporciona ademas una compuerta lateral hacia los lipidos de membrana,
mediante la cual integra a la bicapa lipidica los TMD de las PIM (a la vez que transloca
hacia el lumen, a través del canal, los loops extracitoplasmaticos). Tras la interaccion SRP-
SR, el complejo SRP-RNC se desplaza para exponer parte del tunel de salida ribosomal a
Sec61, que se une al ribosoma formando un canal conductor continuo con el tanel
ribosomal a través de la membrana del RE. Una vez que el RNC es transferido al
translocon, el complejo SRP-SR se desensambla y se retoma la traduccion (Figura 4).
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Figura 4. A) Mecanismo de translocacion cotraduccional mediado por SRP. Se esquematizan los
principales pasos que ocurren durante la insercion cotraduccional de proteinas de membrana. Una
proteina integral de membrana es reconocida a través de un dominio transmembrana hidrofébico
(TMD) o secuencia sefial (ver mas adelante en el texto) por SRP mientras es traducida por el
ribosoma, en contexto del RNC. SRP induce una pausa traduccional en el RNC, y éste es dirigido a
la membrana del RE a través de la interaccion de SRP con su receptor ubicado en la membrana del
RE. Una vez alli, es transferido al canal de translocacién Sec61 para continuar la traduccion. El TMD



se integra en la membrana a través del acceso lateral a la bicapa lipidica proporcionado por el canal
Sec61. En la parte inferior se esquematiza la formacién de la ventana lateral del canal Sec61. La
figura fue tomada y modificada de Shao & Hegde, 2011. B) Se muestra una electromicrografia en la
que se observan polirribosomas asociados a la membrana del RE. Tomado y modificado de Alberts,
2015.

De esta forma, la via de SRP esta involucrada en la coordinacion espacial y temporal de los
eventos implicados en la sintesis de proteinas de membrana, evitando la posible agregacion
citosolica o el plegamiento incorrecto de estas proteinas (Akopian et al., 2013; Cymer et al.,
2015; Gemmer & Fdrster, 2020; Shao & Hegde, 2011).

La via de SRP esta conservada en los tres dominios de la vida, y su complejidad ha
aumentado considerablemente durante la evolucion. En comparaciéon con sus homoélogos
en bacterias, las SRP de eucariotas son significativamente mayores en tamaro asi como en
complejidad, y se componen de un mayor numero de proteinas. EI SRP mas simple
conocido es el de bacterias, que unicamente consiste del ARN 4.5S y de la proteina Ffh,
que junto con el receptor FtsY comparten homologia funcional y de secuencia con sus
equivalentes en eucariotas, ARN 7SL, SRP54 y SRa respectivamente (Batey, 2000). Tanto
en arqueas como en eucariotas, SRP puede dividirse, a grandes rasgos, en dos dominios
funcionales: el dominio S, en el cual esta incluido SRP54, y el dominio Alu compuesto por
los extremos 3’y 5’ de la molécula de ARN, y dependiendo del organismo puede integrarse
también por distintos componentes proteicos adicionales. SRP54 (Ffh en bacterias) es el
unico componente proteico presente en todas las SRP, y tiene un rol esencial en el
reconocimiento y union a la SS y a SR (Akopian et al., 2013; Nagai, 2003). De hecho, se ha
observado que Ffh es capaz de direccionar péptidos nacientes al RE en células de
mamiferos con SRPs no funcionales (Bernstein et al., 1993). SRP54 consta de un dominio
N-terminal, un dominio GTPasa a través del cual interacciona con SR y un dominio C-
terminal llamado dominio M (SRP54M) por ser rico en metionina, a través del cual se
postula que reconoce a las secuencias sefal en la salida del tunel ribosomal (Hegde &
Keenan, 2021). SRP54 es capaz de reconocer en forma eficiente y transportar
especificamente diferentes SS, a pesar de que éstas pueden presentar gran variacion en su
secuencia (ver mas adelante). Ha sido postulado que el alto contenido de metionina del
dominio M proporciona un entorno hidrofébico con suficiente plasticidad para acomodar la
gran variedad de secuencias sefial existentes, dada la flexibilidad de las cadenas laterales
de las metioninas. El sitio de unién a la SS, se ubica entre dos hélices a y un bucle, que
forman un surco profundo, ancho en los extremos y mas estrecho en el centro por lo que
tiene el potencial de acomodar una variedad de péptidos sefal que, en general, poseen
residuos de menor volumen estérico cerca del centro, exactamente donde el surco se
estrecha (Figura 5). El bucle actuaria como una solapa flexible que se cierra sobre la SS
(Akopian et al., 2013; Clemons Jr et al., 1999; Nagai, 2003; Hegde & Keenan, 2021). Sin
embargo, el mecanismo exacto mediante el cual SRP reconoce las SS y dirige a los
péptidos nacientes hacia la membrana no ha sido descrito en su totalidad. Se ha reportado
la interaccién con SRP aun cuando la SS no ha emergido del ribosoma, lo que sugiere que
la SS dentro del tanel ribosomal podria sefalizar a través del ribosoma su presencia, sin
contactar directamente con SRP, posiblemente para que SRP se posicione en la salida del
tunel ribosomal antes de que la SS senal emerja, aumentando la eficiencia del
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reconocimiento (Berndt et al., 2009). De todas maneras, la forma exacta en la que ocurre el
reconocimiento, permanece aun como una interrogante (Hegde & Keenan, 2021).
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Figura 5. Estructura de SRP54M humana. A) Se muestran las hélices a 1-7 sobre la secuencia
aminoacidica. B) Se indica la estructura en la que puede apreciarse el surco hidrofébico. Los colores
se corresponden con la parte A de la figura. Ambas imagenes fueron tomadas y modificadas de
Clemons Jr et al., 1999.

Por su parte, el dominio Alu en mamiferos estaria involucrado en la generacion de la pausa
traduccional, una vez que SRP ha reconocido a la secuencia sefal. Si bien muchos autores
concuerdan que es necesaria una pausa traduccional en etapas tempranas de la elongacion
de las PIM para que las mismas puedan alcanzar su correcta localizacion celular (Akopian
et al.,, 2013; Shao & Hegde, 2011a; Zhao et al., 2021), el mecanismo mediante el cual la
pausa se genera continta en discusién. Hay quienes proponen que el dominio Alu de SRP
se une al ribosoma cerca del sitio de unién del factor de elongacion, y que de esta forma
disminuiria la velocidad de traduccién (Akopian et al., 2013; Shao & Hegde, 2011a; Hegde &
Keenan, 2021). Pero el mecanismo mediante el cual el dominio Alu detendria la elongacién
y se comunicaria y/o cooperaria con el dominio S durante el direccionamiento del RNC
hacia el translocon, ain no ha podido ser determinado (Hegde & Keenan, 2021). Teniendo
en cuenta que el dominio Alu no se encuentra en bacterias, si este fuera el mecanismo,
seria exclusivo de eucariotas, y sin embargo la ruta de SRP mantiene su eficacia en todos
los 6rdenes de la vida. Otro factor posiblemente implicado en la cinetica de esta via, que
podria enlentecer la tasa de traduccién, es la presencia de elementos en cis en sitios clave
del transcrito, siendo los codones de uso poco frecuente buenos candidatos para cumplir
esta funcion (Chartier et al., 2012; Hanson & Coller, 2018; Komar, 2009; Pechmann et al.,
2014; Pechmann & Frydman, 2013).

1.6 Las secuencias senal (SS)

Como se menciond anteriormente, el direccionamiento de proteinas hacia el RE depende
de secuencias sefial. Las SS son tramos peptidicos hidrofobicos cortos presentes en la
secuencia de AA de proteinas recién sintetizadas, que son reconocidas por la maquinaria de
direccionamiento o secretoria como sefales de trafico (Liaci & Fdrster, 2021).
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Generalmente, actia como SS el dominio hidrofébico mas N-terminal, que puede tratarse
de un péptido sefial escindible, o bien del primer TMD de proteinas politépicas de
membrana (Hegde & Keenan, 2021). Los primeros, se ubican en el N-terminal de la cadena
naciente, y se caracterizan por tener un tamano de 20 a 30 residuos en los cuales se
encuentran: una region N-terminal de residuos basicos, un core de aproximadamente 8 a 12
aminoacidos hidrofébicos, y un C-terminal levemente polar, que en ocasiones es escindido y
no se encuentra en la conformacion final de las proteinas (Hegde & Bernstein, 2006). En el
caso de los TMD, los dominios hidrofébicos se componen comunmente de 15 a 25 AA
hidrofébicos (Hegde & Keenan, 2021; Shao & Hegde, 2011a). El requisito minimo para el
reconocimiento por SRP es una secuencia predominantemente hidréfoba de
aproximadamente 7 AA. A pesar de que las SS de alto contenido hidrofébico estan muy
conservadas en eucariotas y procariotas, su composicion de secuencia aminoacidica varia
ampliamente, incluso entre proteinas de un mismo organismo, por lo que el reconocimiento
en lugar de ser a través de la secuencia, esta basado en la hidrofobicidad asi como también
en la estructura secundaria (Emr & Silhavy, 1983; von Heijne, 1985). La enorme variedad de
SS que pueden existir representa una dificultad al momento de predecir SS presentes en
las proteinas. Es tal la variacién que pueden presentar las secuencias, que un trabajo llegd
a mostrar que el 20% de secuencias hidrofobicas generadas en forma aleatoria fueron
capaces de reemplazar la secuencia de secrecion de la invertasa en S. cerevisiae (Kaiser
et al., 1987). Ademas de depender de la hidrofobicidad de la SS, el reconocimiento por SRP
es sensible a la localizacidbn de la SS en el péptido naciente. La ventana éptima de
reconocimiento de SRP esta dentro de los primeros ~ 95 AA del péptido naciente. Esto se
debe a que respecto a los ribosomas, la concentracion de SRP es subestequiométrica, y
entonces el reconocimiento, para mantener su eficiencia, debe ser rapido. Si bien las SS
pueden parecer extremadamente simples, las mismas poseen funciones notablemente
complejas y versatiles. La variacion entre las SS, ademés de determinar la eleccion de las
rutas de trafico, puede afectar la eficiencia de direccionamiento y translocacion de las
proteinas, la escisién (en caso de que corresponda), e incluso los eventos posteriores a la
escision de la sefial (Liaci & Forster, 2021).

1.7 Uso de codones y su posible rol en la cinética de la via SRP

Una de las caracteristicas del codigo genético es su degeneracion. Un mismo AA (a
excepcion de Met y Trp) puede ser codificado por distintos tripletes de nucleétidos, a los que
se les llama codones sin6nimos. Los codones sindnimos usualmente son leidos por
distintos ARNts, que se denominan ARNts isoaceptores, aunque en ocasiones pueden
utilizar el mismo ARNLt. Inicialmente, se consideraba que los codones sindnimos tenian
funciones equivalentes ya que codifican para el mismo aminoé&cido, de forma que al cambiar
un codon por su sinbnimo no se ve alterada la secuencia aminoacidica. Sin embargo, los
codones sindnimos son utilizados con frecuencias no uniformes, existiendo una preferencia
hacia un set especifico de codones, fenbmeno conocido como sesgo en el uso de codones.
El mismo se observa a nivel de distintos organismos que presentan sesgos caracteristicos,
asi como también entre genes de un mismo organismo e incluso a lo largo de un mismo gen
(Grantham et al., 1980, 1981). El descubrimiento del sesgo en el uso de codones condujo a
pensar que la eleccion de un coddn sindnimo dado podria tener implicaciones funcionales,
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ademas de codificar para su aminoacido, que confieran ventajas evolutivas, en vista de que
la seleccion natural ha operado a favor del mantenimiento de este sesgo. Un coddn puede
definirse como o6ptimo o no 6ptimo dependiendo de la frecuencia con la que se pueda
seleccionar su ARNt apropiado del conjunto citoplasmatico de ARNt. En muchos
organismos, el sesgo en el uso de codones estd relacionado con sus poblaciones
caracteristicas de ARNt, de manera que los codones de uso frecuente para los que hay una
mayor concentracion de sus ARNt, serian traducidos mas rapidamente que sus sinbnimos
menos frecuentes (lkemura, 1981; Moriyama & Powell, 1997; Percudani et al., 1997). En
general, los codones frecuentes suelen ser 6ptimos y los raros no 6ptimos. La disminucion
en la velocidad de elongacién sobre codones no éptimos ha sido puesta en evidencia
mediante el ensayo de incorporacion de aminoacidos radiomarcados, demostrando que la
identidad del coddn podria afectar la tasa de elongacion (Serensen & Pedersen, 1991).
También, mediante ribosome profiling se ha observado que los ribosomas pasan menos
tiempo en codones 6ptimos (Hussmann et al., 2015; Weinberg et al., 2016). Varios autores
han propuesto a los codones de uso poco frecuente como buenos candidatos para
enlentecer la tasa de traduccion (Chartier et al., 2012; Hanson & Coller, 2018; Komar, 2009;
Pechmann et al., 2014; Pechmann & Frydman, 2013), y como se discutird continuacion, la
presencia de estos elementos en cis en sitios claves del transcrito posiblemente se
encuentre implicada en la regulacién de la cinética de la via de SRP.

1.7.1 Mutante de UreA en los codones 24 y 25

Recientemente, el grupo en el cual se llevd a cabo esta tesina gener6 un mutante de la
proteina UreA en el cual los codones no Optimos 24 y 25 fueron sustituidos por sus
sinénimos 6ptimos (generando el mutante ureA2425) (Sanguinetti et al., 2019). Los codones
24 y 25 codifican para AA localizados en el limite entre el segmento N-terminal de UreAy el
primer TMD predicho. Estos codones no 6ptimos se encuentran conservados en 8 especies
de Aspergillus cuyo uso de codones ha sido determinado (Sanguinetti et al., 2019),
sugiriendo que podrian cumplir alguna funcion. La optimizacién de los codones 24 y 25
provoca un defecto en el transporte de urea y su analogo toxico 2-tiourea (2-TU), también
transportado por UreA, que se evidencia por el crecimiento defectuoso que presenta la cepa
ureA2425 en urea como Unica fuente de nitrbgeno y su resistencia parcial a la 2-TU a 37 °C.
En concordancia con el analisis de crecimiento en placa, ureA2425 mostré una disminucién
en la tasa de captacion de #C-urea de aproximadamente un 50% con respecto a la cepa
salvaje a 37 °C. Tomando en cuenta que tanto la version salvaje como el mutante ureA2425
de UreA se encuentran fusionados a la proteina verde fluorescente (GFP), se analizaron los
niveles de sintesis proteica por Western blot con un anticuerpo anti-GFP. De esta manera se
observd que el mutante ureA2425 crecido a 37 °C presenta una menor expresion de la
proteina UreA en relacion a la cepa salvaje. Algo similar se observé por microscopia de
epifluorescencia, al detectar un bajo nivel de fluorescencia del transportador fusionado a
GFP en el mutante ureA2425 respecto a la cepa salvaje. En la cepa salvaje crecida tanto a
37 °C como a 25 °C, con una fuente de nitrbgeno no represora, se observé la sefial de
UreA-GFP en la membrana plasmatica, los septos y en vesiculas y vacuolas
(correspondiendo estas ultimas al recambio proteico normal). En cambio, el mutante
ureA2425 crecido a 37 °C mostrd una fluorescencia tenue tanto en la membrana como en
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vesiculas y vacuolas (Sanguinetti et al., 2019). La GFP es refractaria a la degradacion
(Chiang et al, 2001), por lo tanto al no constatarse una acumulacién de senal en vesiculas y
vacuolas, se descarta que la disminucion en los niveles de UreA se deba a una mayor
degradacion de UreA-GFP en la cepa mutante. Tampoco puede atribuirse lo observado a
diferencias en los niveles o en la estructura del ARNm de ureA del mutante ureA2425 con
respecto a la cepa salvaje. Se propuso entonces que las diferencias puestas en evidencia
podrian deberse a defectos a nivel de la sintesis proteica. Al crecer la cepa ureA2425 a 25
°C, el fenotipo observado para el mutante 37 °C se revierte parcialmente (Sanguinetti et al.,
2019).

Teniendo en cuenta que ha sido propuesto que el uso de codones influye en la velocidad de
elongacion y regula la eficiencia y precision de la traduccién (Y. Liu, 2020; Zhao et al.,
2021), resulta razonable pensar que, en el caso de UreA los codones no optimos 24 y 25
podrian establecer una pausa necesaria para la correcta expresiéon del transportador. Con la
optimizacion de codones del mutante ureA2425 esta pausa seria eliminada, acortando la
ventana temporal con la que cuenta SRP para posicionarse en la salida del tunel ribosomal
y reconocer la SS cuando ésta emerje del ribosoma. De esta forma, la deficiencia que
presenta dicha cepa en el transporte de urea a 37 °C, podria deberse a alteraciones en la
cinética de etapas tempranas de la traduccioén del transportador UreA, que resultarian en
una disminucion significativa de su sintesis. El trabajo proporciona evidencia in vivo de la
importancia del par de codones raros 24 y 25 a nivel de la sintesis proteica del
transportador de membrana UreA. Para comenzar a comprender el mecanismo de accion
de la pausa que establecerian estos codones no éptimos durante la sintesis de UreA aun
hay varias interrogantes. Una de ellas es cual es la SS de UreA, que aun no ha sido
determinada experimentalmente. El conocimiento de la SS y su posicidén en relacién a los
codones 24 y 25 son claves a la hora de proponer un modelo de la funcion de la pausa
traduccional que causarian estos codones.

1.8 Prediccion de la secuencia seinal de UreA

A pesar de que para UreA no se han identificado por predictores bioinformaticos secuencias
sefial tipicas (ver seccion 1.6), si se ha identificado la presencia de un trecho hidrofébico de
localizacién N-terminal, que comprende los AA 1 a 8 (Figura 6). Teniendo en cuenta que ha
sido propuesto que en las PIMs tanto el primer segmento hidrofébico como el primer TMD
podrian actuar como SS, es la hipétesis de este trabajo que el trecho hidrofobico de AA 1-8
podria ser reconocido por SRP, constituyendo la SS de UreA, y por lo tanto tener un rol
clave en el direccionamiento de UreA hacia la membrana del RE.
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Verde: residuos sin carga hidrofobicos
Rojo: residuos acidos
residuos basicos
== posible SS
primer TMD predicho

aa codificados por los codones 24 y 25

Figura 6. Andlisis de la secuencia N-terminal de UreA. Primeros 50 aminoéacidos de la proteina. Se
indica la posible SS y la prediccion del primer segmento transmembrana (TMHMM Server, v. 2.0). Se
muestra el andlisis de hidrofobicidad (Peptide Hydrophobicity/Hydrophilicity Analysis Tool).

Teniendo en cuenta la posicion de estos primeros 8 AA en relacién a los codones 24 y 25
(ver Figura 6), y que el tunel ribosomal alberga aproximadamente unos 30 aminoacidos en
una conformacién extendida (Etchells & Hartl, 2004), si los mismos formaran parte de la SS,
resulta llamativo que el polipéptido naciente, de unos 23 AA de largo, aun no habria
emergido del ribosoma en el momento en que los codones 24 y 25 disminuirian la velocidad
de elongacion. Con respecto a esto, ha sido reportada en la literatura la interaccion del RNC
con SRP aun cuando la SS no ha emergido del tunel ribosomal. Esto sugiere que la SS
dentro del tunel ribosomal podria senalizar a través del ribosoma, sin contactar
directamente con SRP. Esto permitiria que SRP pueda posicionarse a la salida del tunel
ribosomal y asi mejorar la eficiencia de reconocimiento de la SS (Berndt et al., 2009). De
esta forma, si bien la interaccibn de SRP con ribosomas en etapas tempranas de la
traduccion ha sido ya documentada, el rol que cumplirian los codones 24 y 25 del
mensajero de UreA representa una novedad en cuanto al mecanismo de accion en
eucariotas. Alternativamente, el primer TMD podria actuar como secuencia sefal, pero en
ese caso, la supuesta pausa impuesta por los codones 24 y 25 ocurriria antes de la
traduccion de esta secuencia y en consecuencia, cumpliria otro rol.

1.9 La proteina verde fluorescente

La proteina verde fluorescente (green fluorescent protein en inglés, GFP), originalmente
aislada de la medusa Aequorea victoria, es un marcador muy utilizado para seguir la
expresion génica y localizacion proteica en células vivas. Esta proteina tiene un fluorocromo
que absorbe luz azul y ultravioleta, y emite luz verde de forma estable. Para su expresion,
tanto en procariotas como en eucariotas, no se requieren sustratos o cofactores exdgenos,
por lo que, las células vivas pueden ser observadas con una perturbacion minima (Chalfie
et al., 1994). Desde su descubrimiento se han creado distintas variantes mejoradas que
resuelven problemas tales como la dimerizaciébn de la proteina, el photobleaching y el
plegamiento en ambientes celulares adversos. Una de ellas, es msGFP2, una version
monomérica y con un super plegamiento con respecto a la GFP original, lo que le permite
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plegarse eficientemente en condiciones adversas. Esta version presenta mayor estabilidad
al photobleaching de la sefal, es menos propensa a perturbar las funciones de las proteinas
a las que se encuentre asociada, y presenta citotoxicidad reducida. Estas caracteristicas,
vuelven a msGFP2 una de las mejores versiones de GFP disponibles para el tagging de
proteinas (Valbuena et al., 2020). En este trabajo se utiliza GFP como fag para seguir
mediante microscopia de epifluorescencia la localizacién subcelular de transportador UreA,
y se generan herramientas que permitiran validar la posible SS utilizando a msGFP2 como
proteina reportera.


https://www.zotero.org/google-docs/?3aSFv7

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Este trabajo tiene como objetivo contribuir a la determinacién de la SS del transportador de
membrana UreA.

2.2 Objetivos especificos

Determinar si el tramo N-terminal de UreA compuesto por los AA 2 a 7 actia
como SS de la proteina. Para ello se plantean las siguientes actividades.

-Generacion la construccion ureAA2-7::gfp::pyrGAF mediante Fusion-PCR

Esta construccidn porta la delecion de los AA 2 a 7 de UreA, ademas de la proteina
GFP fusionada a UreA. Esto permite observar el efecto de la delecion en la
localizacién subcelular del transportador mediante microscopia de fluorescencia. La
construccién incluye al marcador de seleccion pyrG de Aspergillus fumigatus, que
complementa la mutacion pyrG89 de la cepa receptora, la cual genera la auxotrofia
a la uridina y uracilo de la cepa.

-Transformacion de una cepa de A. nidulans con la construccion realizada en
el punto anterior

El disefio de la construccion incluye regiones 5UTR y 3’'UTR que presentan
homologia en el locus ureA, de forma que las mismas puedan incorporarse al
genoma de la cepa receptora mediante recombinacion homoéloga.

-Andlisis de los transformantes generados en el punto anterior
Mediante ensayos de crecimiento en placa, microscopia de epifluorescencia y
Western Blot.

Evaluar el potencial de la proteina msGFP2 como reportera para la verificacion
de la SS. Para ello se plantean las siguientes actividades.

-Generacion de las construcciones PgpdA_mini-msGFP2-ter_crgA_AF y
PgpdA_1000-msGFP2-ter_crgA_AF, y clonado en el plasmido pZero_blunt/
pabaA

PgpdA es el promotor del gen gpdA de A. nidulans que codifica para la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la cual posee una expresion
constitutiva. PgpdA_1000 corresponde a una version del promotor con el que se
obtiene una alta expresion, mientras que PgpdA_mini es un fragmento del promotor,
con el que se obtiene una expresion menor. La construccion lleva el terminador del
gen crgA de A. fumigatus. La generacion de estas construcciones permitira en una
segunda etapa verificar la capacidad de distintas secuencias N-terminales de UreA
fusionadas, para dirigir a msGFP2 a la membrana plasmatica. De este modo se
podra confirmar el rol de posibles SS de UreA.



-Transformacion de una cepa de A. nidulans con los plasmidos generados

-Analisis de los transformantes

Mediante ensayos de crecimiento en placa y microscopia de epifluorescencia. Se
verificara si la expresion de msGFP2 bajo ambos promotores resulta perjudicial para
A. nidulans.



3. Materiales y Métodos
3.1 Aspergillus nidulans

3.1.1 Cepas utilizadas

Cepa Genotipo

MVDOO1 wt pabaA1

MVD10A ureA::gfp::pyrGAf pyrG89 pyroA4 riboB2 AnkuA::argB
MVD13A AureA::riboB riboB2 pyroA1 pyrG89 AnkuA::argB
MVD17 AureA::riboB riboB2 pyroA4 pabaA1 (riboB2)
MVD117 pantoB100 biA2

3.1.1.1 Descripcion de los genotipos y fenotipos

- ureA:gfp es el gen que codifica para el transportador UreA de A. nidulans
fusionado a gfp (gen que codifica para la proteina verde fluorescente).

- pabaA1 es el alelo responsable de la auxotrofia para el acido p-aminobenzoico
(paba).

- pyrG89 es el alelo responsable de la auxotrofia para la uridina y el uracilo (U y U).

- pyrGAF es el gen Aspergillus fumigatus que complementa la auxotrofia provocada
por el alelo pyrG89.

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

- riboB2 es un alelo del gen riboB que provoca la auxotrofia por la riboflavina (ribo).

- pantoB100 es el alelo responsable de la auxotrofia por el pantotenato.

- biA2es el alelo responsable de la auxotrofia por la biotina.

- AnkuA::argB es la delecion 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). El gen nkuA es es
esencial para la recombinacién no homodloga del ADN en la reparacién de roturas de
doble cadena, y, por tanto, se minimiza la frecuencia de este tipo de recombinacion.
De esta forma, se favorece la doble recombinacién homdloga, que tiene como
resultado la integracion del fragmento de interés en el locus ureA. En las cepas
AnkuA, aproximadamente 90% de los transformantes llevan una integraciéon
homologa Unica. (Szewczyk et al., 2006).

- AureA:riboB es la sustitucién de la secuencia codificante del gen ureA por el gen
riboB, que complementa la auxotrofia provocada por el alelo riboB2.

Las cepas MVDO001, MVD117 fueron utilizadas como controles a la hora de confirmar las
auxotrofias de cepas receptoras y transformantes.


https://www.zotero.org/google-docs/?0JAhOe

3.1.2 Medios y condiciones de cultivo

Medio Minimo (MM):
20 mL solucion de sales
10 g de glucosa (dextrosa)

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6,8 y se esteriliza mediante calor
himedo a 121 °C durante 15-20 minutos. Este medio debe completarse con una fuente de
nitrdgeno y los suplementos nutricionales correspondientes, segun las auxotrofias de cada
cepa. Puede utilizarse liquido, o bien sélido agregando 1,3 % de agar.

Medio completo (MC):

20 mL solucion de sales

10 mL solucién vitaminas

10 mL solucién casaminoacidos
10 g glucosa (dextrosa)

2 g peptona

1 g extracto de levadura

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6,8 y se esteriliza mediante calor
huamedo a 121 °C durante 15-20 minutos. Puede utilizarse liquido, o bien sélido agregando
1,3% de agar.

Solucién de Sales:

26 g cloruro de potasio
26 g sulfato de magnesio
76 g fosfato de potasio
50 mL elementos traza

Se lleva a un litro con agua destilada y se esteriliza mediante calor humedo a 121 °C
durante 15-20 minutos. Se guarda a 4 °C.

Solucion de Vitaminas:

50 mg de tiamina-HCI

10 mg de biotina

100 mg &cido nicotinico

200 mg pantotenato de calcio
50 mg piridoxina-HCI

100 mg riboflavina

500 mg acido p-aminobenzébico

Se lleva a un litro con agua destilada, se esteriliza por filtracion y se conserva a 4 °C.
Solucién de elementos traza:

40 mg borato de sodio decahidratado
40 mg sulfato de cobre pentahidratado




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

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

Suplementos nutricionales:

-Riboflavina (ribo), vitamina B2 requerida para la respiracion celular.

-Piridoxina (pyro), vitamina B6 requerida para la sintesis de AAy lipidos.

-Acido p-aminobenzoico (paba), intermediario de sintesis del folato.

-Pantotenato (panto), vitamina B5 requerida para el metabolismo de los &cidos grasos, el
metabolismo de los carbohidratos y el ciclo del acido tricarboxilico.

-Biotina (bio), vitamina B7 involucrada en el metabolismo de &cidos grasos y AA.

-Tartrato de amonio, fuente de nitrégeno.

- Nitrato, fuente de nitrdgeno no represora.

Los suplementos se preparan como soluciones 100X (a excepcién de la uridina y uracilo, la
cual se prepara como solucién 50X) , se esterilizan por calor humedo y se conservan a 4 °C.
La urea y la 2-tiourea se esterilizan por filtracion.

Suplemento Concentracion de la solucion stock (100X)
Riboflavina 25 mg/100 mL
Piridoxina HCL 500 mg/100 mL
Acido p-aminobenzoico 9,2 g/ 100 mL
D-Pantotenato 20 mg/100 mL
D-Biotina 10 mg/100 mL
Tartrato de amonio 9,2 g/100 mL
Nitrato de sodio 0,85 g/100 mL
Uracilo 61 mg/mL
Uridina 56 mg/mL

Urea 3,03 g /100 mL
2-Tiourea 3,81 g /100 mL

3.2 Técnicas empleadas con A. nidulans
3.2.1 Transformacion de A. nidulans

La construccion ureAA2-7::gfp::pyrGAF fue utilizada para transformar la cepa MVD13A.
Dicha construccion, cuenta con regiones 5’ y 3’ con homologia a 5’y 3° UTRs del locus



ureA, por lo que puede integrarse en el genoma mediante recombinacion homologa (Figura
7).

—_— GFP pyrG ——

riboB
l locus ureA

—{ T vea | GFP oG —

locus ureA recombinado

Figura 7. Esquema de la integracion de la construccidn ureAA2-7::gfp::;pyrGAF en el locus ureA
mediante recombinacién homéloga.

3.2.1.1 Generacion de protoplastos

En este paso se generaron células competentes, que pueden incorporar la molécula de
ADN a transformar. Para esto, se generaron células sin pared celular, conocidas como
protoplastos.

El dia previo a la transformacion se inocularon 400 mL de MM con los suplementos
necesarios con una suspension de esporas, generada a partir de 2 placas de la cepa en
cuestion crecidas de manera confluente, en 15 mL de Tween 80 (0.01%). Se incub6 de 11 a
12 horas a 30 °C con agitacion fuerte (140 r.p.m). Se observo al microscopio, y se detuvo la
incubacién cuando las esporas comienzan a germinar. Para obtener una buena cantidad de
protoplastos es muy importante que el cultivo sea joven. El cultivo se filtr6 sobre blutex, se
lava el micelio con agua estéril y seca entre hojas de papel estériles. El micelio seco se
pesd por diferencia en un falcon estéril y se resuspendioé en solucién B, a razén de 10 mL/g
de micelio. Se mezcld con vortex para favorecer la actividad de las enzimas. Se transfiridé a
matraz estéril y se agreg6 la enzima comercial GLUCANEX® (Sigma-Aldrich) a razén de
400 mg/g de micelio. Se afadieron 3 a 7 mg de albumina de suero bovino (BSA) por g de
micelio y se incub6é con agitacion suave (100 rpm) a 30 °C durante 2-2.5 horas. La
formacion de protoplastos se siguid al microscopio. La suspensién de protoplastos se
transfirio a tubos Corex® estériles, se vortexed suavemente y se agrego6 lentamente por las
paredes del tubo un volumen igual de solucién D. Los tubos deben mantenerse en hielo. Se
centrifugd 10 minutos a 6000 rpm (en rotor vasculante de 142 mm de radio, poner freno 0O
en todas las centrifugaciones) a 14 °C. Los protoplastos forman una capa blanca en la
interfase que se transfirid6 con pipeta Pasteur a otro tubo Corex® estéril. Los protoplastos
recuperados fueron lavados agregando 5-10 mL de solucién E y se centrifuga 10 minutos a
4000 rpm. Los protoplastos se resuspendieron en 5 mL de solucion G, se realizé el recuento
de los mismos en célula de Thoma, y luego se centrifugé 10 minutos a 4000 rpm. Una vez
finalizada la centrifugacién se resuspendieron los protoplastos en solucion G de forma de
obtener una concentracion de 2-5 x107 protoplastos/100 pL.



3.2.1.2 Transformacion

En este paso los protoplastos generados en el punto anterior incorporan la molécula de
ADN de interés, para el caso de la construccidn ureAA2-7::gfp::pyrGAF se transformo6 con
no menos de 250 ng de la misma (previamente purificada) y para el caso de los plasmidos
se transformé con 4 pg.

Antes de comenzar, se vortexed y calento la solucion PEG (en bafio de agua a aprox. 50
°C) para resuspender cualquier precipitado de PEG, ya que el PEG luego de un tiempo a
temperatura ambiente precipita. A 100 pyL de suspension de protoplastos, se le agregé el
ADN (no menos de 250 ng totales) en un volumen menor a 15 pL de Buffer TE y
preferiblemente en menos de 10 pL. Se vortexe6 6-8 veces por 1 segundo a maxima
velocidad. Se agregaron 50 yL de Solucion de PEG recién filtrada a temperatura ambiente.
Se vortexed 3-4 veces por 1 segundo a maxima velocidad, y se dejbé en hielo durante 25
minutos. A continuacion se agreg6 1 mL de solucion de PEG a temperatura ambiente recién
filtrada, y se mezclé resuspendiendo con micropipeta 10 veces. Se dej6 a temperatura
ambiente durante 25 minutos. Si la transformacion es exitosa, protoplastos fusionados
pueden ser observados en la mezcla de transformaciéon. Luego se plaque6 la mezcla de
transformacién en placas de seleccién, que deben estar bien secas. Para placas de Petri de
100 mm de diametro, se utilizaron 115 pyL de mezcla de transformacion. Las placas se
incubaron inicialmente overnight boca arriba a 30 °C o 37 °C. Al otro dia las placas fueron
invertidas. Luego de una incubacion inicial a 30 °C, durante la cual se forman las paredes
celulares, las placas pueden ser transferidas a 37 °C. La produccion de esporas por las
colonias transformantes son generalmente visibles al tercer dia.

-Soluciones de Transformacién:

B: 1,2 M MgSOs4, 10 mM fosfato (pH 5,8)

D: 0,6 M Sorbitol, 100 mM Tris Cl (pH 7,5). Se esteriliz6 por autoclave.
E: 1 M Sorbitol, 10 mM Tris CI (pH 7,5). Se esterilizd por autoclave.

G: 0,6 M KCI, 50 mM CaClz. Se esterilizd por autoclave.

PEG: 0,6 M KCI, 50 mM CaClz, 75 mM PEG (25% w/v). Se esterilizd por autoclave y se filtré
antes de usar.

Placas para la transformacién con la construccion ureAA2-7::gfp..pyrGAF:

-Placas de seleccién: MM 1,3 %, NHa, ribo, pyro. En estas placas solo pueden crecer los
transformantes, que han recuperado la capacidad de sintesis de uridina y uracilo (U y U), al
incorporar a su genoma el marcador de seleccion pyrGAF.

-Placas control negativo: MM 1,3 %, NHa, ribo, pyro. Se inocularon protoplastos que han
pasado por el protocolo de transformacion sin agregarles ADN a transformar. Como no se
suplementa el medio con U y U, la cepa receptora no deberia crecer.




-Placas control de viabilidad: MM 1,3 %, NH4, pyro, U y U. Se inocularon protoplastos que
han pasado por el protocolo de transformacion sin agregarles ADN a transformar,
verificando que los mismos son viables luego del protocolo. EI medio cuenta con los
suplementos nutricionales para que crezca la cepa receptora.

Placas para la transformacién con las plasmidos Pmini y Pmil:

-Placas de seleccion: MM 1,3 %, NHa4, pyro. En estas placas solo pueden crecer los
transformantes, que han recuperado la capacidad de sintesis de paba, al incorporar a su
genoma el marcador de seleccion pabaA.

-Placas control negativo: MM 1,3 %, NHa, pyro. Se inocularon protoplastos que han pasado
por el protocolo de transformacioén sin agregarles ADN a transformar. Como no se
suplementa el medio con paba, la cepa receptora no deberia crecer.

-Placas control de viabilidad: MM 1,3 %, NHa, pyro, paba. Se inocularon protoplastos que
han pasado por el protocolo de transformacién sin agregarles ADN a transformar,
verificando que los mismos son viables luego del protocolo. EI medio cuenta con los
suplementos nutricionales para que crezca la cepa receptora.

3.2.1.3 Purificacion de los transformantes

Durante el proceso de transformacién, la pared celular es removida para generar
protoplastos, que pueden fusionarse durante el proceso de transformacion, generando
transformantes heterocariontes. Es decir, que pueden tener nicleos que han integrado la
construcciéon de interés, y otros que no han sido transformados. Dado que las esporas son
uninucleadas, a partir de éstas se pueden purificar colonias homocariontes que porten la
construccion de interés.

Se tomaron esporas de colonias de los transformantes resultantes del paso anterior,
eligiendo aquellas que se encuentren lo més aisladas posibles y se realizd una suspension
en detergente Tween® 80 (Sigma-Aldrich) 0,01%. La suspension se realiza en detergente
porque las esporas son altamente hidrofobicas. Se realizé una dilucibn 1/200 de la
suspension, de la cual se inocularon 80 yL en las placas de seleccion, distribuyendo
homogéneamente por toda la placa, y se incubé en estufa a 37 °C durante 24-48 horas.

3.2.2 Crecimiento en placa

Este ensayo se realiza para analizar el fenotipo de los transformantes. A partir de los
transformantes purificados se realiza una placa madre en la cual se colocan de forma
ordenada una eleccién de réplicas de transformantes, la cepa receptora (MVD13A), y una
cepa control (MVDO0O01). A partir de la placa madre, se realizan réplicas en placas en las que
se omite el agregado de suplementos requeridos por las cepas uno a uno, para verificar sus
auxotrofias. Por otro lado se analiza el crecimiento en distintas concentraciones de ureay
tiourea. En las placas con 2-TU se agreg6 nitrato (NOs) como fuente de nitrégeno, ya que



no es una fuente represora de la expresion de UreA. Las placas se incubaron durante 2
dias a 37 °C.

3.2.3 Microscopia de epifluorescencia

Las cepas se crecieron directamente en glass bottom dishes (GBD) esteriles en MM 0,1 %
glucosa liquido, suplementado con prolina (5 mM) como fuente de nitrégeno y los
suplementos requeridos por casa cepa. Previamente se crecieron las cepas en MC 1,3%,
se realizd una suspension de esporas en Tween 0,01 % de la cual se inocularon 3 pL en el
MM 0,1% glucosa. Se incub6 a 25 °C durante 14-16 horas. Previo a la observacion se
realizaron 3 lavados con MM 0,1% Glucosa con fosfato y prolina para quitar la riboflavina
del medio (ya que presenta autofluorescencia). 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. EI microscopio esta
equipado con una camara Hamamatsu Orca Er y usa el software Micro-Manager/ImageJ
(https://micro-manager.org/) para procesamiento de imagenes.

MM 0,1% glucosa
Se prepara con solucién de sales sin fosfato. No se ajusta pH. Se le agrega NaH2PO4 en
polvo a una concentracion final de 25 mM antes de usar.

3.3 Técnicas empleadas con Escherichia coli
3.3.1 Transformacion

Se agregaron no mas de 50 ng de plasmido (en un volumen menor al 10 % del volumen de
células) a células de E. coli quimiocompetentes y se deja 30 minutos en hielo. En este caso,
se agregaron 5 pL de mezcla de ligacion en 50 pL de células. Una vez pasados los 30
minutos se incubd 90 segundos a 42 °C (o0 120 segundos a 37°C). Luego de este paso se
incubd nuevamente en hielo durante 2 minutos. Posteriormente se agregaron 4 volumenes
de medio LB y se incubd durante 1 hora a 37 °C con agitacion (200 r.p.m). Se plaqueanron
100 pL en medio LB con el antibiético adecuado. Al resto del volumen se le dio un spin, se
descartd un poco de sobrenadante, se resuspendieron las células en ~100 L y se plaqued
todo el volumen en medio LB con antibi6tico. Se incubd por 16 a 24 horas en estufa a 37
°C.

Medio LB:

5 g de extracto de levadura
10 g triptona

10 g NaCl

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta a pH 7 y se esteriliza. EI medio puede
utilizarse liquido o sélido. Para el ultimo se agrega 1,5 % agar. Los antibiéticos utilizados
fueron kanamicina y ampicilina, los cuales se agregaron al medio en una concentracion
final de 50 pg/mL.


https://micro-manager.org/

3.4 Técnicas de estudio de acidos nucleicos
3.4.1 PCR

Para la amplificacién de los fragmentos de ADN se utiliz6 en todos los casos la ADN
polimerasa KAPA HiFi (Roche), esta polimerasa tiene la caracteristica de poseer alta
fidelidad. En este trabajo, basado en la introduccion de una mutacién, es importante que los
transformantes solo posean la mutacion de interés, y no otras adicionales en la secuencia
codificante de ureA. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25
L, utilizando la concentracion de reactivos sugerida por el fabricante.

3.4.1.1 Fusion-PCR

La técnica Fusion-PCR (Szewczyk et al., 2006) permite la fusion de distintos fragmentos de
ADN lineales que pueden ser utilizados para transformacién e integracion en el genoma de
forma rapida y sencilla en comparacién con los métodos de clonado convencionales. Es una
técnica versatil, que permite el disefio de fragmentos de ADN de interés, que reemplacen
las regiones del genoma a modificar.

La generacion la construccion ureAA2-7::gfp:.pyrGAF consisti6 de dos rondas de PCR
consecutivas, en las que se utilizaron 3 pares de primers. En la primera ronda, a partir ADN
gendmico de la cepa MVD10A, se generaron dos fragmentos de ADN parcialmente
solapantes, que contienen la modificacion en la delecién de los 21 nucle6tidos que codifican
los aminoéacidos 2 a 7 del gen ureA (Figura 7). Los fragmentos generados en la primera
ronda se utilizaron como molde en una segunda PCR en la que se obtuvo la construccion
de interés (Figura 8).

P3
P1 P2 g, P4
, 3 UTR
U el ureA | GFP | poyrG E—
P5 f 1 l
——
P6
I:I f2 —
l ueA | GFP | pyrG —_—

— I —

Figura 8. Representaciébn esquematica de las reacciones de Fusion-PCR para la construccion
ureAA2-7::gfp::;pyrGAF. P1y P2 son los primers que amplifican el fragmento 5’ mientras que P3 y P4
los primers que amplifican el fragmento 3. P2 y P3 portan una “cola” violeta representativa de la
delecion, la cual se marca con el mismo color en el esquema de la construccion. P5 y P6 representan
los nested primers. En la primera ronda se generan los fragmentos f1y f2. En la segunda ronda los
fragmentos f1 y f2 con regiones complementarias entre si se fusionan y la fusion resultante es
amplificada utilizando los nested primers P5 y P6.


https://www.zotero.org/google-docs/?C1PAaH

De forma analoga, se obtuvieronr los cassettes PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF y
PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF (Figura 9). Para lograr estas construcciones se fusionaron
3 fragmentos de ADN. En este caso, los nested primers agregaron un sitio de corte de
enzimas de restriccion a cada lado del fragmento, Notl hacia el 5’ y Xbal hacia el 3. El
molde utilizado fue ADN plasmidico para amplificar msGFP2 y cgrA, y ADN genémico para
amplificar PgpdA.

—| PgpdA | | msGFP2 | | cgrA '—
— 13 l
| Ak ] f4
| msGFP2 | | f5 P8
| cgrA |

Notl Xbal
i PgpdA msGFP2 | cgrA | |

Figura 9. Representacidbn esquematica de las reacciones de Fusion-PCR para generar las
construcciones PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF y PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF. P1 y P2 son
los primers que amplifican al promotor, P3 y P4 amplifican la secuencia codificante de gfpy P5 y P6
amplifican la secuencia del terminador. Tanto P2 como P4 introducen al fragmento que amplifican
homologia con el siguiente fragmento, permitiendo la fusiébn. P7 y P8 son los nested primers, que
introducen sitios de restriccidbn de las enzimas Xbal y Notl. En la primera ronda se generan los
fragmentos {3, f4 y f5.. En la segunda ronda los fragmentos 3, f4 y f5 se fusionan utilizando los
nested primers.

3.4.1.1.1 Amplificaciones

Construccion ureAA2-7::gfp::pyrGAF

-Primera ronda:

Los primers utilizados fueron URE5-F y UREAA2-7-R para f1, UREAA2-7-F y URES-F para
f2.

Reaccion PCR Programa
5 pL buffer KAPA-HiFi (5x) Etapa inicial 95 °C por 3’
0,5 yL KAPA-HIiFi (1U/uL) Desnaturalizacion 98 °C por 20” *

0,75 pL primer Fw (10 uM) Annealing 61 °C por 15”7 *



0,75 uL primer Rv (10 uM) Extensién a 72 °C por 1’30” para f1/ 6’ para f2*
0,75 uL dNTPs (10 mM) *25 ciclos
500 ng ADN gendmico Etapa final 5 minutos a 72 °C

c.s.p 25 yL H0

-Segunda ronda:

Se realizaron 10 ciclos en los que los fragmentos se fusionan, y luego 15 ciclos en los que
se aument6 20 segundos por ciclo el tiempo de extension, en los que el fragmento fue
amplificado. Los primers utilizados fueron URE5N y URE3N.

Reaccion Fusion-PCR Programa

5 pL buffer KAPA-HiFi (5x) Etapa inicial 95 °C por 2’

0,5 puL KAPA-HiFi (1U/pL) Desnaturalizacién 98 °C por 20” *
1 pyL primer Fw (10 pM) Annealing 61 °C por 15” *

1uL primer Rv (10 pM) Extension a 72 °C por 4’ *

0,75 uL dNTPs (10 mM) *10 ciclos

~25 ng f1 *15 ciclos t 20” /ciclo

~25 ng 2 Etapa final 5 minutos a 72 °C
c.s.p 25 H20

Construcciones PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AFy PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF

-Primera ronda:

La diferencia entre ambas construcciones es la version del promotor que porta cada una.
Con el fin de generar estas dos versiones se generaron dos primers, correspondientes a P1
en la figura 8, complementarios a distintas regiones del promotor, dando lugar a su version
casi completa que permite una alta expresion constitutiva, 0 mini con la que se induce una
expresion constitutiva mas baja. Los primers utilizados fueron PgpdA1000F/ PgpdAminiF y
PgpdA-msGFP2R para generar 3, msGFP2F y msGFP2-tercrgAR para f4, y tercrgAF y



pFW9.3R para f5. Los ADN molde utilizados fueron ADN genémico de la cepa MVD10A
para f3, ADN plasmidico conteniendo msGFP2 para f4 y crgA para f5.

Reaccion PCR

5 pL buffer KAPA-HiFi (5x)
0,5 yL KAPA-HiFi (1 U/uL)
0,75 pL primer Fw (10 uM)
0,75 uL primer Rv (10 uM)
0,75 uL dNTPs (10 mM)

500 ng ADN genomico
para f3, 10 ng ADN
plasmidico para f4 y f5

c.s.p 25 uL H20

-Segunda ronda:

Programa

Etapa inicial 95 °C por &’
E)esnaturalizacién 98 °C por 20”
Annealing 61 °C por 15" *
Extension a 72 °C por 1*

*25 ciclos

Etapa final 5 minutos a 72 °C

Los primers utilizados fueron Notl-PgpdA1000F y Xbal-tercrgAR para obtener la
construccion PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF y Notl-PgpdA-F y Xbal-tercrgA-R para
obtener la construccion PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF.

Reaccion Fusion-PCR

5 uL buffer KAPA-HiFi (5x)

0,5 uL KAPA-HiFi (1 U/uL)

1 uL primer Fw (10 uM)

1uL primer Rv (10 pM)

0,75 yL dNTPs (10 mM)

~25 ng 13

~25 ng f4

~25 ng f5

Programa

Etapa inicial 95 °C por 2’

Desnaturalizacién 98 °C por 20” *

Annealing 61 °C por 15” *

Extension a 72 °C por 4’ *

*10 ciclos

*15 ciclos 1t 20” /ciclo

Etapa final 5 minutos a 72 °C



c.s.p 25 yL H=0

3.4.1.2 PCR para secuenciacion

Previo a la secuenciacién se amplifico el locus ureA, utilizando los primers PureAF y gfpRv.
Se utiliz6 como molde el ADN genémico extraido y purificado de un transformante con las
auxotrofias esperadas seleccionado al azar (ver secciones 3.4.2.1y 3.4.3).

Reaccion PCR Programa

5 pL buffer KAPA-HiFi (5x) Etapa inicial 95 °C por 2’

0,5 yL KAPA-HiFi (1 U/uL) Desnaturalizacién 98 °C por 20” *
1 uL primer Fw (10 uM) Annealing 61 °C por 15”7 *

1uL primer Rv (10 pM) Extensién a 72 °C por 4’ *

0,75 uL dNTPs (10 mM) *30 ciclos

500 ng ADN gendmico Etapa final 5 minutos a 72 °C
c.s.p 25 uL H20

3.4.1.3 PCR colonia de Escherichia coli

Para realizar un primer screening de los transformantes obtenidos, se realiz6 una PCR
colonia. La eleccién de los primers se realizé de forma que la amplificacion con los mismos,
demostrara que los plasmidos contienen el inserto de interés: PgpdAseq que hibrida con el
promotor PgpdA tanto en la versiébn mil como en la mini, y msGFP2Rev que hibrida con
msGFP2.

Partiendo de colonias aisladas en placas, se realizaron suspensiones picando las colonias
en 10 pyL de agua estéril. Se utiliz6 1 pL de estas suspensiones como molde para la PCR.

Reaccién PCR Programa
2,5 pL buffer HighTaq (10X) Etapa inicial 94 °C por 2’
0,25 pyL HiTag (1U/uL) Desnaturalizacién 94 °C por 10” *

0,75 pL primer Fw (10 uM) Annealing 58 °C por 20” *



0,75 pL primer Rv (10 uM)

0,5 L dNTPs (10 mM)

1 pL suspension colonia

c.s.p 25 yL H0

3.4.1.4 Primers

URE5-F

UreAA2-7-R
UreAA2-7-F
URE3-R

URESN

URE3N

PureA-F

GFP-R
PgpdA1000-F
PgpdA-msGFP2-R
msGFP2-F
msGFP2-tercgrA-R
TercgrA-F
pFW9.3-R
Notl-PgpdA-F
Notl-PgpdA1000-F
Xbal-tercgrA-R
PgpdA-seq
msGFP2-R

Extensién a 72 °C por 1’ *

*30 ciclos

Etapa final 5 minutos a 72 °C

GAAACCTGGAGCAGTCGAAG

CATTTTGGATAACCGAAGAA
TTCTTCGGTTATCCAAAATGCCCGATGAAGCCGGGGTAGAGAC
CCCGATTTCTGAGACAAGGA
GCGTGGCTGCTGTTCAACAGTTACC
GCGTGGCTGCTGTTCAACAGTTACC
GCGTGGCTGCTGTTCAACAGTTACC
TTTGTATAGTTCATCCATGC

GACTTCAGCAACATCTCCTG

GACTTCAGCAACATCTCCTG
ATGGATAGCACTGAGAGCCTGTTC
GAGAGAGATTCTTCTGCTGTTTAAGAACCGCCACTGCCTCCAG
ACAGCAGAAGAATCTCTCTCC

CGAAAGGGCCTCGTGATACG

TTTGTATAGTTCATCCATGC
AATGCGGCCGCGGTTGACCGGTGCCTGGATC
CACTCTAGAGCATGATTCATGACGTATATTCACC
CACTCTAGAGCATGATTCATGACGTATATTCACC
TTAAGAACCGCCACTGCCTCCAG

3.4.2 Extraccion de acidos nucleicos

3.4.2.1 Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN se crecieron las cepas en MC con 3% agar. Las esporas
colectadas por cada placa se resuspendieron en 7,5 mL de Tween 80 0,01% y se inocularon



200 mL de MM liquido con los suplementos necesarios. Se incubd overnight a 37 °C con
agitacion a 140 rpm, y luego se filtr6 el cultivo sobre blutex, lavando el micelio con agua
estéril y secandolo bien entre hojas de papel. El micelio se congel6 con nitrégeno liquido y
fue molido con mortero hasta obtener un polvo blanco. Se agregaron 800 pL de solucion de
extraccion de ADN por cada 200 mg de micelio molido y se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente. EI ADN se extrajo primero con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se vortexed bien y se centrifugd a 11600 g por
10 minutos a temperatura ambiente. Se tomé la fase acuosa (unos 600 pL) y se extrajo con
un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se vortexe6 bien y se centrifugd
nuevamente a 11 600 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se tomoé la fase acuosa
(unos 400 L) y se precipitd con dos volumenes de etanol 100% en presencia de 0.3 M de
acetato de sodio (AcNa). Se incubd por 30-60 min a -20°C y se centrifugbd por 10 minutos a
11600 g. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con 1 mL EtOH 70%
(se agreg6 el EtOH 70%, se invirtid el tubo, se centrifug6 a 11600 g por 5 minutos y se
descartdé el sobrenadante). Se secd el precipitado debajo de una lampara durante 10
minutos y se resuspendié en 50-100 pL de buffer Tris-EDTA (suplementado con RNAsa a
una concentracién final de 10 ug/mL). Finalmente se incuba durante 1 hora en bafio de
agua a 37 °C.

3.4.2.2 Minipreparaciéon de ADN plasmidico

Para extraer plasmidos se seleccié una colonia aislada, se inoculé en 3 mL de medio LB +
el antibiético adecuado, y se incubd overnight a 37°C con agitacion a 140 rpm. Se traspasé
todo el volumen a un tubo eppendorf, se centrifugd por 30 segundos y se descartd el
sobrenadante (repetir hasta terminar los 3 mL). Se resuspendidé con pipeta en 200 uL de
Solucién |, se agregaron 5 pL de ARNasa 10 mg/mL y se incub6 a 37 °C durante 5 minutos.
Luego se agregaron 200 pL de Solucion 1l recién preparada y se mezcldé suavemente por
inversion, sin dejar que pase mucho tiempo en esta solucién. Se agregaron 200 pL de
Solucién lll fria, se mezcl6 bien por inversion y se dejé 5 minutos en hielo. A continuacién se
agregaron 200 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se vortexe6 bien. Luego se
centrifugd 15 minutos a 12000 g y se tom6 el sobrenadante (aproximadamente 400-500 pL).
Se precipitd con 1 volumen de isopropanol mezclando por inversién y se dejé 5 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugé 15 minutos a 12000 g y se descart6 el sobrenadante.
Se lavd con 500 pL de EtOH 70% invirtiendo varias veces, se centrifugd por 5 minutos a
12000 g y se descarto el sobrenadante. Por ultimo se dejé secar bajo una lampara por no
mas de 10 minutos. Se resuspendié en 50 yL de TE pH 8 y se almacend a -20 °C.

Solucién I: 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 20 mM EDTA pH 8.

Solucién II: 0,2 N NaOH; 1% SDS. Se prepara en el momento.

Solucién 1lI: 3 M AcK; 11,5 % &cido acético glacial. Esta solucion debe estar fria por lo que
se recomienda preparar 50 mL (14,7 g de AcK + 5,75 mL AcH glacial, llevar a 50 mL con

H-0O mQ) y guardar en la heladera.

3.4.3 Purificacion de productos de PCR



Para la purificacidén de los productos de PCR se utilizaron dos métodos:

-Purificacién directa: el producto de la reaccién de amplificacion fue purificado mediante el
kit comercial Thermo Scientific™ GeneJET Gel Extraction Kit. Este fue el método de
eleccion utilizado en los casos en que luego de la amplificacion se obtuvieron productos
unicos, visualizados por electroforesis en gel de agarosa como una banda Unica del tamano
esperado.

-Purificacion por gel de agarosa: las bandas de tamafio esperado fueron escindidas del gel
de agarosa y purificadas utilizando el kit comercial Monarch® DNA Gel Extraction Kit (New
England BioLabs®). Este fue el método de purificacidon de eleccién en los casos en los
cuales la amplificacién tuvo como resultado mas de un producto de PCR, visualizados como
varias bandas en un gel de agarosa de tamanos distintos al esperado para el fragmento de
interés.

3.4.4 Visualizacion de ADN

Los ADN gendmicos, productos de PCR, de extracciones, productos de restriccidbn con
enzimas de restriccion y de fragmentos purificados fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% u 0,8%, dependiendo el tamafio del fragmento de
ADN a resolver. Las corridas se realizaron en buffer TAE 1X. El marcador de peso molecular

utilizado fue GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™) (Figura 10). Los
geles fueron tefidos con SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Scientific™), que permite la
visualizacién del ADN bajo luz ultravioleta.

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/7000 20 4

5000 75 15
4000 20 4
—3000 20 4
— 2000 20 4
—1500 80 16
—1000 25 5
—700 25 5
—500 75 15
—200 25 5
—300 25 5
—200 25 5

75 2 5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Figura 10. Marcador de peso molecular utilizado.



TAE 50X:

Tris Base 2M

Acido acético glacial 1M
EDTA 0,05 M pH 8,0

Se guarda stock a 50X y se diluye en agua miliRO para llevar a 1X, al momento de usarse.

Buffer de carga ADN (6X):
30% (v/v) glycerol

0,25% (w/v) azul de bromofenol
0,25% (w/v) xileno cianol

3.4.5 Cuantificacion de ADN

Todas las cuantificaciones se realizaron en el espectrofotdmetro NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer (Thermo Scientific™).

3.4.6 Clonado y subclonado
3.4.6.1 Vectores utilizados

-pJeti.2 blunt cloning (Thermo)

El vector pJET1.2/blunt (Figura 11) es un plasmido lineal que permite la ligacién de
fragmentos de ADN con extremos romos, como pueden ser los productos de PCR
generados por ADN polimerasas. Estos fragmentos se pueden ligar directamente al vector
en cuestion de minutos. Este vector fue utilizado para clonar y secuenciar las
construcciones PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AFy PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF. Para
la seleccion de transformantes contiene el gen de la enzima de restriccion letal (eco47IR)
que se interrumpe cuando se incorpora un inserto en el sitio multiple de clonado, de forma
que si el vector se circulariza pero sin incorporar un inserto, este gen se expresa, resultando
letal para E. coli. Esta seleccion positiva acelera drasticamente el proceso de seleccion de
colonias y elimina los costos adicionales necesarios para otros tipos de seleccién. Ademas,
para promover que las bacterias mantengan el plasmido, contiene el gen que codifica para
una beta lactamasa (bla) que les confiere a los transformantes resistencia a ampicilina

(ApR).
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Figura 11. Esquema del vector pJet1.2/blunt.

- pZero_blunt/pabaA
Este vector, generado previamente por el grupo, se utilizé para subclonar las construcciones

PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF y PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF, y transformar A.
nidulans. Este vector contiene el gen pabaA de A. nidulans en el sitio de policlonado del
vector pZero_blunt (Invitrogen) (Figura 12). Este gen complementa la mutacion pabaA1 de
la cepa receptora MVD17. Para la seleccion en bacterias contiene genes que le confiere
resistencia a kanamicina y neomicina.

M13 Reverse priming site M'|"'

201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACG CGTTAGAATA
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGATA AATCCACTGC GCAATCTTAT

Ndll Hlllldlll Kolnl Socll BrmHI Splol
CTCAAGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT
GAGTTCGATA CGTAGTTCGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

E?RI EeTRI P]dl EclaRV
GCTGGAATTC AGG pa baA CCTGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG TCC GGACTTAAGA CGTCTAT

Not | Xho | Nsi| Xbal Apal T7 promoter/priming site

1 | | .
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAGAGGG CCCAATTCGC CCTATAGTGA
AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC GGGTTAAGCG GGATATCACT

M13 Forward (-20) priming site

GTCGTATTAC AATTCACTGG CCGTCGTTTT ACAACGTCGT GACTGGGAAA ACCCTGGCGT 470
CAGCATAATG TTAAGTIGACC GGCAGCAAAA TGTTGCAGCA CTGACCCTTT TGGGACCGCA

pCR"-Blunt

3.5 kb

Figura 12. Esquema del vector pZero_blunt/pabaA. Se indican los sitios de corte de las enzimas Notl
y Xbal que fueron utilizados para subclonar las construcciones Fmini y Fmil.



3.4.6.2 Ligacion

Para el clonado de las construcciones PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF (Fmini) y
PgpdA1000-msGFP-ter_crgA_AF (Fmil), en el vector pJET1.2/blunt se utiliz6 el ClonJet
PCR Cloning kit, utilizando una relacion inserto plasmido 5:1, incubando el mix a 22 °C
durante 30 minutos. Se obtuvieron asi los vectores Pmini'y Pmil.

Reaccion de ligacion f mil Reaccion de ligacion f mini
5 pL buffer de reaccién 2x 5 pL buffer de reaccién 2x
85ng Fmil 70 ng Fmini

25 ng pJET1.2/blunt 25 ng pJET1.2/blunt

1 U T4 ADN ligasa 1 U T4 ADN ligasa

2,3 uL H20 mQ 3 uLH0 mQ

Para el subclonado de las construcciones en el vector pZero_blunt/pabaA, previamente se
digerieron las construcciones y vector con las enzimas Notl y Xbal (ver seccion 7.4), se
utilizé una relacion inserto vector 5:1, el mix se incubd durante toda la noche a 16 °C, y
finalmente se inactivé la ligasa incubando 10 minutos a 65 °C. Se utiliz6 la ligasa T4 (New
England BioLabs®).

3.4.6.3 Digestion de ADN plasmidico con enzimas de restriccion

Este paso se realizé6 para verificar la presencia del inserto en los plasmidos, previo a su
secuenciacion y transformacion en A. nidulans. Se realiz6 luego de la extraccion de acidos
nucleicos (ver seccidén 3.4.2.2). Las digestiones se realizaron utilizando 1 unidad enzimatica
por ug de ADN. Se incub6 durante 1 hora a 37°C en el caso de las enzimas Notl y Xbal
(FastDigest, Thermo) y se dejoé toda la noche a la misma temperatura para el caso de Xhol
(Invitrogen).

3.4.7 Secuenciacion

Para verificar que los transformantes de A. nidulans (se seleccioné 1 transformante al azar)
tienen efectivamente la construccion de interés, sin ninguna mutacion extra en la secuencia
codificante de ureA, se amplifico el locus de interés (ver seccién 3.4.1.2) utilizando los
primers PureAF y gfpRyv, se purificd el amplicdn (ver seccidn 3.4.3) y se envid a la empresa
Macrogen (Corea) para su secuenciacion.

3.4.7.1 Andlisis de las secuencias
Las secuencias recibidas fueron analizadas a través de la herramienta BLAST (https://

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), alineando las con la secuencia de la regidén
gendmica de A. nidulans de referencia.



3.5 Técnicas de estudio de proteinas
3.5.1 Extraccion de proteinas

Se crecieron las cepas en MC con 3% agatr, se colectaron las esporas en 7,5 mL de 0,01%
Tween® 80 (Sigma-Aldrich) y se inocularon en 200 mL de MM liquido con los suplementos
correspondientes. Se incubd durante la noche a 37 °C con agitacion a 140 rpm. El micelio
se filtr6 en blutex enjuagando con agua estéril. Luego de secar el micelio entre hojas de
papel, se lisaron las células, moliendo el micelio en presencia de nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo blanco. Se colectaron ~200-300 L de micelio molido en un eppendorf de
2 mL, y se resuspendieron en el buffer de precipitacion, vortexeando 10-20 segundos. Para
ayudar a la resuspension, se pipete6 unas 10 veces (minimo) con pipeta automética p1000.
Luego se incubd en hielo durante 10 minutos, y posteriormente se centrifugé otros 10
minutos a 4 °C a 13000 rpm. Se descart6 el sobrenadante, y el pellet se resuspendié en 1
mL EtOH 100% helado, prestando especial atencidén a la resuspensién: usando una pipeta
p1000, primero se rompieron los agregados de micelio con la punta del tip sellada por
quemado y posteriormente se resuspendid, pipeteando arriba y abajo varias veces con una
pipeta p200, hasta que no se observaron mas agregados de micelio. Se centrifugbé durante
5 minutos a 4 °C y 13000 rpm. Se removid el sobrenadante y se lavo el pellet 2 veces con 1
mL de acetona helada, buscando resuspender bien, repitiendo el procedimiento utilizado en
el lavado con EtOH 100% (estos pasos de resuspension son fundamentales para recuperar
la mayor cantidad de proteina posible). Se removi6 el sobrenadante y se secé el pellet al
aire a 60 °C durante 30-40 minutos o hasta que este se tornara de un color blancuzco y se
comenzaran a formar grietas. Luego, se disolvio el pellet en 400-500 pL de buffer de
extraccion. Nuevamente en este paso se debe prestar especial atencidbn en obtener una
resuspension homogénea, resuspendiendo unas cuantas veces con una pipeta automatica
p1000 vy luego otras tantas con una p200. Se incub6 durante 15 minutos en hielo y se
centrifugd otros 15 minutos a 4 °C y 13000 rpm. Por ultimo, se tomo el sobrenadante y se
traspas6 a un tubo Eppendorf nuevo.

Composiciéon de buffers:

Buffer de Precipitacion:
50 mM Tris-HCI pH 8,0.

50 mM NaCl
12.5% TCA

Buffer de Extraccion:

100 mM Tris-HCI pH 8.0

50 mM NaCl

1% SDS

1 mM EDTA

Inhibidores de proteasas SIGMA para hongos dilucién 1:500 (se agrega inmediatamente
antes de usar).



3.5.2 Cuantificacién de proteinas

A modo de evaluar la eficiencia de la extraccion de proteinas del paso anterior, se realizad
una cuantificacion utilizando el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo

Scientific™). Este se basa en la reduccién del Cu2+ a Cu'+ en presencia de polipéptidos
conteniendo 2 o mas enlaces peptidicos. EI compuesto BCA al reaccionar con el Cu'+,
causa que la solucién adopte un color violaceo, que es mas intenso de acuerdo a si hay una
mayor concentracién proteica, por lo que la deteccion se realiza por colorimetria. Esto
permite, por medio del uso de un espectrofotometro, medir la absorcion a 562 nm, la cual es
un indicador de la concentracion proteica. Se realizd una curva de calibraciébn con una
proteina estandar (BSA) de concentracion conocida. A partir de la ecuacion que surge de la
recta de dicha curva, se interpold la concentracidén de proteinas en la muestra problema.

Se realizaron diluciones 1:10 de los extractos proteicos en agua para hacer las medidas. El
blanco se realiz6 con agua. Se realiz6 la curva de calibracién con BSA (0, 0.025, 0.125,
0.250, 0.500, 0.750, 1, 1.5y 2 mg/mL).

Se cargaron 25 pL de cada cada muestra por triplicado en una placa de ELISA, y luego se
agregaron 200 L de working reagent. Se agit6 durante 30 segundos en agitador orbital y se
incubd a 37 °C durante 30 minutos, cubriendo la placa con aluminio. Por ultimo, se dejé que
la placa alcance temperatura ambiente y se realizaron las medidas de absorbancia a 562
nm.

3.5.3 SDS-PAGE

La calidad del extracto proteico fue verificada por medio de SDS-PAGE al 12 %. Se
sembraron 50 pg de proteina y el gel fue revelado utilizando azul de Coomassie.

Soluciones:

Gel de separacién:

Acrilamida/Bis-acrilamida 3,00 mL
4X Tris-Cl/SDS pH 8.8 1,875 mL
H-0 mQ 2,625 mL
Persulfato de Amonio 10% 25 pL
TEMED 5L

Gel de stacking:

Acrilamida/Bis-acrilamida 325 pL
4X Tris-Cl/SDS pH 6.8 625 pL
H20 mQ 1,525 mL
Persulfato de Amonio 10% 12,5 pL

TEMED 2,5 uL



3.5.4 Western Blot

SDS-PAGE

Se mezcld la alicuota de proteina con buffer de carga con SDS y se incub6 a 37 °C durante
15 minutos. Se cargaron 50 pg del extracto total. Se corri6 en un gel SDS-PAGE al 10%
hasta que el azul de bromofenol del buffer de carga llegue a la parte inferior del gel.

Transferencia

Al finalizar el SDS-PAGE, se midieron las dimensiones del gel, y se pasé a un recipiente
con buffer de transferencia (con SDS) frio . Se cortd una membrana del tamafio del gel y 12
hojas de papel Whatman un poco mas grandes que la membrana, agrupadas de a 6. Se
sumergié todo en buffer de transferencia (con SDS) frio. Se arm6 el dispositivo de
transferencia y se transfirié durante 1 hora a 120 V.

Revelado con anticuerpo anti-GFP

Se incubd la membrana con el anticuerpo anti-GFP generado en ratén (Roche) (1:2500 en
3% BSA en TBST). Se realizaron 6 lavados de 5 minutos con TBST. Luego se incubé la
membrana con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado a HRP (horseradish
peroxidase) diluido en solucién de bloqueo. Se realizaron 6 lavados de 5 minutos con TBST.
Se revel6 utilizando el kit de revelado por quimioluminiscencia (Invitrogen) en G-BOX.

Stripping

Se incubd la membrana con stripping buffer durante 30 minutos a 55-60 °C en horno de
hibridacion (con leve agitacion). Se realizaron 3 lavados de 5 minutos en TBST y se dejo la
membrana durante la noche en 50 mL de Solucién de Bloqueo a 4 °C.

Revelado con anticuerpo anti-tubulina
Se realizd de la misma forma que la incubacion con anti-GFP, pero con el anticuerpo anti-
tubulina generado en raton (DSHB) (1:1000 en solucién de bloqueo).

Soluciones:

SDS Loading buffer (4X) (buffer de carga):
250 mM Tris-HCI pH6,8

12% SDS

40 % glicerol

20 % B-mercaptoetanol (se le agrega a la alicuota)
0.02 % Azul de bromofenol

Buffer de transferencia (1 litro - dejar en heladera):
Tris Base 3.02 g

Glicina 14.42 ¢
H>0 mRo c.s.p. 200 mL

Agregar 200 mL de EtOH y completar con H2O mRo hasta 996,3 mL. Antes de usar, se
agrega 3,7 mL de SDS 10%.



Stripping Buffer:
62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 para 2,5 mL -1 M Tris-HCI pH 6,8 para 40 mL

2% SDS — 8 mL 10% - SDS para 40 mL
100 mM B-Mercaptoetanol (se agrega en el momento) — 280 pL para 40 mL.

TBST (Buffer de Lavado):

20 mM Tris-HCI pH 7.5 -20 mL 1 M Tris-HCIpH 7,5 para 1 L
150 mM NaCl —30 mL NaCL 5 M para 1 L

0,1% Tween 20 — 1 mL Tween 20 para 1 L.

Solucién de blogueo:
5% leche descremada en polvo disuelta en TBST



4. Resultados y discusion
4.1 Generacion de construcciones por Fusion-PCR

Para la generacion del mutante ureAA2-7 y de las construcciones
PgpdA_1000::msGFP2::ter_cgrA_AF (Fmil) y PgpdA_mini:msGFP2::ter_cgrA_AF (Fmini)
se ulilizé la técnica Fusion-PCR (ver 3.4.1.1). Los resultados de la primera ronda de
amplificacion realizada para generar las 3 construcciones, en la cual se amplificaron los
fragmentos que las componen: (f1 y f2 para la construccion ureAA2-7::gfp::pyrGAF (A2-7);
f3, f4 y f5 para las construcciones Fmil y Fmini, fueron analizados mediante electroforesis
en gel de agarosa 1% (Figura 13).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1% para el analisis de los productos de la primera ronda

de PCRs (3 ul de carga). Cada gel con su respectivo marcador de peso molecular (MPM
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 4 uL). La tabla indica el tamafo esperado para cada producto
de PCR.

Se lograron amplificar todos los fragmentos. En la amplificacion de f2 se observa una tenue
banda de mayor peso molecular que corresponderia a una amplificacion inespecifica. Para
el resto de los fragmentos, en todos los casos las bandas se corresponden con el tamafio
de amplicdn esperado. Para continuar con el siguiente paso de la técnica, los fragmentos
fueron purificados por gel (ver 3.4.3) para quitar los primers que podrian interferir en la
reaccion de fusion. Luego de la purificacion se realiz6 la segunda ronda de amplificacion
(ver 3.4.1.1). El resultado de las fusiones fue analizado por electroforesis en gel de agarosa
1% (Figura 14).



MPM FA2-7 MPM Fmini Fmil

Productos de PCR  Tamafio esperado (pb)

FA2-7 7198
Fmini 1671
Fmil 1991

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1% para el analisis de la fusiones: FA2-7 (fusion de los
fragmentos f1 y 2, utilizando los primer Ure5N y Ure3N), Fmini (fusion de los fragmentos 3, f4 y f5
utilizando los primers Notl PgpdA-F y Xbal-tercrgA-R), Fmil (fusion de los fragmentos 3, f4 y f5
utilizando los primers Notl PgpdA1000-F y Xbal-tercrgA-R). Se sembraron 3 L de cada fusion y 4 uL
de MPM GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder). La tabla indica el tamafio esperado para cada

producto de PCR.

Se obtuvieron amplicones del tamafo esperado para las 3 fusiones. Dada la ausencia de un
Unico producto de PCR, la purificacibn de las construcciones se realiz6 mediante
purificacién por gel. Una vez purificados los fragmentos se corrobord que la purificacion
habia sido exitosa mediante otra corrida electroforética en gel de agarosa 1% (Figura 15).

MPM FA2-7 Fmini Fmil MPM
Fusiones Concentracién ng/pL
FA2-7 88
10 k>
* h Fmini 7
! Fmil 49
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 1%, realizada para corroborar la purificacion de las

fusiones. Se sembraron 3 uL de cada purificacion y 4 uL de MPM (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA

Ladder). En la tabla se indica la concentracién de cada fusion.



4.2 Transformacion de la cepa MVD13A con la construcciéon A2-7

Una vez obtenida la fusion FA2-7, la misma se transformo en la cepa MVD13A (ver 3.2.1).
Durante la transformacion con la construccién A2-7, en el locus ureA se reemplazd el gen
riboB por ureAA2-7:.9fp::pyrGAF, y de esta forma, los transformantes ya no pueden crecer
en un medio sin riboflavina. Por otro lado, como la construcciébn FA2-7 contiene el gen
pyrGAF que complementa la mutacion pyrG89, de forma que los transformantes adquieren
la capacidad de crecer en medios sin uridina y uracilo. En consecuencia, los transformantes
fueron seleccionados en base a su capacidad de crecer en ausencia de uridina y uracilo. Se
eligieron cinco transformantes para ser purificados. Este paso es importante, ya que durante
la transformacion se remueve la pared celular para generar los protoplastos, que pueden
fusionarse generando transformantes heterocariontes. Para la purificacién se realizé una
suspensidn de esporas que se plaquea en medio selectivo (con riboflavina y piridoxina, pero
sin uridina y uracilo). Las colonias que crecen en estas condiciones a partir de esporas son
mutantes homocariontes. Entonces, el fenotipo observado es un reflejo del genotipo
determinado por el material genético de los nucleos que han incorporado la construccion
FA2-7 en el locus ureA. Previo a la secuenciacion del locus ureA, se verificd que los
transformantes tuvieran las auxotrofias esperadas, mediante ensayos de crecimiento en
placa. De los cinco transformantes purificados, se eligi6 uno al azar (denominado
transformante ureAA2-7) para secuenciar el locus ureA.

4.3 Secuenciacion del locus ureA del transformante ureAA2-7

Con el fin de corroborar que el transformante tuviera la mutacién de interés y ninguna otra
en el locus ureA, se realiz6 una extraccion de ADN gendmico, que fue utilizado como molde
para amplificar por PCR el locus ureA. El producto de PCR fue purificado por gel y enviado
a secuenciar a la empresa Macrogen. Se confirmé que el transformante porta la mutacion
de interés, y que el resto de su secuencia presenta 100% de homologia con el genoma de
referencia.

4.4 Analisis de crecimiento en placa transformante ureAA2-7

Una vez confirmado que el transformante lleva la mutacion de interés, se realizaron analisis
de crecimiento en placa, con el fin de observar el fenotipo asociado a la delecion de los AA
2 a 7 del transportador UreA. En este ensayo se evalué la capacidad del mutante ureAA2-7
de crecer con urea como unica fuente de nitrogeno asi como también su resistencia a
tiourea. De esta forma, es posible evaluar si la delecion de los AA 2 a 7 permite la sintesis y
funcionalidad normales de UreA, o si por el contrario lleva a un defecto de las mismas.
Como control, se utilizaron una cepa salvaje para ureA (ureA wt, MVD001) y una cepa con
el gen ureA deletado (dureA, MVD13A, cepa receptora de la transformacién), de esta forma,
fue posible comparar el fenotipo del mutante ureAA2-7 con respecto al funcionamiento
normal del transportador UreA, asi como también con respecto a su pérdida de funcién. Las
cepas se crecieron en MM sélido con los suplementos segun las necesidades de cada
cepa, en presencia de distintas concentraciones de urea y tiourea (Figura 16). Como la



tiourea no puede utilizarse como fuente de nitrdgeno, se agregdé nitrato como fuente de
nitrbgeno no represora.

NH4 5 mM
Urea 5 mM
Urea 2,5 mM

Urea 1,25 mM

NaNO; 10 mM + 2-TUS5 mM - m .
NaNO; 10 mM + 2-TU 1,25 mM - I gy I
NaNO; 10 mM + 2-TU 0,625 mM - -

Figura 16. Ensayos de crecimiento en placa a 37°C de la cepa transformante ureAA2-7, ureA wt
(MVD001) y AureA (MVD13A). Estas se cultivaron por 48 horas en amonio y sobre diferentes
concentraciones de urea y el analogo tdxico 2-tiourea (en este caso se utilizd6 10 mM nitrato de sodio,
NaNOs, como fuente de nitrégeno) con los suplementos correspondientes.

NaNO; 10 mM + 2-TU 2,5 mM

Mediante los ensayos de crecimiento en placa se observd que el mutante ureAA2-7 tiene un
fenotipo muy similar al de la cepa salvaje, tanto en su crecimiento en urea como en tiourea.
Esto indicaria que el transportador es funcional, y por lo tanto se expresa a nivel de la
membrana plasmatica, donde posibilita el crecimiento de la cepa con urea como Unica
fuente de nitrdbgeno a todas las concentraciones ensayadas. A su vez, realiza el transporte
hacia el interior celular de tiourea, que por ser toxica para A. nidulans, inhibe el crecimiento
de las cepas. Por el contrario, en el caso de la cepa AureA, se observd un crecimiento
residual con urea como Unica fuente de nitrébgeno, siendo éste mayor a las concentraciones
mas altas de urea. Este crecimiento es posible por la difusion pasiva de la fuente
nitrogenada a través de la membrana. La cepa AureA crecid6 en las distintas
concentraciones de tiourea ensayadas, indicando que tampoco hay transporte activo de
tiourea. Al igual que la urea, la tiourea difunde de forma pasiva a través de la membrana de
forma dependiente de la concentracion, y se observa a mayores concentraciones de tiourea
una leve disminucién del crecimiento de la cepa.



4.5 Analisis de niveles de sintesis proteica mediante Western blot del transformante
ureAA2-7

Para determinar si la delecion de los AA 2 a 7 de UreA tuvo efecto a nivel de la sintesis
proteica del transportador, se analizaron los niveles de UreAA2-7-GFP en extractos
proteicos del transformante mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo anti-GFP
(Figura 17). Se realiz6 una extraccion de proteinas totales de la cepa mutante y de la cepa
MVD10A (esta porta la fusién ureA::gfp salvaje) como control. Se cuantificaron las proteinas
mediante el método BCA, y se realizd un Western blot (ver 3.5.4).
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Figura 17. Revelado de Western blot a partir de extractos proteicos de las cepas MVD10A
(ureA::gfp), y mutante ureAA2-7 (ureA42-7:.gfp) con anticuerpo anti-GFP y anticuerpo anti-tubulina
como control de carga. Se sembré 100 pg de proteina.

Al revelar la membrana de Western blot con el anticuerpo anti-GFP, se visualizaron dos
bandas bien definidas, que se ubican a las alturas correspondientes a los pesos
aproximados de 70 kDa y 25 kDa. La banda que se sitla alrededor de los 70 kDa
corresponde a la fusion UreA-GFP (Sanguinetti et al., 2014, 2019), y se observa que la
misma no presenta diferencias en cuanto a su intensidad al comparar los carriles
correspondientes a la cepa control y la cepa ureAA2-7. Esto indicaria que la delecion de los
AA 2 a 7 del transportador no estaria interfiriendo con los niveles de sintesis del mismo. Es
importante tener presente que mediante este ensayo se mide el total de la proteina, sin
considerar su localizacién subcelular, por lo que la sefal no corresponde Unicamente al
transportador localizado en la membrana plasmatica. La ausencia de diferencias en la
cantidad de proteina sintetizada se corresponde con el fenotipo observado mediante
ensayos de crecimiento en placa, en los cuales el mutante ureAA2-7 demostrd un fenotipo
igual al salvaje. Por otro lado, la banda que se localiza en torno a los 25 kDa corresponde a
la GFP libre. La GFP es refractaria a la protedlisis (Chiang et al., 2001) y por este motivo, la
misma puede ser detectada aun cuando la proteina fusionada a ella sea degradada. La
degradaciéon de UreA-GFP es producto del recambio proteico normal de la célula, de forma
que diferencias en la intensidad de la banda situada alrededor de los 25 kDa indicarian


https://www.zotero.org/google-docs/?LjaxIE

diferencias a nivel de la degradacion de la proteina. Como se observa en la Figura 16 la
cepa control y ureAA2-7 no presentan diferencias en la cantidad de GFP libre, lo que
sugiere que la delecidén en el mutante no produce un aumento de la degradacion del
transportador.

4.6 Determinacion de la localizacién subcelular mediante microscopia de
epifluorescencia

Con el fin de evaluar el efecto de la delecién de los AA2 a 7 en la localizacién subcelular del
transportador, se analiz6 el mutante ureAA2-7 mediante microscopia de epifluorescencia
(Figura 18).

ureA wt ureAA2-7

x -§-

Figura 18. Imagenes de microscopia de epifluorescencia de las cepas ureAA2-7 'y ureA wt
(MVD10A). Con cabezas de flechas se marcan los septos, y con flechas las vacuolas. Todas las
imagenes fueron tomadas con el objetivo 100X. Como control de autofluorescencia se utilizo la cepa
MVDO0O01 (no mostrado). A la izquierda de cada imagen de fluorescencia se muestra la imagen de
campo claro correspondiente.

Tanto en la cepa salvaje como en el mutante ureAA2-7 se observa la senal en la membrana
plasmatica y septos (localizacidén caracteristica de los transportadores de membrana de A.
nidulans). Esto indicaria que la delecidbn del trecho 2 a 7 de AA hidrofobicos del
transportador no afecta el direccionamiento de UreA hacia la membrana plasmatica. Este
resultado concuerda con lo observado en el ensayo de crecimiento en placa, en el cual el
mutante ureAA2-7 no mostré diferencias de crecimiento en medios con distintas
concentraciones de urea como Unica fuente de nitrbgeno con respecto al wi, ni en su
sensibilidad a la 2-TU. La sefal de GFP también se observa en granulos citoplasmaticos,
que corresponderian a vesiculas de la via secretoria (que llevan al transportador desde el
RE hacia la membrana plasmatica), y a vacuolas, donde ocurre la degradacion proteica del
transportador, producto del recambio proteico natural de las células. La cepa salvaje y el
mutante ureAA2-7 no presentan diferencias notorias en cuanto al nivel de sefal localizada
en vacuolas, lo que indicaria que la mutacién no produce efectos a nivel de la degradacién
de UreA. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Western blot, donde ambas
cepas, salvaje y mutante, presentaron una sefal correspondiente a GFP libre muy similar.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede concluir que el trecho de AA
hidrofébicos 2-7 en la region N-terminal no serian necesarios para la correcta sintesis del
transportador UreA, y por lo tanto no parecerian formar parte de la SS de esta proteina



integral de membrana. El efecto claro que se esperaria observar al eliminar una SS, es un
defecto en la sintesis ya sea que la proteina no se lograra expresar, se lograra expresar en
menor medida, o bien se logre expresar pero no pueda alcanzar su localizacion celular
adecuada, y por lo tanto, no pueda cumplir su funcibn adecuadamente. Por otro lado, si
recordamos, una de las caracteristicas de las SS es la variacibn que éstas presentan,
atributo que se relaciona de forma inmediata con la capacidad de SRP de reconocer y unir a
la variedad de SS existentes. En este sentido, es razonable pensar que si la region deletada
formara parte de la SS, tras su ausencia, SRP podria reconocer, y guiar el direccionamiento
a la membrana del RE a través del siguiente trecho de AA hidrofébicos, que en el caso de
UreA corresponde al primer segmento transmembrana. En linea con este razonamiento, un
trabajo llegbé a mostrar que el 20% de secuencias hidrofobicas generadas en forma aleatoria
fueron capaces de reemplazar la secuencia de secrecidén de la invertasa en S. cerevisiae
(Kaiser et al., 1987) entonces, resulta también probable que el primer TMD podria en este
caso actuar como sefial (Hegde & Keenan, 2021). Con esto en mente, con los resultados
obtenidos en este trabajo, no es posible aseverar que el trecho de AA 2 a 7 constituya la
unica SS funcional de UreA.

Teniendo en cuenta las dificultades a la hora de identificar una SS dada la enorme variedad
de SS que pueden existir, el otro objetivo de este trabajo consistié en la validacién del uso
de la proteina msGFP2 como reportera para la identificacidbn de posibles SS (mediante su
capacidad de dirigir a msGFP2 al RE, al fusionarse estas SS al N-terminal de esta proteina
reportera. A continuacion, se describen las etapas realizadas y los resultados respecto a
este objetivo.

4.7 Clonado de Fmini y Fmil en el vector pJET

A diferencia de la construccién FA2-7, que fue transformada en A. nidulans como producto
de PCR purificado, Fmini y Fmil (ver seccion 4.1) se transformaran como parte de un
plasmido que porta el marcador de seleccion pabaA. Para esto, Fmini y Fmil inicialmente
fueron clonados en el vector comercial pJET. Se realiz6 la ligacidn de los fragmentos al
vector segun las instrucciones del fabricante y posteriormente se transformaron células
E.coli DH5a por shock térmico (ver 3.3.1). Para la seleccion de transformantes, pJET tiene
un gen letal interrumpido por el sitio de clonado, de forma que solo creceran las bacterias
que hayan incorporado plasmidos con el inserto. Ademas, pJET confiere a las células
resistencia a ampicilina, por lo que la seleccién de transformantes se realizd en placas LB
con este antibiético. Se seleccionaron 4 colonias resistentes a ampicilina para cada ligacion,
y se realizaron minipreparaciones para extraer el ADN plasmidico (Figura 19).
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1%, de minipreparaciones de ADN plasmidico a partir de
colonias obtenidas de la transformacion con las distintas ligaciones. En la parte superior, los carriles
A-D corresponden a los plasmidos en los que fue clonada la construccion Fmini (Pmini), en la parte
inferior, los carriles 1-4 corresponden a los plasmidos en los que fue clonada la construccion Fmil
(Pmil). Se utiliz6 como control negativo el vector KS de 3 kb (peso molecular similar al vector pJET
sin inserto).

Como se observa en la Figura 19, al comparar la migracién los plasmidos extraidos con la
migracion del plasmido control (que posee un tamafio similar al pJET sin inserto) se observa
que todas presentan un retardo en la migracion, lo que sugiere que han incorporado las
construcciones. Para todos los carriles, salvo el 3 de la parte inferior, se observan las 3
formas caracteristicas de los plasmidos, circular relajado, lineal, y superenrollado como
forma mayoritaria. Ademas, se observa una banda de menor peso molecular, indicada con
un asterisco en la Figura 19 que podria corresponder a ADN circular simple hebra, que se
observo también en las digestiones con enzimas de restriccion (ver Figura 20), y también
luego de tratar los plasmidos con RNAsa. Para descartar que la presencia de dicha banda
de menor peso molecular se deba a algun problema de la minipreparaciéon “casera”, la
extraccion de ADN plasmidico se repitid utilizando un kit comercial, obteniéndose los
mismos resultados.

Para verificar que los plasmidos tienen los insertos de interés se seleccionaron 2 plasmidos
de cada construccion para ser analizados por enzimas de restriccibn (Figura 20).
Conociendo la secuencia del vector pJET y la de las construcciones Fmini y Fmil es posible
predecir el patron de bandas esperado en las digestiones para las construcciones que
incorporaron el inserto. El clonado en pJET no es direccional, por lo tanto, el patron de
digestion dependera del sentido en el que los plasmidos hayan incorporado el inserto
(Figura 20).



Vectores con inserto Patrén de bandas esperado (pb)

B 1600 + ~3000
150 + ~4450

2 1900 + ~3000
150 + ~4750

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Se muestran los resultados de la digestion (d2 y dB)
con la enzima de restriccion Xhol de los plasmidos 2 y B. En la tabla se muestran el patrén de
bandas esperado (segun el sentido en que se hayan insertado las construcciones) para los vectores
que han incorporado el inserto al ser digeridos con Xhol.

El resultado de la digestion con Xhol indica que ambos plasmidos tienen las construcciones.
En el caso del plasmido 2 se observan las bandas esperadas de 1900 y 3000 pb, y en el
caso del plasmido B 1600 y 3000 pb. También se analizaron por restriccion los plasmidos 1
y A, y se observé que los mismos incorporaron los insertos, pero en ambos casos orientado
en el sentido opuesto respecto a los plasmidos 2 y B respectivamente. En este caso, el
patron de digestion no resultd tan evidente, dado que se esperaba una banda muy
pequena, de aproximadamente 150 pb vy por lo tanto dificil de visualizar en un gel de
agarosa 1% (datos no mostrado). Para corroborar que los insertos pueden ser liberados,
utilizando las enzimas Notl y Xbal (las cuales seran utilizadas para el posterior subclonado
en el vector pZero_blunt/pabaA, ver mas adelante) se realiz6 la digestibn con estés
enzimas. El resultado de la digestion se muestra en la Figura 21, donde se ve que en
ambos casos se liberan insertos, cuyos tamarfios se corresponden con el tamafo esperado.



MPM 2 d2 B dB

Vectores con inserto Patron de bandas esperado (pb)
B 1671 + 3000
2 1991 + ~3000

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Se muestran los resultados de la digestion (d2 y dB)
de los plasmidos 2 y B con las enzimas de restriccion Notl y Xbal. A la derecha en la tabla se
muestran los tamafios de banda esperados para la digestion con Notl y Xbal.

Finalmente, los plasmidos 2 y B se enviaron a secuenciar para verificar que las
construcciones no tuvieran mutaciones.

4.8 Subclonado de Fmini y Fmil en el vector pZero_blunt/pabaA

Una vez verificado que las construcciones no presentaban mutaciones en su secuencia, las
mismas fueron subclonadas en el plasmido Zero_blunt/pabaA, dando lugar los plasmidos
Pmil/pabaA y Pmini/pabaA. Este plasmido, porta el marcador de seleccion pabaA, que
complementara la auxotrofia por el acido p-aminobenzoico de la cepa receptora de A.
nidulans (MVD 17), permitiendo la seleccion de los transformantes. Con este fin, se repitid
la digestion de los plasmidos 2 y B con las enzimas de restriccion Notl y Xbal, para obtener
una buena cantidad de ambos insertos y continuar con el subclonado. Las construcciones a
subclonar en pZero_blunt/pabaA fueron purificadas por gel, y ligadas en el vector
pZero_blunt/pabaA digerido con las mismas enzimas. Los productos de ligacion fueron
transformados en células competentes de E.coli DH5a. Se seleccionaron 10 colonias
resistentes a kanamicina (el plasmido Zero_blunt/pabaA porta un gen de resistencia a este
antibidtico) de cada construccion y se analiz6 mediante PCR en colonia si las mismas
tenian las construcciones de interés (Figura 22). Los primers fueron seleccionados
complementarios a regiones comprendidas en el inserto, que abarcan unos 820 pb de la
secuencia codificante de msGFP2, presente en aquellas colonias que incorporaron el
plasmido con las construcciones.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando los resultados de la reaccion de PCR en
colonia utilizando como molde las colonias transformadas con Pmil/pabaA y en la inferior con Pmini/
pabaA. Como control positivo (c+) para la PCR se utilizo como molde el plasmido pQEGONA-
msGFP2 (Valbuena et al., 2020) que porta la secuencia codificante para msGFP2, y como control
negativo (c-) se realiz6 la PCR sin ADN.

Todas las colonias analizadas parecen presentar las construcciones, por lo tanto, se decidié
continuar trabajando con dos de cada una. Las mismas se cultivaron y se realizd la
extraccion de ADN plasmidico. Previo a la transformacion de A. nidulans, los plasmidos
fueron analizados por restriccion con la enzima Xhol para verificar la presencia de la
construcciéon y del marcador pabaA (Figura 23).


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=GKfUO8

1 d1 d2 MPMa da db

Vectores con inserto Patrén de bandas esperado (pb)
B 727 + 2728 + 5727
2 727 + 3075 + 5727

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 1% con los resultados de la digestién de los plasmidos
pZero_blunt/pabaA ligados a las construcciones Fmil (1 y 2) y Fimi (a y b). d1, d2, da y db
corresponden a las digestiones de los mismos con la enzima de restriccion Xhol. A la derecha en la
tabla se muestran los tamafios de banda esperados para la digestion con Xhol.

4.9 Transformacioén de A. nidulans con los plasmidos Pmil/pabaA y Pmini/pabaA

Los plasmidos Pmil/pabaA y Pmini/pabaA fueron transformados en la cepa MVD17,
obteniéndose los transformantes Tmil y Tmini respectivamente. Dado que los plasmidos
tienen el gen pabaA y la cepa MVD17 porta la mutacidbn pabaA1, los transformantes
adquieren la capacidad de crecer sin paba en el medio, y segun esta caracteristica se
realiz6 su seleccion. Una vez seleccionados, los transformantes fueron purificados, y se
verificaron sus auxotrofias asi como también los de las cepas receptora y control (ver
Materiales y Métodos). El crecimiento normal de los transformantes indica que la expresion
de msGFP2 tanto bajo la expresion de la version mini del promotor PgpdA como de la
version completa, no resulta deletérea para el organismo (Figura 24).

Figura 24. Ensayo de crecimiento en placa de las cepas transformantes Tmini y Tmil. Como control
se utilizo la cepa receptora MVD17. El cultivo se realizd a 37 °C durante 48 horas en MM con amonio
como fuente de nitrégeno y los suplementos correspondientes.



4.10 Determinacion de la expresion de msGFP2 mediante microscopia de
epifluorescencia

Con el fin de evaluar la expresion de msGFP2 de los transformantes Tmini y Tmil, los
mismos fueron analizados mediante microscopia de epifluorescencia (Figura 25) (ver 3.2.3).

Tmini

Tmil

Figura 25. Imagenes de microscopia de epifluorescencia de los transformantes Tmini y Tmil. Todas
las imagenes fueron tomadas con el objetivo 100X. Como control de autofluorescencia se utilizo la

cepa MVDO0O01 (datos no mostrados). A la izquierda de cada imagen de fluorescencia se muestra la
imagen de campo claro respectiva.

Las imagenes de microscopia de epifluorescencia de los transformantes Tmini y Tmil
(Figura 25) muestran que ambos transformantes expresan msGFP2 en el citoplasma. Tanto
bajo el control de la versibn completa del promotor, que permite una alta expresion
constitutiva, como de la version mini, que permite una expresion constitutiva menor, se
detecta una sefnal fuerte de msGFP2. El nivel de expresién de msGFP2 obtenida a través
del promotor PgpdA_mini parece ser suficiente para experimentos futuros que permitan
profundizar en la determinacion de posibles SS como la planteada en este trabajo en el
caso UreA. Con este nivel de expresion, es posible realizar el seguimiento de la proteina
reportera, sin necesidad de recurrir a expresion muy alta. La clara localizacion
citoplasmatica de la proteina reportera, permitira, a futuro verificar la capacidad de posibles
SS al ser fusionadas a su extremo N-terminal, de localizar la sefal en el RE.



5. Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo, utilizando la estrategia de mutagénesis dirigida por Fusion-PCR se
logré generar la construccidn ureAA2-7::gfp:.pyrGAF, que al ser transformada en A.
nidulans dio lugar a la cepa mutante ureAA2-7. A través de ensayos de Southern Blot
realizados por la Lic. Ania Gémez, se determind que la cepa ureAA2-7 se trata de un
transformante monocopia. Mediante el analisis de la cepa generada, se determind que la
deleciéon del trecho de AA 2-7 del N-terminal de UreA no tiene efectos en los niveles de
sintesis del transportador, asi como tampoco afecta el transporte del sustrato, siendo el
mutante ureAA2-7 capaz de crecer en medios con urea como Unica fuente de nitrégeno. En
concordancia con esto, tampoco se observaron cambios en la localizacién subcelular del
transportador en el mutante ureAA2-7, que mantiene su localizacion caracteristica en
membrana plasmatica, septos, vesiculas y vacuolas.

Por otro lado, se lograron generar las construcciones PgpdA_mini-msGFP2-ter_crgA_AF
(Fmini) y PgpdA_1000-msGFP2-ter_crgA_AF (Fmil) mediante Fusion-PCR, y clonarlas en el
plasmido pZero_blunt/pabaA. Asimismo, se logré determinar que la expresion de msGFP2
no resulta deletérea para A. nidulans tanto bajo el control del promotor PgpdA_1000 como
bajo el control de la versidbn PgpdA_mini, y observar la expresién de la proteina reportera
msGFP2 a nivel del citoplasma en los transformantes de ambos plasmidos, determinando
que la expresion de msGFP2 bajo control del promotor PgpdA_mini es suficiente para
futuros experimentos. Esta herramienta sera (til a la hora de profundizar en la
determinacion de la SS, ya que podra fusionar posibles SS hacia el N-terminal de msGFP2,
y de esta forma, seria posible determinar su capacidad de direccionamiento al RE. Mediante
los ensayos realizados en este trabajo, no es posible descartar que los aminoacidos 2 a 7
del UreA sean capaces de dirigir péptidos nacientes hacia la membrana del RE, por lo que
resultaria interesante realizar la fusién del N-terminal de UreA a msGFP2 para evaluar su
capacidad de actuar como SS en futuros experimentos. La fusién del primer trecho
hidrofébico de UreA hacia el N-terminal de la proteina reportera, asi como del primer TMD
de UreA, permitiria la evaluaciéon de la capacidad de actuar como sefal de ambos péptidos
de forma independiente. Esto permitiria responder las preguntas que quedan pendientes a
partir de los resultados de este trabajo: el primer trecho hidrofébico de UreA, ¢tiene un rol
como SS? En caso de que lo tenga, ante su ausencia, ¢es SRP capaz de reconocer al
primer TMD manteniendo asi la correcta expresion y funcionalidad del transportador en el
mutante ureAA2-7? O por el contrario, ¢es el rol de SS realizado exclusivamente por el
primer TMD de UreA?
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7. Anexo
7.1 Secuencia de la fusion ureAA2-7::gfp::pyrGAF

Referencias:

5’y 3 UTR ureA

ureA

delecién 2-7 ( se indica en la secuencia que fue removida)
gfp

pyrGAf

AGTAGTCTCGCCAATCTTGTCTCAGTGTGCTTTGCCCGCAAATCTCGTTCTAGACTGGTATCTTGC
CTCGCTACCGGCGGGAATACGAAGTATAGGTAAGGGTCTGCATGGTTCACCTCAACAGCCGCCTA
TCGACTTAATCCCGTCATGGATGTCAAGGAAACGCTTGGATTGGGGCTGGATTGTAATTAGAAATA
TATGCCTTGAATCTCATTCGACACTAGTTAACTCACGAAACCTGGAGCAGTCGAAGATAGTATCAC
ACCCCACGCTCCAAGCCTCTGGGGTCAGCTTGTCCTGGGTCCATGTGGTCGATGCACCGATGAC
AAGGGAGATCAGATAAGGAATCCAGATCTCGAAGCCACGGGCAAACGCGGTATTCGCTACCCGG
GTCCTGGTTTGTGGGAATGTTAACGATCTGTAGCCTCTAGTAATCATTCAAGTAACCTGTGGGCTC
TTCGCGTATGGCATATTCGGCGTATTCTATGGGCTCTTGAGTCCTGGGCCTTTGAGGTATATCCTC
TCTAACTGCCCGCAGAACTGGCGAAAACTCATTGCAAGAACTTTTTGTCACCATTGTATGCTTACC
TGGGCACTGTGGGCAGGCCTTCTTGGGAGTCCAACCCTCCTACGGTCTACTTGGGATTAGGACG
ATATTCCTCCCTACTTCGTAGACTAACTCCCAGTGGAAGCATTTGGGGGGAGAGGTTCGATGTGT
GGATTATAATACTCTTGGGCGAAGAGACTGTTGCTATTGGTCTAGCAGAAAGACAGGACGAGTTC
CAAAACGGCTTGAGGTTGATAAGTGCTGAATATATTCCCTGTGCCAGAGGAGCCGTAGTAACCCT
GATAGGCATTTCCAGGGAGACAGCTGCACGTAGTCGGACAGTTCGGAGCTCTGGACATGTGGGG
GAGCACAGAATCGAAAAGATTAGTGGGAGTATCGAGTAAAACGTTATCTGCAGTCAAGTTATCAGT
TCTCGAGAATGACCATGGCCCTTCTCTTCAATGCGTGCTTCGGCCATGGCCGGCCCGTCCCCAG
TTCAACTGTCGGGCCCGCTTATCAGCTGGCTTTCCCGTCCAATGGGATCACGTCAAGCTTTCCTG
ATAAGCCTACAATTTTCCAATGGGATGATTTGCTTCTTCATCCACCACGATAACGAAACATCCTGCC
CAGTAAGGTTAACTCGCTGCTCCAGGCCATTCTTTTCAGAGACCCTGAGTACGAAGTGAAGGAAT
GATGGAGAAACCAAGAGCTATGCCAAGCTCAATCCTTTATTACGAAACATGGTCGTCCTTATCATG
CCTTCCACGAGCTGGGACAGCTCTCCTTGTATCAGCCTCGTTCTTATTTATCATTGCATCGCCAATA
ATTACTTGTCTATCGCGAGCTTCATCGATACTGCTTGAAGGTTGACGCAGCGGGATCGGAGATTTA
AGTCCTTATATCAGCCCGTCAGTCCCTGCTCTGAGTTGTCGCCATCACAACCTTAAAGATCTGGAA
ACTGCAGACACCAGACTGCCTGAAATTGTACTACGAAGTAGAGCAGTTGTTTTCTGTTGAGGTTG
CTAGTTCTCCACTGGTTCTTCGGTTATCCAAAATGGTTGCGGTTATAGCTGCCCCCGATGAAGCCG
GGGTAGAGACCGTTACGTTCACTGCTCCCCTCACCCAAGGGTTTGGGTACGGGATCATCATCGG
GCTCGGGTTCGCCTTTGCCCTGGTCATGATCTTCATCACCTGGTCCCTAAAGAGGTAAGTTTTGT
CAGACATTGGTTTCGAGCAGGACTAACGGTCTAGGTATCAACATGAGATTATCACGTCTGAGATGT
TCTCCACAGCTGGACGGAGTGTCAAGTCTGGCCTGGTGGCCTCTGCTGTCGTGAGCAGTTGGA
CCTGGGCAGCTACTCTGCTGCAATCTTCGGCCGTGGCCTACCAGTACGGCACCTCGGGGCCGTT
CTTCTATGCATCGGGTTGGTCTTCACCCCGGTATGACACGAAGGATATACTGACAGTTTGCAGGC
GCCACCGTTCAGATCATCTTGTTTGCAACGCTCGCCATTGAACTCAAGAGACGCGCGCCTAACGC
ACACACATTCCTGGAAGCCATCCGTGCCCGTTACGGTACCGTCGTACATCTCGTCTTCATCGTTTT
CTGCCTGATGACCAACATCCTCGTTACGGCCATGCTGCTCACTGGCGGCGCAGCGGTGCTCAAC
TCTATGACTGGCGTCCCAGTTGTTGCAGCCTGCTTCCTCCTCCCAATCGGTGTGGTTCTGTACAC
CCTTTTCGGAGGCATTAAAGCAACATTCATCACCGACTATATGCACACTGTTGTCATTGTCGTGATC
ATCTTCATCTTCGCTTTCTCTGCCTACGCCAGCAACGACCGTCTTGGCTCCCCCGGCAAAGTCTA
TGACCTCCTCGTCCAAGCTGCTCTGCGCAATCCGGTTTCAGGGAACGCTGAAGGTAGCTACCTC



ACCATGCGCTCCAAAGATGGCGGTATCTTCTGGGTCATCAACCTCGTCGGTAACTTCGGCACTGT
CTTCCTGGACAACGGCTACTACAACAAGGCCATCGCCGCGCACCCAGTCCACGCTTTCCCTGGA
TATGTCATCGGCGGTCTCTGCTGGTTCGCTATTCCCTGGCTCTGCGCGACAACGATGGGTCTCTC
TGCACTTGCGCTAGAGGGAACGCGCCGCATTGCCTCCGTTGACGTAACAGCCGGCCTCGTCCTT
CCCTTTGCATCTGTCGAACTCCTCGGATATAGTGGCGCAGTATGCACAACCCTTATGATCTTTATG
GCCGTGACCTCTGCCTTCTCGGCCCAGCTCATCGCCGTGTCCTCGATCCTCACCTACGATATCTA
CCAAGCCTACATCAACCCTGCCGCAAAGGGCAAACGCCTCGTCTGGGTCTCGCACCTCTCCTGC
GTAGTCTTCGCAATCGCGATGGCTGCCTTTGCGACAGGTCTTCACTACGCTGGTATCGGTATGGG
CTATCTCTACCTTCTCATGGGCGTCATCATCTCCTCAGCCGTGTTCCCGGGCGCCATGACCCTCG
TCTGGAAGGGGCAGAACTGGATCGCGGCAGCCGCCTCTCCAGTTTTGGGCCTCGCAATGTCCCT
GGTTGCGTGGCTTGTTACAACAAAGACAGAGTATGGCGTCTTCACCGTCGAAACCACAGGAGCA
AACTACCCCATGCTAGCGGGCAACGTCGCCGCCCTTCTCAGCCCTGTCGTCTTCTCGCCAGTCT
TGACATACCTCTTCGGCCCTCAGAATTACGACTACGAATCCATGCGCGCCATCCGCAAAGTCGAT
GACTCGGATGTCGCCGCGGCGGCGCACGTCGACCTCGAGCTCATTCCCGGCGCTTCCAATACAA
ACTCGTCCCCTTCACAGCAACAGCAAGAGGAAGAGGAAATAAGAAAACTCAACAAAGCCGCATTT
ATTTCCCGCTGTCTCACAGTTGGCATGGTAATTTGTTTCTTGATCCTCTGGCCTATACCCATGTATG
GCAGCGGGTACGTCTTCAGCAAGAAGTTCTTCACAGGCTGGGTTGTTGTGGGCATCATCTGGCT
CTTTGGGACTGCGTTCGGGGTGATTCTATTCCCGCTCTGGGAGGGTAGGAGCAGTATCAAAAGG
GTTGGTAAGCTTATGCTGCTCGATGCGATGGGAAGGCAGTGGAAAAGCAGTGCTCTGGTAGGCC
AGGGAGACGAAGAGAGTGAAGAGTCTGGGTCTGGTGCTGTTACACCGAGCGAGAAGATTGTTGC
AAAAGGAGCTGGTGCAGGCGCTGGAGCCGGTGCCAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACT
GGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCA
GTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAGTTTATTTGCACTA
CTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCACCTATGGTGTTCAAT
GCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCT
GAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAAGACGACGGGAACTACAAGACAC
GTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAAT
CGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCC
ACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACC
CGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCC
AATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCT
TTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTG
CTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATAAACCGGTCGCCTCAAACAATGCT
CTTCACCCTCTTCGCGGGTCTGAAATACCCTCACCTGGCAACAGCAATTGGCGCTTCAT
GGCTGTTTTTCCGATCTCTCTACTTGTACGGCTATGTGTACTCGGGTAAGCCACAAGGCA
AGGGCAGATTGCTGGGAGGTTTCTTCTGGTTTTCTCAAGGCGCTCTGTGGGCTCTGAG
TGTGTTTGGTGTTGCCAAAGACATGATCTCTTACTGAGAGTTATTCTGTGTCTGACGAAA
TATGTTGTGTATATATATATATGTACGTTAAAAGTTCCGTGGAGTTACCAGTGATTGACCAA
TGTTTTATCTTCTACAGTTCTGCCTGTCTACCCCATTCTAGCTGTACCTGACTACAGAATA
GTTTAATTGTGGTTGACCCCACAGTCGGAGGCGGAGGAATACAGCACCGATGTGGCCT
GTCTCCATCCAGATTGGCACGCAATTTTTACACGCGGAAAAGATCGAGATAGAGTACGA
CTTTAAATTTAGTCCCCGGCGGCTTCTATTTTAGAATATTTGAGATTTGATTCTCAAGCAAT
TGATTTGGTTGGGTCACCCTCAATTGGATAATATACCTCATTGCTCGGCTACTTCAACTCA
TCAATCACCGTCATACCCCGCATATAACCCTCCATTCCCACGATGTCGTCCAAGTCGCAA
TTGACTTACGGTGCTCGAGCCAGCAAGCACCCCAATCCTCTGGCAAAGAGACTTTTTGA
GATTGCCGAAGCAAAGAAGACAAACGTTACCGTCTCTGCTGATGTGACGACAACCCGA
GAACTCCTGGACCTCGCTGACCGTACGGAAGCTGTTGGATCCAATACATATGCCGTCTA
GCAATGGACTAATCAACTTTTGATGATACAGGTCTCGGTCCCTACATCGCCGTCATCAAG



ACACACATCGACATCCTCACCGATTTCAGCGTCGACACTATCAATGGCCTGAATGTGCTG
GCTCAAAAGCACAACTTTTTGATCTTCGAGGACCGCAAATTCATCGACATCGGCAATACC
GTCCAGAAGCAATACCACGGCGGTGCTCTGAGGATCTCCGAATGGGCCCACATTATCAA
CTGCAGCGTTCTCCCTGGCGAGGGCATCGTCGAGGCTCTGGCCCAGACCGCATCTGC
GCAAGACTTCCCCTATGGTCCTGAGAGAGGACTGTTGGTCCTGGCAGAGATGACCTCC
AAAGGATCGCTGGCTACGGGCGAGTATACCAAGGCATCGGTTGACTACGCTCGCAAATA
CAAGAACTTCGTTATGGGTTTCGTGTCGACGCGGGCCCTGACGGAAGTGCAGTCGGAT
GTGTCTTCAGCCTCGGAGGATGAAGATTTCGTGGTCTTCACGACGGGTGTGAACCTCT
CTTCCAAAGGAGATAAGCTTGGACAGCAATACCAGACTCCTGCATCGGCTATTGGACGC
GGTGCCGACTTTATCATCGCCGGTCGAGGCATCTACGCTGCTCCCGACCCGGTTGAAG
CTGCACAGCGGTACCAGAAAGAAGGCTGGGAAGCTTATATGGCCAGAGTATGCGGCAA
GTCATGATTTCCTCTTGGAGCAAAAGTGTAGTGCCAGTACGAGTGTTGTGGAGGAAGGC
TGCATACATTGTGCCTGTCATTAAACGATGAGCTCGTCCGTATTGGCCCCTGTAATGCCA
TGTTTTCCGCCCCCAATCGTCAAGGTTTTCCCTTTGTTAGATTCCTACCAGTCATCTAGC
AAGTGAGGTAAGCTTTGCCAGAAACGCCAAGGCTTTATCTATGTAGTCGATAAGCAAAGT
GGACTGATAGCTTAATATGGAAGGTCCCTCAGGGACAAGTCGACCTGTGCAGAAGAGAT
AACAGCTTGGCATCACGCATCAGTGCCTCCTCTCAGAC

7.2 Secuencia de la fusion PgpdA1000-msGFP2-ter crgA_AF

Referencias:

PgpdA_1000 La versién completa del promotor abarca toda la secuencia con fondo celeste.
En negrita se indica el sitio de corte de Notl agregado para el clonado.

PgpdA _mini_ La version mini del promotor abarca la secuencia subrayada.

Secuencia codificante para msGFP2

Terminador cgrA_AF. En negrita se indica el sitio de corte de Xbal agregado para el
clonado.



GCGGCCGCTCGGAGAATATGGAGCTTCATCGAATCACCGGCAGTAAGCGAAGGAGAAT
GTGAAGCCAGGGGTGTATAGCCGTCGGCGAAATAGCATGCCATTAACCTAGGTACAGAA
GTCCAATTGCTTCCGATCTGGTAAAAGATTCACGAGATAGTACCTTCTCCGAAGTAGGTA
GAGCGAGTACCCGGCGCGTAAGCTCCCTAATTGGCCCATCCGGCATCTGTAGGGCGTC
CAAATATCGTGCCTCTCCTGCTTTGCCCGGTGTATGAAACCGGAAAGGCCGCTCAGGAG
CTGGCCAGCGGCGCAGACCGGGAACACAAGCTGGCAGTCGACCCATCCGGTGCTCTG
CACTCGACCTGCTGAGGTCCCTCAGTCCCTGGTAGGCAGCTTTGCCCCGTCTGTCCGC
CCGGTGTGTCGGCGGGGTTGACAAGGTCGTTGCGTCAGTCCAACATTTGTTGCCATATT
TTCCTGCTCTCCCCACCAGCTGCTCTTTTCTTTTCTCTTTCTTTTCCCATCTTCAGTATATT
CATCTTCCCATCCAAGAACCTTTATTTCCCCTAAGTAAGTACTTTGCTACATCCATACTCCA
TCCTTCCCATCCCTTATTCCTTTGAACCTTTCAGTTCGAGCTTTCCCACTTCATCGCAGC
TTGACTAACAGCTACCCCGCTTGAGCAGACATCACATGGATAGCACTGAGAGCCTGTTC
ACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTC
AGCGTGCGCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCAACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTC
ATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCT
ACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAA
GTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCACCTTCAAGGACGACGG
CACCTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCAT
CGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGA
GTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCA
AGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACGTGGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACC
ACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTA
CCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTC
CTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTGGAGGCAGTGGCGGTTCTTAAACA
GCAGAAGAATCTCTCTCCGCTGTTGCTTCAGTGTCTGCCATGCATTAACTTCATCCTACT
GTCCTACCCGCAGTACCCATTCACATTTGCGGCAGATACCAGGTTGTTTTCTATTCCCTC
GGTTCTTCAGTTCTTCAGATATTACATTACTCGAGAAATTGGCGGCGATGCAGGAGTTTG
GTTGGTTTTAATTGTTTCAGTCTCCTTGACCTGATTTGTATGACATGCAATGTTTCGACGG
AAGACTATCTCGGTGAATATACGTCATGAATCATTCTAGA

7.3 Secuencia de la fusion PgpdAmini-msGFP2-ter_crgA_AF

Referencias:

PgpdA_mini_La versién mini del promotor abarca la secuencia subrayada. En negrita se
indica el sitio de corte de Notl agregado para el clonado, y 3 bases hacia el 5’ agregadas
para aumentar la eficiencia de corte de la enzima.

Secuencia codificante para msGFP2

Terminador cgrA_AF. En negrita se indica el sitio de corte de Xbal agregado para el
clonado.

GCGGCCGCCCCATCTTCAGTATATTCATCTTCCCATCCAAGAACCTTTATTTCCCCTAAGT
AAGTACTTTGCTACATCCATACTCCATCCTTCCCATCCCTTATTCCTTTGAACCTTTCAGTT
CGAGCTTTCCCACTTCATCGCAGCTTGACTAACAGCTACCCCGCTTGAGCAGACATCAC

ATGGATAGCACTGAGAGCCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACG




GCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGCGCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCA
ACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGC
CCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCA
CATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGC
ACCATCACCTTCAAGGACGACGGCACCTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGG
GCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCA
ACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCACCGCC
GACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATCCGCCACAACGTGGAGGACG
GCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCG
TGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCAAGCTGAGCAAAGACCCCAA
CGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTGG
AGGCAGTGGCGGTTCTTAAACAGCAGAAGAATCTCTCTCCGCTGTTGCTTCAGTGTCTG
CCATGCATTAACTTCATCCTACTGTCCTACCCGCAGTACCCATTCACATTTGCGGCAGATA
CCAGGTTGTTTTCTATTCCCTCGGTTCTTCAGTTCTTCAGATATTACATTACTCGAGAAATT
GGCGGCGATGCAGGAGTTTGGTTGGTTTTAATTGTTTCAGTCTCCTTGACCTGATTTGTA
TGACATGCAATGTTTCGACGGAAGACTATCTCGGTGAATATACGTCATGAATCATTCTAGA



