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Resumen

Los hongos utilizan una amplia variedad de compuestos como fuente de nitrégeno. El amonio y la
glutamina son los compuestos preferidos pero cuando no estan disponibles, son capaces de crecer con
fuentes alternativas para lo cual cuentan con vias catabolicas y transportadores especificos y
regulados. En particular, las purinas son utilizadas como fuente de nitrégeno por diferentes especies.
La identificacion de varios transportadores ha permitido caracterizar tres familias, NCS1 y NAT,
conservados desde bacterias a plantas y mamiferos respectivamente; y, AzgA- like, que incluye
homdlogos en procariotas, hongos y plantas. Entre los hongos secuenciados, todos los filamentosos y
Schizosaccharomycetes sp poseen secuencias tipo AzgA pero hasta la fecha los Unicos integrantes con
funcion verificada son: AzgA de Aspergillus nidulans y AfAzgA de Aspergillus fumigatus

En el marco de estudios de basidiomycotas degradadores de madera y bajo la premisa de que el habitat
de estos organismos es limitante en nitr6geno, nuestro grupo se propuso analizar la presencia de
transportadores de purinas en dos especies: Phanerochaete chrysosporium (organismo modelo cuyo
genoma ha sido secuenciado) y Punctularia atropurpurascens (aislado de nuestra region). Ambos
crecen en presencia de purinas como Unica fuente de nitrégeno.

En el presente trabajo demostramos que P. chrysosporium tiene dos transportadores especificos de
purinas funcionales: PhU, del tipo NAT; y PhZ que pertenece a la familia AzgA-like. El gen phU se
induce en presencia de purinas y en condicién de carencia de nitrdgeno y se reprime en presencia de
amonio, urea 0 aminoacidos. El gen phZ se induce en presencia de adenina o hipoxantina, y se reprime
en presencia de urea 0 aminoacidos. Con el objetivo de estudiar su funcionalidad, los genes fueron
expresados en A. nidulans (cepa deficiente en los transportadores principales), cuyo catabolismo y
sistema de captacion de purinas estdn ampliamente estudiados. Asi, phU y phZ fueron introducidos
mediante recombinacién homologa en el mismo contexto genético. Los transformantes obtenidos
permitieron identificar los sustratos trasportados por cada proteina, PhZ transporta las purinas mas
reducidas y sus analogos mientras que PhU transporta todas las purinas y analogos. La fusion a GFP
permitié establecer que ambos transportadores se localizan en la membrana en presencia de sustrato y
responden a los mecanismos de regulacion postraduccional del organismo hospedero: endositosis del
transportador en respuesta a amonio y presencia de sustratos.

P. atropurpurascens (cuyo genoma no ha sido secuenciado) tiene por lo menos un gen (puZ) con alta
homologia con transportadores AzgA-like, que fue clonado obteniéndose una secuencia parcial a partir
de la cual se deduce una proteina de 494 residuos. Los mayores niveles de expresion del gen puZ a
nivel transcripcional, se observan en ausencia de nitrégeno.

Por Gltimo, con las proteinas AzgA- like de funcién conocida (incluida PhZ) y proteinas hipotéticas
homologas (incluida PuZ parcial) identificamos 34 residuos invariantes y cuatro motivos conservados
que caracterizan esta familia de transportadores. Seis residuos en dos de estos motivos se
mutagenizaron in vitro para su posterior analisis con el objetivo de establecer los determinantes

estructurales de la funcién de los transportadores de esta familia.



Abreviaturas

ADN Acido desoxiribonucléico
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2 Introduccion

2.1 EIl metabolismo del nitrégeno en hongos: Fuentes secundarias

Todo organismo requiere nitrégeno para vivir. Debido a que es uno de los componentes
principales de la mayoria de las macromoléculas con importancia estructural y funcional, tanto
procariotas como eucariotas han desarrollado los mecanismos necesarios para asegurar una
constante fuente del mismo. Extensos estudios sobre el metabolismo del nitrégeno y su regulacion
se han llevado a cabo en organismos modelos como  Aspergillus nidulans,
Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa. Los hongos pueden utilizar una amplia variedad
de compuestos como fuente de nitrégeno siendo capaces de expresar las enzimas necesarias para
poder llevar a cabo variadas vias catabdlicas. EI amonio y la glutamina son los compuestos
preferidos por los hongos pero cuando estas fuentes de nitrégeno primarias no estan disponibles o
estan presentes en una concentracion tan baja que limita el crecimiento, compuestos como nitrato,
nitrito, purinas, amidas, aminoacidos y proteinas pueden ser utilizados como fuente de nitrégeno
alternativa. La utilizacion de estas fuentes secundarias esta altamente regulada y casi todas
requieren la sintesis de las enzimas catabdlicas especificas y de las permeasas en cuestion. Su
utilizacién normalmente implica la induccién de genes, que no se activan en presencia de fuentes
preferenciales (represion catabolica por nitrégeno). La sintesis de novo de permeasas y enzimas
catabolicas de una via particular estd controlada transcripcionalmente y usualmente requiere de
dos sefiales positivas distintas: una sefial indicadora global de desrepresién del catabolismo del
nitrégeno (también llamada represion por amonio) y una induccion o activacién de aquellos genes
gue intervienen en una ruta particular debida a la presencia de un sustrato o intermediario
especifico de la misma. Estos dos requerimientos permiten la expresion selectiva de la enzima que
interviene en una ruta catabdlica cuando su sustrato esta presente y no hay una fuente primaria
disponible. Sin embargo otros sistemas, estan controlados Unicamente por una sefial de

desrepresién global sin tener en cuenta ninguln tipo de induccion.

Proteinas reguladoras globales como AreA en A. nidulans (Kudla et al., 1990; Caddick, 1992),
Nit-2 en N. crassa (Stewart & Vollmer, 1986; Fu & Marzluf, 1987), GIn-3 en S.cerevisae
(Minehart & Magasanik, 1991) y NrE en Penicillium chrysogenum (Haas et al., 1995), regulan
positivamente la expresion de los genes estructurales que intervienen en la asimilacion de fuentes

secundarias de nitrégeno.

Ademas de la sefial indicadora global de desrepresién del catabolismo del nitrogeno, la expresion
de genes estructurales depende de proteinas reguladoras especificas. Cada una de estas proteinas
parece actuar positivamente proporcionando el mecanismo que permite la activacién selectiva, via

induccidén de un conjunto especifico de genes que codifican enzimas de una ruta particular entre

5
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un amplio rango de enzimas que intervienen en el metabolismo del nitrégeno. Muchos factores
especificos estan implicados en este tipo de regulacién, como por ejemplo, NirA, PrnA, UaY en
A. nidulans, Put3 en S. cerevisae y Nit4 en N. crassa. (Yuan et al., 1991; Crawford & Arst, 1993;
Marzluf, 1997; Siddiqui & Brandriss, 1998; Strauss et al., 1998; Gémez et al., 2002).

Las sefiales globales de regulacion cooperan con multiples proteinas reguladoras especificas de
ruta para poner en marcha genes catabdlicos, dependiendo de la disponibilidad de sustratos y
necesidades de nitrégeno.

2.2 El metabolismo de las purinas

Las purinas son compuestos organicos (heterociclico aromatico) cuya estructura estd compuesta
por dos anillos fusionados, uno de seis atomos otro de cinco, en total estos anillos presentan

cuatro nitrégenos (Figura 2-1).

Estos compuestos nitrogenados son esenciales para la célula. Componen los acidos nucleicos, son
necesarios para la sintesis de algunos aminoacidos y coenzimas e intervienen en el mantenimiento
del pool energético bajo la forma de ATP, GTP. Ademas muchos microorganismos pueden

utilizarlas como fuente de nitrogeno (Vogels & Van der Drift, 1976).

Existen dos tipos de vias metabolicas que conducen a la formacién de purinas, la via sintesis de
novo y la via de recuperacién; y una via metabolica que conduce a la degradacion de las mismas.
Las tres vias han sido estudiadas en bacterias (Bacillus subtilis, Escherichia coli), hongos
(Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae, A. nidulans, N. crassa) y mamiferos (hombre y

raton), seflalandose que las tres no existen en todos los organismos (Figura 2-2).

NH, ¢ O O (J) H
. M b s AN
N .,.\,IJ N N7 [ N HN ,k] ~N_  HN |[ N HT \”/ N, ”T \|L =0
I B S S W e W) 0 2 W
- - > - e e > e 2N o~ N N
N N N R N N N 0% N N O °N
H N HaNTTNGT H N H N H
punna adenina guanina hipoxantina xantina acido unco

Figura 2-1: Estructura quimica de purinas. Extraido y modificado de Gémez-Esteban, 2009.
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’ ATP de novo ARN
energia W

ADP GDP
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/PNP PNP\\\\ Y
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Figura 2-2. Metabolismo de las purinas. alantoina
PRPP: 5-fosforibosil 1-pyrofosfato; ASS: * AN Catabolismo
adenilosuccinato sintetasa; ASL: adenilosuccinato liasa; Acido alantoi
AMP D: AMP deaminasa; ADE D: adenina deaminasa; cido afantoico
PRT: fosforibosil transferasa; 5’N: 5’nucleosidasa; PNP: v AC
purin nucléosido fosforilasa; PP: pyrofosforilasa; XD:
xantina deshidrogenasa; UO: wurato oxidasa; AN: urea
alantoinasa; AC: alantoicasa; UC: ureasa. uc
amonio

El ciclo de las purinas (via de recuperacion) que implica la interconversion de las mismas permite
equilibrar las cantidades de cada metabolito segin las necesidades del organismo. También
posibilita la degradacion de las mismas ya sea para utilizarlo como mecanismo de detoxificacion
0 de obtencion de nitrogeno. La actividad de las enzimas de este ciclo se encuentra
cuidadosamente regulada en base a las necesidades energéticas y de metabolitos de la célula
(Manfredi & Holmes, 1984). La via de sintesis de novo se encuentra regulada por mecanismos de
retroinhibicion que cooperan en la velocidad global de la sintesis y en la velocidad relativa de
formacién de los productos finales. En B. subtilis ha sido descripto un mecanismo de
retrorregulacion de la via de sintesis de novo ejercido por ciertos compuestos del ciclo como

adenina y guanina (Saxild & Nygaard, 1991).

El compuesto final obtenido como resultado de la via de degradacion de las purinas varia segun el

organismo. Pero ademds de la naturaleza del compuesto, la funcion del mismo también es
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variable. Los animales producen distintos compuestos de degradacion que siempre son toxicos y
se excretan. En primates aves y algunos otros animales se produce &cido drico (Murray, 1971), en
peces se produce urea 0 amonio, los moluscos producen guanina o xantina, los insectos alantoina
0 acido alantoico (Vogels & Van der Drift, 1976). En plantas la alantoina o el acido alantoico
obtenidos como producto final de la via no se excretan sino que se almacenan (Yabuki &
Ashihara, 1991). En numerosos microorganismos el producto final es el amonio, el cual no es ni
excretado ni almacenado ya que puede ser utilizado como fuente de nitrégeno. Menos
frecuentemente la degradacion de las purinas puede servir ademas como fuente de carbono como

en Penicillium roqueforti (Vogels & Van der Drift, 1976).

La mayoria de los estudios sobre el metabolismo del nitrégeno y en particular de las purinas se
han llevado a cabo en organismos modelo como A. nidulans, S. cerevisiae y N. crassa pero muy
poco se conoce a nivel de otras especies con importancia comercial o sanitaria, como por ejemplo

los patdgenos de plantas y animales.
2.3 Lavia de degradacion de purinas en Aspergillus nidulans

La via de degradacion de purinas ha sido extensamente estudiada en una variedad de organismos.
Con la excepcion de algunas bacterias anaerobicas, la via siempre implica la apertura oxidativa

del anillo purinico para dar lugar a urea (Vogels & Van der Drift, 1976).

El ascomycota A. nidulans puede usar las purinas naturales (adenina, guanina, hipoxantina,
xantina, acido Urico) y sus metabolitos (alantoina, acido alantdico y urea) como fuente de
nitrégeno pero no de carbono. La via de degradacion de las purinas de A. nidulans (Figura 2-3) es
una de las vias metabdlicas mejor caracterizadas desde el punto de vista genético, fisioldgico y
molecular. El aislamiento de mutantes de pérdida de funcién en cada una de las etapas de
transformacion de los sustratos permitié la identificacion de las enzimas responsables y sus
correspondientes genes (Darlington et al., 1965; Scazzocchio & Darlington, 1968; Scazzocchio,
1994; Gournas et al., 2011).
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Figura 2-3: Via de degradacion de las purinas en A. nidulans. Sobre la izquierda se indican los transportadores
involucrados en la captacion de cada uno de los metabolitos. En gris se indican los genes involucrados en la sintesis de
cofactores o modificaciones. No hay trabajos experimentales que sustenten la actividad de la guanina desaminasa.
Extraido de Gournas et al., 2011.

La adenina desaminasa, codificada por el gen nadA cataliza la hidrélisis de adenina en
hipoxantina y amonio (Ribard et al., 2003). La hidrolisis de hipoxantina en xantina y de xantina
en acido Urico la realiza la enzima codificada por el gen hxA (Scazzocchio & Darlington, 1968;
Glatigny & Scazzocchio, 1995), llamada xantina deshidrogenasa o purina hidroxilasa I. La purina
hidroxilasa Il, codificada por el gen hxnS forma parte del metabolismo del nicotinato y también
puede convertir la hipoxantina en xantina pero no actla sobre la xantina (Lewis et al., 1978).
Ambas purinas hidroxilasas necesitan de un cofactor codificado por hxB (Amrani et al., 1999). La
conversion de xantina en acido Urico también es posible a través de una via alternativa en la cual
actla la enzima codificada por el gen xanA (Cultrone et al., 2007). La oxidacién de 4cido Urico a
alantoina Opticamente activa estd a cargo de tres enzimas: la urato oxidasa codificada por el gen
uaZ (Oestreicher & Scazzocchio, 1993; Oestreicher et al., 1993), la HIU hidrolasa codificada por
el gen uaX y la OHCU descarboxilaza codificada por el gen uaW (Gournas et al., 2011). La
conversion de alantoina en urea involucra la accion de tres enzimas, la alantoinasa, la alantoicasa

y la ureidoglicolasa. La primera, codificada por el gen alX convierte la alantoina en acido
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alantoico. La segunda, codificada por el gen aaX es la enzima responsable de catalizar la
conversion de &cido alantoico en urea o en ureidoglicolato que finalmente puede ser convertido en
urea mediante la ureidoglicolasa. Por ultimo, la conversién de urea en amonio y didxido de
carbono, es catalizada por la enzima ureasa (Scazzocchio & Darlington, 1968; Mackay &
Pateman, 1982).

2.4 Transportadores de bases nucleotidicas en hongos

El transporte de nutrientes a través de las membranas celulares es esencial para todos los seres
vivos. Casi todos los procesos de transporte transmembrana se llevan a cabo por proteinas
integrales de membrana, que a veces funcionan asociadas con proteinas receptoras
extracitoplasmaticas y/o proteinas reguladoras citoplasmaticas dependientes de energia (Saier,
2000). Existen dos grandes clases de proteinas transportadoras debido a sus diferencias
estructurales y funcionales: los canales y los transportadores (carriers, porters, 0 permeasas)
(Figura 2-4). Aunque también se han descripto transportadores tipo canales o canales tipo
transportadores. Los canales median el transporte pasivo de solutos (usualmente iones) mediante
difusion a través de un poro acuoso. El flujo de los iones es muy rapido y la frecuencia de
apertura del poro esta regulada por cambios en el potencial de membrana mediante la unién de un
ligando especifico 0 mediante restricciones mecanicas como la extension de la membrana. Los
transportadores experimentan cambios conformacionales reversibles pudiendo exponer su sitio de
union al sustrato alternativamente a un lado u otro de la membrana. En funcion de sus
requerimientos energéticos se clasifican en: transportadores activos primarios, transportadores
activos secundarios y facilitadores. Los transportadores activos transducen la energia libre
almacenada en un gradiente electroquimico usualmente iones (H*, Na*, K*) (transporte activo
secundario) o liberado por hidrdlisis de ATP (transporte activo primario) en un gradiente de
concentracién de sustrato a través de una membrana. Los transportadores activos secundarios
pueden ser simportadores (transportan sustratos e iones en la misma direccion) o antiportadores
(transportan iones y sustratos en direcciones opuestas). Los facilitadores (uniportadores) requieren
energia, median el movimiento de solutos a través de la membrana a favor de su gradiente de
concentracién. Los transportadores catalizan la captacién o eflujo de la mayoria de los
metabolitos (amino acidos, bases nucleotidicas, nucle6tidos, nucledsidos, azlcares, solutos
nitrogenados, vitaminas, etc) (Diallinas, 2007; Conde et al., 2010; Shi, 2013).
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Figura 2-4: Diferencias entre transportadores y canales. El transportador (arriba) sufre cambios conformacionales
para catalizar el movimiento transmembrana de moléculas de sustrato, ya sea cuesta arriba o cuesta abajo de su
gradiente de concentracién. Durante cada ciclo de transporte, la molécula de sustrato nunca se expone a ambos lados de
la membrana de forma simultanea. El canal (abajo) una vez activado o abierto, permite el acceso de sustratos a ambos
lados de la membrana de forma simultanea. Un canal s6lo puede mediar la difusion de moléculas de sustrato por sus
gradientes de concentracion. Extraido de Shi, 2013.

El transporte de bases nucleotidicas a través de membranas biol6gicas es mediado por
transportadores especificos en todos los Dominios aunque sélo unos pocos han sido identificados
en detalle en bacterias, hongos y protozoarios (de Koning & Diallinas, 2000; de Koning et al.,
2005; Bellofato, 2007; Pantazopoulou & Diallinas, 2007; Gournas et al., 2008), pero también en
plantas (Gillissen et al., 2000; Desimone et al., 2002; Maurino et al., 2006) y mamiferos (de
Koning & Diallinas, 2000; Hyde et al., 2001; Gournas et al., 2008). En las bases de datos hay
cientos de secuencias homologas a los transportadores de bases nucleotidicas conocidos, pero en
la mayoria de los casos el rol fisioldgico ain no se ha determinado. La importancia de estos
transportadores radica no solo en proveer al organismo de compuestos esenciales, sino también en
gue son determinantes de la sensibilidad de los mismos frente a citotdxicos, andlogos de purinas
mutagénicos y drogas relacionadas con purinas (de Koning et al., 2005; Frillingos, 2012; Kozmin
et al., 2013; Young et al., 2013).

Los hongos poseen por lo menos tres sistemas distintos para la captacién de bases nucleotidicas:
uno para adenina-hipoxantina-citosina, uno para acido Urico-xantina y otro para uracilo. Mediante
el clonado y secuenciacion se ha podido demostrar que estos transportadores pertenecen a tres
familias de proteinas evolutivamente distintas: la familia de transportadores de bases
nucleotidicas y ascorbato (NAT), la familia simportadores cati6nicos de bases nucleotidicas
(NCS1), también llamada familia de transportadores relacionados con purinas (PRT), y la familia

AzgA-like (Tabla 2-1). Todos son transportadores activos secundarios que catalizan el transporte
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acoplado de purinas y protones en la misma direccion (simportadores) (Pantazopoulou &
Diallinas, 2007).

Tabla 2-1: Clasificacion, especificidad y cinética de transportadores de bases nucleotidicas de hongos. Extraido de
Pantazopoulou & Diallinas, 2007.

Fungus/ Physialogical substrates Transport
transporter Family [ K (M) Other ligands < 100 pM [K (uM)] capacity
A nidulans
UapA NAT/NCS2 X[7), UA[g] 27X [63], 3MX [28], 8MX [100}, OX [103), ALL® H
UapC NATNCS2 x14), UA[136] 1MX [< 50J, 2TX [< 50}, 3MX [~100], M
8MX [~100], OX [38], ALL*
AzgA AZGA-like HX[1.5], AD(3], GU{3] PU [99], 6TPU [78], 2,6DAFU (2], BAZX [11]
FoyB NCS1/PRT AD{7], Hx{20), CY{20}, GU{12] ND L
FurD NCS1/PRT UR[0.4] THY [3.3], TMUR {4], 2TUR [8], 4TUR [14], SFUR [0.5], H
BAZUR [2), BMUR [15], X [34], UA [99]
A fumigatus
UapC NAT/NCS2 Xx[6), UA[171] 8MX [50], 1MX [60], 2TX [65], 3MX [100), OX [103], H
AzaA AZGA-like AD[3.5]), HX[6), GU[8] 2,6 DAPU [3], PU [40), 6TPU [48], 9IMGU [69) M
Feyg' NCS1/PRT ND ND L
FurD' NCS1/PRT ND ND
S. cerevisiae
Fey2p NCS1/PRT AD[1.8], HX[2.5], CY [1.8], GU[ND] ND H
Furdp NCS1/PRT UR [2.5], URD [ND] SFUR, SFURD? H
C albicans
Xutlp NAT/NCS2 X [4], UA [50] 27X [30], 2TUA [97], 3MX [22], 6TUA [84], H
8MX [80], 8AZX [55], OX [4],
Fey21p NCS1/PRT HX[4], AD[16], GU{53], 3MAD [22], 3DAZG [72], SMCY [20], SFCY [35) H
CY [4]
Furdp® NCS1/PRT ND ND H

X, xantina; UA, &cido Urico; AD, adenina, HX, hipoxantina; GU, guanina; CY, citosina; UR, uracilo; 1MX, 1-
metilxantina; 2TX, 2-tioxantina; 3MX, 3-metilxantina; 8MX, 8-metilxantina; OX, oxypurinol; ALL, allopurinol; PU,
purina; 6 TPU, 6-tiopurina; 2,6DAPU, 2,6-diaminopurina; 8AZX, 8-azaxantina; THY, timina; IMUR, 1-metiluracilo;
2TUR, 2-tiouraciol; 4TUR, 4-tiouracilo; 5FUR, 5-fluorouracilo; 6AZUR, 6-azauraciol; 6MUR, 6-metiluracilo; IMGU,
9-metilguanina; 2TUA, 2-tio-acido Urico; 6TUA, 6- tio-acido Urico, 3SMAD, 3-metiladenina; 3DAZG, 3-deazaguanina;
5MCY, 5-metilcitosina; 5FCY, 5-fluorocitosina; URD, uridina; FURD, 5-fluorouridina. H, M y L hacen referencia a
alta, moderada o baja capacidad de transporte respectivamente (en base a valores de Vm o test de crecimiento. ND, no
determinado. FcyB y FurD de A.fumuigatus y Furdp solo han sido identificadas in silico, su funcién no ha sido
verificada.

2.4.1 Familia NAT

Las proteinas de la familia NAT, también llamada Simportadores Catidnicos de Bases
nucleotidicas 2 (NCS2), son altamente hidrofobicas, poseen entre 414 y 650 residuos
aminoacidicos, en 12-14 dominios transmembrana con estructura de o-hélices y dos dominios
citoplasmaticos uno amino y otro carboxilo terminal. Actualmente se conoce la funcién y
especificidad de cerca de 20 proteinas NAT derivadas de bacterias, hongos, plantas y mamiferos,
mostrando que la mayoria son especificas en el simporte de xantina, acido Urico o uracilo con H”.
Sin embargo, en primates los homdlogos NAT (SVCT1 y SVCT2) transportan especificamente
acido L-ascorbico/Na* (Diallinas & Gournas, 2008; Gournas et al., 2008).
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A. nidulans posee dos transportadores del tipo NAT llamados UapA y UapC que han sido
extensamente caracterizados a nivel de la regulacion transcripcional, regulacion post-traduccional
mediante endocitosis, acumulacion en vacuolas en presencia de amonio, expresion durante en

desarrollo sexual y asexual y relaciones estructura-funcion(Pantazopoulou & Diallinas, 2007).

UapA es una proteina de 574 aminoacidos, tiene gran afinidad y gran capacidad para el transporte
de acido Urico y xantina. También transporta andlogos de xantina y &cido Urico especialmente
aquellos que no tienen modificaciones en las posiciones N1-H1, N7-H7, o N9 del anillo purinico
(Tabla 2-1) (Darlington & Scazzocchio, 1967; Arst & MacDonald, 1973; Arst & Scazzocchio,
1975; Scazzocchio & Arst, 1978; Diallinas et al., 1998). UapC es una proteina de 580
aminoacidos muy similar a UapA (62% de identidad). Tiene gran afinidad por la xantina y
moderada por &cido Urico pero también es capaz de transportar purinas no reconocidas por UapA,
como la adenina y la hipoxantina aunque con baja afinidad y baja capacidad (de Koning &
Diallinas, 2000). Aspergillus fumigatus posee un homologo de UapA/C (61-63% de identidad)
que ha sido caracterizado por expresion heter6loga en A. nidulans. Este transportador se parece a
UapC con respecto a la afinidad y especificidad de sustrato pero tiene una alta capacidad de
transporte, similar a UapA (Goudela et al., 2008). EI homélogo UapA/C de Candida albicans
(47% de identidad) es un transportador de alta capacidad con alta afinidad por xantina y moderada

por acido drico (Goudela et al., 2005).
2.4.2 Familia NCS1-PRT

Los miembros de la familia NCS1 tienen entre 419 y 635 aminodcidos, los cuales muy
probablemente constituyen 12 dominios con estructura de a-hélices transmembrana. A diferencia
de la amplia distribucién de la familia NAT, los miembros de la familia NCS1 se encuentran sélo
en hongos, procariotas y plantas, incluyendo transportadores de purinas, citosina, uridina,
alantoina, piridoxina o tiamina. Ejemplos son: las permeasa de guanina-hipoxantina-citosina,
FcY2p de S.cerevisae y FcyB de A. nidulans, las permeasas de uracilo FurD (A. nidulans) y FUR4
(S. cerevisae); CodB de E. coli que transporta citosina, AtPUP1 de Arabidopsis thaliana que
transporta adenina y citosina 'y Mhpl permeasa de benzilo-hydantoina de
Microbacterium liquefaciens (Tabla 2-1) (Weber et al., 1990; Danielsen et al., 1992; Gillissen et
al., 2000; Shimamura et al., 2008).

2.4.3 Familia AzgA-like

Los miembros de la familia AzgA-like tienen entre 423 y 594 aminoéacidos y se predice entre 8 y
14 dominios transmembrana con estructura de a-hélices. Incluye homélogos en procariotas,
hongos y plantas. Hasta la fecha las proteinas cuya funcién ha sido demostrada son: las de los

ascomycotas A. nidulans (AzgA) y A. fumigatus (AfAzgA); de la planta Arabidopsis thaliana
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(AtAzgl y AtAzg2), de la espiroqueta causante de la enfermedad de Lyme Borrelia burgdorferi
(BBB22 y BBB23) y recientemente se han caracterizado cuatro de estos transportadores en E.coli
(PurP, YicO, YjcD y YgfQ) (Cecchetto et al., 2004; Goudela et al., 2008; Mansfield et al., 2009;
Jain et al., 2012; Papakostas et al., 2013). Las proteinas de hongos comparten hasta 35% de
identidad con sus homélogos en bacterias y hasta un 44% con los de plantas. Entre los hongos
secuenciados, todos los filamentosos y Schizosaccharomycetes sp tienen secuencias tipo AzgA
mientras que ninguna proteina de este tipo se ha identificado en especies del subfilo
Saccharomycotina. Las proteinas de Ascomycetes tienen 57-90% de identidad con AzgA y las de
Basidiomycetes 50-67%.

La proteina AzgA de A. nidulans de 580 aminoacidos tiene 14 dominios transmembrana con
estructura de a-hélices. Presenta alta afinidad y alta capacidad para el transporte de hipoxantina,
adenina y guanina. También transporta guanosina, 6-tioguanina, 8-azaxantina y el analogo téxico
8-azguanina. EI homologo AfAzgA (75% de identidad) es muy similar tanto en funcionalidad
como en especificidad (Tabla 2-1) (Cecchetto et al., 2004; Goudela et al., 2008). AtAzgl y
AtAzg2 transportan adenina, guanina y 8- azaguanina, (Mansfield et al., 2009). BBB22 y BBB23
son esenciales para el transporte de hipoxantina de B. burgdorferi y contribuyen en el transporte
de adenina y guanina (Jain et al., 2012). PurP y YicO transportan con alta afinidad adenina
mientras que YjcD y YgfQ transportan hipoxantina y guanina. Ademas estos pares también

difieren en el transporte de otros sustratos (Papakostas et al., 2013).
2.5 Regulacion transcripcional de los transportadores de purinas

Muchas vias catabdlicas de hongos son inducidas y reprimidas principalmente a nivel del inicio
de la transcripcion. La expresién de los transportadores de solutos que se utilizan como fuente de
nitrégeno o carbono es un blanco primario de los circuitos de control transcripcional. Un
excelente ejemplo de este tipo de regulacion lo constituyen los tres transportadores de purinas de
A. nidulans: AzgA, UapA y UapC.

2.5.1 Regulacion de los transportadores de purinas de A. nidulans en

respuesta a la fuente de nitrégeno y disponibilidad de purinas.

La expresion de los genes azgA, uapA y uapC estd regulada a nivel de la transcripcion en
respuesta a una represion metabolica por nitrégeno e induccion por purinas. EI mismo mecanismo
regula la expresién de la mayor parte de los genes que codifican las enzimas involucradas en el
catabolismo de las purinas (Scazzocchio et al., 1982; Scazzocchio, 1994). En ausencia de un
inductor (&cido drico, otras purinas o el inductor gratuito &cido 2-tiolrico) y en presencia de una

fuente de nitrégeno no represora (urea, prolina), azgA, uapA y uapC se transcriben a un nivel

14



| Introduccion

basal (bajo). Frente a induccién por purinas la acumulacién de ARNm de azgA, uapA y uapC
aumenta en el entorno de siete, quince y tres veces respectivamente (Amillis et al., 2004,
Cecchetto et al., 2004). La presencia de amonio o glutamina (>5mM) reprime la expresion de las

tres permeasas independientemente de la presencia de un inductor.

La induccién estd mediada por la proteina reguladora positiva UaY. Este es un activador
transcripcional que se expresa constitutivamente y en presencia de &cido Urico media la induccion
de la mayoria de los genes involucrados en el metabolismo de las purinas en A. nidulas
(Scazzocchio, 1994). Al igual que muchos activadores transcripcionales identificados en hongos,
UaY pertenece a una familia de proteinas que se caracterizan por presentar en el extremo amino
terminal un motivo de unién al ADN del tipo complejo binuclear de zinc, Zn,Cyss. Mediante un
analisis detallado basado en ensayos de retardo en gel EMSA, y footprinting de proteccion a la
ADNasal y de interferencia a la metilacion se ha demostrado que UaY se une a los promotores
como dimero en sitios de secuencia 5’-CGG-6X-CCG (Suarez et al., 1995; Cecchetto et al.,
2012).

La represion por amonio esta mediada por la inactivacion del factor general de la transcripcion
AreA, el cual es necesario para la transcripcién de mas de 100 genes que codifican productos
implicados en la utilizacién de fuentes de nitrogeno en A. nidulans (Kudla et al., 1990). La
proteina AreA pertenece a la familia de factores GATA (Scazzocchio, 2000) debido a que es
capaz de unirse al ADN mediante un motivo de dedo de zinc del tipo Cys-2-Cys-17-Cys-2-Cys
(Caddick et al., 1986). Ensayos de retardo, footprinting de proteccion a la ADNasa | y de
interferencia a la metilacion han mostrado que el sitio de unién de AreA es 5°- HGATAR (Muro-
Pastor et al., 2004). AreA media la represion metabdlica de nitrdgeno, en ausencia de una fuente
primaria el factor se une al promotor y se activa la expresion del gen en cuestién (la presencia de
amonio o L-glutamina inhiben la actividad del factor) (Arst & Cove, 1973). El analisis molecular
y funcional de mutantes de areA de unién al ADN y mutantes de los reguladores cis de los
promotores de los genes blanco ha permitido dilucidar los mecanismos de reconocimiento
especifico del ADN vy su efecto sobre la induccion de la transcripcion (Kudla et al., 1990;

Ravagnani et al., 1997).

La expresion de azgA, uapA y uapC es dependiente tanto de UaY como de AreA. Los estudios de
mutantes han permitido concluir que la participacién de ambos factores con los promotores de
uapA y uapC es directa. Respecto a la regulacion transcripcional de azgA se sabe que AreA podria
participar directamente en la transcripcion, actuar mediante un mecanismo de exclusion del

inductor, o presentar ambos mecanismos de regulacién (Cecchetto et al., 2004).
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2.5.2 Regulacion de los transportadores de purinas de A. nidulans durante la

germinacion de conidioesporas.

Cuando las esporas asexuales (conidias) se encuentran en un ambiente favorable finalizan la
latencia, se hinchan rapidamente, el nicleo se reorganiza y el tubo germinativo emerge hasta dar
una hifa en crecimiento. La divisién nuclear acompafiada de eventos morfol6gicos ordenados
permiten el pasaje de la fase isotropica de crecimiento a la fase polar (germinacion) (Momany,
2002) (Figura 2-5). El término germinacion hace referencia al conjunto de eventos tempranos
necesarios para sensar y transmitir la sefial de germinar. La germinacion de las conidias involucra
la activacion transcripcional de genes que codifican transportadores ademas de genes
constitutivos. La activacion transcripcional de los genes uapA, uapC y azgA ocurre durante la fase
isotropica de crecimiento antes de la primera division nuclear, y conduce a la aparicion de la
correspondiente actividad de transporte de purinas. Esta activacion transcripcional es
independiente del factor especifico de la via, UaY. (Amillis et al., 2004). El Gnico requerimiento
para la activacién transcripcional de novo es la hidratacion de los conidiésforos latentes. Sin
embargo la presencia de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) en el medio de germinacion
es necesaria para la traduccion de los ARN mensajeros de uapA, uapC y azgA en las proteinas
transportadoras. La temperatura, pH, calidad de fuente de carbono (glucosa vs fructosa) o la
presencia de diferentes fuentes de nitrégeno, incluyendo amonio y glutamina, que en estado
micelial reprimen los genes involucrados en la utilizacion de nitrégeno, no presentan efecto en la
activacion transcripcional de los transportadores durante la germinacién. Los genes azgA y uapC
son independientes del factor AreA, mientras que uapA si es dependiente del factor durante la
germinacion. Asi los dos principales sistemas de regulacion que controlan la transcripcion de
estos tres genes durante el estadio micelial (represion por nitrégeno e induccion por sustrato) se
hacen funcionales luego de la germinacion y luego de la primer division nuclear (Amillis et al.,
2004; Pantazopoulou & Diallinas, 2007).

La activacion transcripcional durante la fase isotropica de crecimiento ha sido descripta para
otros transportadores como furD (uracilo), furA (alantoato), prnB (prolina) cuya expresion es
también independiente de los circuitos que operan en los estadios posteriores del desarrollo
vegetativo. Mecanismos de control similares han sido identificados en N. crassa (Pendyala &
Wellman, 1977). Al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae donde proteinas sensoras
altamente especificas activan los verdaderos transportadores (Forsberg & Ljungdahl, 2001),
A. nidulans y posiblemente otros hongos filamentosos utilizan sus transportadores tanto para

transportar los solutos como para sensar el ambiente (Pantazopoulou & Diallinas, 2007).
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Conidia Crecimiento Emergencia Germinacion
Latente isotropico deltubo
germinativo

Figura 2-5: Pasos del proceso de germinacion de A. nidulans. Extraido y modificado de Diallinas & Gournas, 2008.

2.6 Regulacion post-traduccional de los transportadores de purinas

Los cambios en las condiciones de crecimiento de los hongos ademas de afectar la regulacion
transcripcional de varios genes de transportadores conducen a una regulacién post- traduccional
de los transportadores especificos mediante ubiquitinacién (dependiente de Rsp5), endocitosis y

degradacion mediante la via endosomal/vacuolar (Pantazopoulou & Diallinas, 2007).
2.6.1 Regulacion a nivel del trafico y endocitosis.

La mayoria de los transportadores son dirigidos a la membrana plasméatica embebidos en
vesiculas exociticas pero frente a determinadas condiciones los transportadores son re-dirigidos a
las vacuolas para su degradacion ya sea directamente a través de la via de MVB (cuerpos
multivesiculares, endosomas tardios) o reciclados entre el Golgi, los endosomas y la membrana
plasmatica. Las sefiales que disparan la endocitosis pueden ser cambios en la fuente disponible de
nitrégeno o carbono en el medio, stress o la presencia de algun sustrato en exceso (Hicke & Dunn,
2003; Dupre et al., 2004; Sorkin & von Zastrow, 2009; Foley et al., 2011).

Los transportadores son “fabricados” en el ribosoma e insertados (co-traduccional) en las
membranas del reticulo endoplasmatico (RE) (Meacock et al., 2000; Dalbey & Chen, 2004; Perry
& Lithgow, 2005). Transportadores mal plegados o transportadores que no son del hospedador,
usualmente son retenidos en el RE y degradados mediante ERAD (ER associated protein
degradation) (Meusser et al., 2005). La salida del RE depende no sélo del correcto plegamiento
del transportador y motivos de accion cis, también depende de factores proteicos que actian en
trans (proteinas sec, chaperonas del RE). Luego del RE los transportadores se dirigen en vesiculas
al Golgi y luego a la membrana plasmatica, peroxisomas o vacuolas para su degradacion.
Proteinas especificas y cofactores regulan los diferentes pasos de formacion y transito de las
vesiculas (Nishimura & Balch, 1997; Fromme & Schekman, 2005; Diallinas, 2007).
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La endocitosis de transportadores, reciclado y degradacion directa mediante la via MBV/vacuolar
depende de ciclos alternados de ubiquitinacion y desubiquitinacion, llamado “codigo de
ubiquitina” (Figura 2-6) (Belgareh-Touzé et al., 2008; Risinger & Kaiser, 2008; Lauwers et al.,
2010).

En S. cerevisae, en respuesta a varias sefiales fisiologicas, distintos transportadores de membrana
son ubiquitinados mediante la ligasa de ubiquitina Rsp5 para ser posteriormente removidos de la
superficie celular o directamente desviados desde el Golgi al sistema endovacuolar (Hicke &
Dunn, 2003; Dupre et al., 2004; André & Haguenauer-Tsapis, 2004; Risinger et al., 2006; Cain &
Kaiser, 2011).

Rsp5 es una proteina esencial en la regulacion de la expresiéon de proteinas de membrana a nivel
post-traduccional. El trafico dependiente de Rsp5 se ha estudiado en detalle en el transportador de
uracilo Furdp de S. cerevisiae (Dupre et al., 2004). Cuando el nivel de uracilo que hay en el
medio de crecimiento es bajo o nulo, el gen FUR4 es transcripto constitutivamente a niveles
relativamente bajos, lo que permite la traduccion de Furdp y la translocacion a la membrana
plasmatica. Mucha de la informacién que se tiene del mecanismo de endocitosis de Furdp se ha
obtenido mediante la utilizacién de la proteina silvestre marcada con GFP y mutantes (variantes
de transporte) (Volland et al., 1994; Galan, 1996; Galan & Haguenauer-Tsapis, 1997; Dupre et
al., 2004). Fur4p fusionadas a GFP marcan la membrana plasmatica de las células de levadura
pero algo de fluorescencia se detecta en vacuolas. No se detecta fluorescencia en el RE, Golgi,
endosomas ni vesiculas lo que sugiere que el flujo a la membrana plasmatica y la aparente
endocitosis es continuo, no permitiendo la acumulacion del transportador en los compartimentos.
La endocitosis y posterior degradacion vacuolar refleja el turnover natural del transportador. La
regulacion post-traduccional por endocitosis y degradacion vacuolar aumenta frente a condiciones
adversas como ausencia de nitrégeno, carbono o fosfato, inhibicién de la sintesis de proteinas
mediante cicloheximida o la entrada en fase estacionaria de crecimiento (Volland et al., 1994;
Galan, 1996). La adicion de altas concentraciones de uracilo al medio disminuye los niveles de
transportador, principalmente porque se dispara rapidamente la degradacion del transportador
existente mediante ubiquitinacién dependiente de Rsp5 y endocitosis (Séron et al., 1999). Frente a
condiciones adversas que aceleran el turnover del transportador también se dispara la degradacion
ribosomal, esto posiblemente provoca un aumento en el pool de uracilo de origen catabdlico, que
puede ser la principal sefial de regulacion post-traduccional de Fur4p. Para controlar el trafico de
Fur4p mediante induccion por uracilo se requiere la unién directa de uracilo al transportador. Un
mutante de Fur4p con baja afinidad por uracilo no es capaz de internalizar en vacuolas los Fur4p
sintetizados de novo en presencia de uracilo y el transportador es dirigido a la membrana
plasmatica. (Urban-Grima et al., 1995; Séron et al., 1999).
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Furdp tiene una secuencia N-terminal tipo PEST (prolina, acido glutdmico, serina y treonina) que
puede ser modificada mediante fosforilacion de serinas, esta fosforilacion es necesaria para la
posterior ubiquitinacion de las dos lisinas cercanas (K38, K41). La forsforilacion de Furdp en este
sitio es dependiente de una kinasa homdloga a la caseina-kinasa | Ycklp/Yck2p. Para la
endocitosis y degradacion de Furdp es necesaria su mono- u oligo-ubiquitinaciéon (cadena de
ubiquitinas enlazadas a K63) (Blondel et al., 2004). Rsp5p reconoce sus sustratos mediante tres
dominios WW (mddulos de interacciones proteina- proteina de 40 aminoacidos) que reconocen
motivos PY con la secuencia tipica PPxY o LPxY. Muchos de los sustratos de RSP5 no tienen
motivos PY por lo que dependen de proteinas adaptadoras. Varias de estas proteinas adaptadoras
(Bsd2, Earl, Ssh4, a- arrestinas o proteinas tipo arrestinas) contienen estos motivos que sirven
para facilitar la ubiquitinacién de una proteina particular o un set de proteinas (Hettema et al.,
2004; Léon et al., 2008; Karachaliou et al., 2013).

Utilizando un mutante de rsp5 que no permite la ubiquitinacién de Furdp se observa que el
transportador sintetizado de novo en presencia de uracilo es capaz de abandonar el Golgi e
ingresar en la vacuola pero quedan mal ordenados en la membrana vacuolar. La correcta
liberacion al lumen vacuolar se logra mediante la fusién N-terminal de ubiquitinas. Cuando los
transportadores mal ordenados en la membrana vacuolar son ubiquitinados mediante Rsp5 se

logra la liberacion al lumen (Blondel et al., 2004).
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Figura 2-6: Tréfico de proteinas dependiente de Rsp5. Los transportadores en la membrana son ubiquitinados por
Rsp5, lo cual desencadena su internalizacion. Las proteinas ubiquitinadas son desubiquitinadas antes de internalizarse
en las vesiculas. Tras la fusion de los MVB con la vacuola, estas proteinas son degradadas por proteasas vacuolares.
Extraido y modificado de Belgareh-Touzé et al., 2008.

19



| Introduccion

La expresion celular y subcelular de los transportadores de A. nidulans AzgA, UapA, UapC y
FcyB se ha estudiado mediante el marcado de las proteinas a GFP. Andlogamente a lo que ocurre
en levaduras en el micelio vegetativo de A. nidulans los transportadores funcionales fusionados a
GFP aparecen en la membrana plasmatica y en vacuolas. Durante las etapas tempranas de la
germinacion luego de pasar por la membrana del RE, AzgA, UapA y UapC se localizan en la
membrana plasmatica, independientemente de la presencia o ausencia de purinas o el tipo de
fuente de nitrégeno disponible. Luego de la germinacion en ausencia de sustrato los
transportadores se localizan en la membrana plasmatica. En el caso de AzgA y UapA también se
observa algo de degradacion vacuolar. La adicion de sustrato muestra un moderado aumento de
AzgA y UapC asociada a la membrana plasmatica mientras que en el caso de FcyB el
transportador se localiza mayoritariamente en vacuolas. Con UapA se observa un aumento en la
cantidad de transportador que se localiza en membrana pero ademas la fluoresecencia en las
vacuolas aumenta notoriamente (Figura 2-7), (Valdez-Taubas et al., 2000; Pantazopoulou et al.,
2007; Vlanti & Diallinas, 2008). En presencia de sustatos UapA es endositada y dirigida a las
vacuolas para su degradacion a través de la via de MVB. Este fendmeno no es disparado por un
metabolito derivado del sustrato y es independiente de la induccion transcripcional por purinas.
Los resultados obtenidos mediante el estudio de diversos mutantes sugieren que la sefial que en
presencia de sustrato produce aumento de la endocitosis es la propia translocacion del sustrato a
través de la proteina ya que ocurre mediante un mecanismo que sensa los cambios
conformacionales asociados con el ciclo de transporte. UapA es el primer ejemplo de
transportador que es regulado por sus sustratos mediante dos mecanismos antagonistas, induccion
transcripcional y aumento de la endocitosis (Gournas et al., 2010). Recientemente se ha

mencionado que un mecanismo analogo regularia a AzgA (Karachaliou et al., 2013).

El amonio (represor transcripcional) provoca un aumento en la degradacién vacuolar de AzgA,
UapA, UapC y FcyB. (Valdez-Taubas et al., 2004; Pantazopoulou et al., 2007; Vlanti &
Diallinas, 2008; Gournas et al., 2010). EI mecanismo que induce la endocitosis de UapA en
presencia de sustrato se distingue claramente de la endocitosis inducida por amonio. Sin embargo
se ha visto que ambos son dependientes de la ubiquitinacion del transportador por la misma
ubiquitina ligasa (HUlA®™) que actGa en el residuo de Lys (K572) mediante la accion de la
proteina adaptadora tipo arrestina ArtA (Gournas et al., 2010; Karachaliou et al., 2013). El hecho
de que la misma proteina controle la ubiquitinacién de UapA y la endocitosis en respuesta tanto a
la presencia de amonio como de sustrato aparenta una paradoja. La endocitosis provocada por
amonio es una respuesta fisiolégica que comparten probablemente todos los transportadores
relacionados con el suministro de fuentes de nitrégeno secundarias, cuando el amonio que es una
fuente primaria esta presente no es necesario captar otros compuestos nitrégenados a través de sus

transportadores especificos, los cudles son internalizados y reciclados. Por el otro lado la
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endocitosis inducida por sustrato es una sefial altamente especifica a cargo de un transportador
particular. La presencia de sustratos de UapA no afecta la localizacion en membrana de
transportadores especificos de otros sustratos como PrnB, y UapA no experimenta endocitosis en
presencia de otros compuestos nitrogenados como urea, nitrato, prolina, aspartato, uracilo,
adenina, hipoxantiana, o alantoina (Gournas et al., 2010; Karachaliou et al., 2013). La diferencia
mas interesante entre la endocitosis de UapA inducida por amonio o sustrato es que la primera
opera con versiones del transportador tanto activas como inactivas, mientras que la inducida por
sustrato es absolutamente dependiente de la actividad de UapA (Gournas et al., 2010). Si la
arrestina responde a un amplio rango de sefiales como stress o cambios en la fuente de nitrégeno y
carbono mediante desfosforilacion, ubiquitinacion, activacion y reclutamiento de los
transportadores en la membrana plasmatica, como ha sido reportado recientemente (Macgurn et
al., 2011; Becuwe et al., 2012; Merhi & André, 2012), la pregunta que queda por responder es:
¢como puede este modelo considerar el rol de las proteinas tipo arrestinas en la endocitosis
inducida por sustrato de un transportador particular? Recientemente Karachaliou y colaboradores
han propuesto un modelo en el cual la misma proteina adaptadora tipo arrestina (ArtA) es capaz
de operar en respuesta a condiciones que generan un amplio rango de sefiales y que involucran
distintos transportadores, pero también puede actuar especificamente sobre UapA cuando la

proteina transporta activamente sus sustratos (Karachaliou et al., 2013).

La represion post-traduccional de transportadores de membrana mediante endocitosis es un
proceso comun en S. cerevisae (Séron et al, 1999). En varios casos se ha visto que Unicamente los
transportadores activos son sujetos a regulacion por endocitosis. Ejemplos son la permeasa de
manganeso Smfl (Liu & Culotta, 1999), la permeasa de uracilo Fur4p (Blondel et al., 2004), el
complejo que media el transporte de hierro Fet3p-Ftrl (Felice et al., 2005) o la permeasa general

de aminoacidos Gaplp (Risinger et al., 2006).
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Figura 2-7: Microscopia de Epifluorescencia de UapA-GFP y AzgA-GFP. Se observa la regulacion de los
transportadores bajo sus promotores fisiol6gicos en presencia de distintas fuentes de nitrégeno: urea, amonio
(repression) y purinas (induction): acido Urico (UapA-GFP) e hipoxanina (AzgA-GFP). La fluoresencia de la GFP se
muestra a la izquierda y a la derecha se muestran las correspondientes figuras en Nomarski. Extraido y modificado de
Pantazopoulou et al., 2007.

2.7 Relaciones estructura-funcion de los transportadores de purinas

de Aspergillus nidulans

Distintos enfoques, genéticos, bioquimicos y biofisicos han contribuido al conocimiento tanto de
los mecanismos de reconocimiento de sustatos y transporte como del rol del acoplamiento a iones
en el funcionamiento de los transportadores secundarios. A. nidulans es un sistema excelente para
estudiar las relaciones estructura-funcién de los transportadores. Mutantes de las proteinas
transportadoras pueden ser facilmente seleccionados o construidos mediante métodos clasicos o
genética reversa, y luego ser analizados bioguimicamente mediante estudios de cinética
(Diallinas, 2007; Diallinas & Gournas, 2008).

La permeasa UapA, es uno de los transportadores eucariotas mas estudiados en lo que respecta a
las relaciones estructura-funcién. Mediante el analisis de mas de 100 mutantes, especialmente
aquéllos gue presentan afectada la especificidad o cinética de transporte, se ha podido establecer
la importancia funcional de varios residuos (Diallinas & Gournas, 2008; Gournas et al., 2008;
Kosti et al., 2010; Amillis et al., 2011). Cuatro residuos aminoacidicos sumamente conservados
(Q85, E356, D388 y N409) son indispensables para la funcién. Entre estos residuos, fue propuesto
gue E356 forma contactos directos con el anillo purinico, en base al hecho de que una mutacién
especifica (E356D) aumenta dramaticamente la unién a los sustratos fisiol6gicos pero reduce su

transporte (Papageorgiou et al., 2008). Un segundo aminoécido parcialmente conservado, Q408,
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ha sido propuesto como involucrado en el contacto directo con los sustratos, porque su sustitucion
con prolina reduce dramaticamente la union a los sustratos fisiologicos, pero principalmente
porque su sustitucion por glutamato le confiere la capacidad de reconocer otros sustratos como
hipoxantina y guanina (Koukaki et al., 2005). Ademas, andlisis cinéticos utilizando distintos
analogos de xantina como inhibidores competitivos de la captacion de xantina sugieren que E356
y Q408 pueden interactuar con N1H y N9 o N7H del anillo purinico (Papageorgiou et al., 2008).
Otros cuatro residuos absoluta o parcialmente conservados, H86, G411, T416 y R417 han sido
también identificados como determinantes de la actividad de transporte de UapA (Goudela et al,
2005; Koukaki et al., 2005; Pantazopoulou & Diallinas, 2006). Es importante destacar que
mediante genética reversa y analisis mutacional con Cys-scanning del hémologo de E.coli XanQ
se ha visto que los mismos residuos que son esenciales para la funcion de UapA son también
criticos para la actividad del transportador bacteriano (Frillingos, 2012). Por otro lado se ha
determinado que mutaciones en nueve residuos que no se conservan o0 estan parcialmente
conservados, N71, Q113, F406, Ad441, V463, A469, R481, T526 y F528, distribuidos en variadas
regiones de UapA, aumentan el perfil de sustratos del transportador. Sin embargo, ninguno de
estos residuos es critico para la union o eficiencia del transporte (Amillis et al., 2001; Vlanti et
al., 2006; Papageorgiou et al., 2008; Kosti et al., 2010).

Previo al modelo tridimensional que se acepta actualmente, la estructura predicha para los
miembros de la familia NAT consistia en 12 segmentos transmembrana (STMs) putativos con dos
dominios citoplasmaticos uno carboxilo terminal y otro amino terminal. Se destaca la presencia de
dos motivos sumamente conservados denominados “NAT signature motif” (Q/E/P)-N-X-G-X-X-
X-X-T-(R/IK/G), localizado en la region anfipatica ubicado justo corriente arriba de STM9 vy el
motivo QH en el medio del STM1 (Koukaki et al., 2005; Pantazopoulou & Diallinas, 2006;
Papageorgiou et al., 2008). Actualmente disponemos de un modelo tridimensional de UapA,
construido en base al cristal del transportador de uracilo de E.coli UraA (Lu et al., 2011) y
alineamientos multiples de proteinas NAT de funcion y especificidad conocida (UapC, Lpel,
SNBT1, SVCT1, SVCT2, XanQ, XanP, YgfU, Pucl), PyrP y RutG). Ademas mediante la
implementacion de una variedad de metodologias computacionales, simulacién de mecanismos
moleculares y enfoques de relaciones cuantitativas estructura-actividad (SAR), se propuso un
modelo para el complejo UapA-xantina. Analisis fisiol6gicos, celulares y genéticos de los
mutantes relevantes previamente estudiados y algunos disefiados racionalmente son el sustento
del modelo y han permitido verificar la topologia de los residuos que afectan la funcién y

especificidad del transportador (
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Tabla 2-2) (Amillis et al., 2011).
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El modelo tridimensional de la estructura de UapA (Figura 2-8) consiste en 14 segmentos
transmembrana, que mayoritariamente adoptan una estructura secundaria de hélice. La estructura
estd espacialmente arreglada en dos dominios denominados nicleo y puerta, el nicleo esta
formado por los segmentos 1-4 y 8-11 y el puerta estd formado por los segmentos 5-7 y 12-14.
Las hélices transmembrana estdn conectadas por grandes loops, la mayoria de los cuales se
corresponden con largas inserciones en las secuencias del alineamiento, lo que dificulta la
obtencion de la conformacion precisa en esta parte del transportador. La mayoria de los residuos
ionizados en la superficie de la proteina se encuentran en el lado citoplasmatico-periplasmatico o
a lo largo de los poros proteicos en el interior de la proteina. Las cargas positivas estan

mayoritariamente concentradas en los loops del lado citoplasmatico (Kosti et al., 2012).

En el modelo propuesto para el complejo UapA-xantina el sitio de unidn al sustrato esta formado
por las cadenas polares de los residuos E356 (STM8) y Q408 (STM10) y la cadena central de
A407 (STM10) y F155 (STM3). El modelo también predice varias interacciones polares entre
STM1-STM10, STM1-STM3 y STM8-STM10 que parecen ser criticas para la actividad de
transporte de UapA (Figura 2-9 y Figura 2-8 ). La importancia de STM3y la interaccién de STM1
con STM3 estan sustentadas genéticamente mediante la caracterizacion de revertantes de la
mutacion H86D (STM1), que se encuentran en M151 (STM3). Es interesante que previo al
modelo tridimensional ya se aceptaba que todas las mutaciones especificas que no afectan la
cinética se encontraban fuera de STM1, STM3, STM8 y STM10 (todos los residuos esenciales o
criticos se encuentran en STM1, STM3 y STM10), y que mutaciones especificas definian filtros
de selectividad o puertas dindmicas que permitian o restringian el acceso del sustrato al actual
sitio de unién (Amillis et al., 2001; Vlanti et al., 2006; Papageorgiou et al., 2008; Kosti et al.,
2010).

Utilizando célculos de acoplamiento se identificd la posible trayectoria del sustrato orientada
hacia el citoplasma (D360, A363, G411, T416, R417, V463 y A469), conectando el sitio de union
con el citoplasma, asi como una posible puerta hacia el exterior que conduce hacia el sitio de

union al sustrato (Kosti et al., 2012).

Como sustento del modelo es importante destacar que los residuos E356 (STM8) y Q408
(STM10) en UapA se corresponden con los residuos E241 y E290 de UraA, los cuales se ha visto
gue interacttan con el uracilo. Asi tanto en UapA como en UraA el sito de unién al sustrato se
encuentra formado por residuos especificos de STM3, STM8 y STM10 y una conclusién similar
se obtuvo con el modelo tridimensional de la permeasa XanQ (Karena & Frillingos, 2011; Lu et
al., 2011).
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Tabla 2-2: Resumen de los residuos criticos para la funcion de UapA. Extraido de Kosti et al., 2012.

Core Gate Effect on transport Major Substrate Trajectory (t) Enlarged Critical polar
Allele Location D in D i pacity’ binding site or Gate (g) specificity interactions
Q85 TMS1 + — + — — — T416
H86 TMS1 + - + - = = N409
Q113 TMS1-2 loop + - +or — - - yes -
M151 B3/TMS3 + - +/- - - - -
S154 TMS3 + = +— — — — =
F155 T™S3 + - - yes? - - -
E356 T™MS8 + = + yes — — =
D360 TMS8 + - + o t - T405, N410
A363 T™MS8 + — = — t - -
F406 B10/TMS10 + - - - - yes
A407 T™MS10 + - + yes? - - -
Q408 TMS10 + - + yes - yes® -
N409 TMS10 + = + = — — H86
G411 TMS10 + o +or — = t S .
T416 TMS10 + = = = t = Q8s
R417 TMS10 + - - - t - -
A44l TMS11-12 loop  — + - - - yes -
V463 TMS12 = + = - t yes -
A469 TMS12 - + - - t yes -
R481 TMS13 - + - - - yes -
1526 TMS14 = + = — q yes =
G527 T™MS14 - + + - g yes -
F528 TMS14 = + - — ] yes —

STM: Segmentos transmembrana; B: Hojas beta entre STM:

L« ningdn efecto importante en Vmax > 50%, “+7: efecto importante en Vmax < 10%, “+/-*"" +or-: dependiendo de
la sustitucion especifica.

2Evidencia de la participacién en la unién al sustrato mediante las interacciones de la cadena peptidica central.

% Q408E, confiere la habilidad de unir hipoxantina y guanina, pero no conduce a su transporte. Q408 en combinacion
con mutaciones del dominio puerta conduce a una afinidad de unién alta-media y transporte de todas las purinas y
uracilo.

Figura 2-8: Estructura tedrica de UapA. Modelo tridimensional de UapA, las hélices transmembrana se indican con
numeros. A) Vista desde arriba B) se muestran los residuos criticos para la funcidn del transportador. Extraido de Kosti
et al., 2012.
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Figura 2-9: Interacciones UapA-sustrato. Representacion esquematica de posible interaccion xantina-UapA. Extraido
de Kosti et al., 2012. Por mas informacion ver doi:10.1371/journal.pone.0041939.g003

Mucho menos se conoce de las relaciones estructura funcién de los transportadores de las otras
familias (NCS1-PRT y AzgA-like) aunque recientemente se ha publicado un modelo
tridimensional de FcyB y AzgA y se ha identificado la funcion de algunos residuos de estas
proteinas (Krypotou et al., 2012; Krypotou et al., 2014).

El modelo de FcyB, construido en base a la estructura cristalografica de Mhpl permeasa de
benzilo-hydantoina de Microbacterium liquefaciens, consiste en 12 segmentos transmembrana
(hélices) y dos dominios citoplasmaticos: uno dominio amino y otro carboxilo terminal.
Estructuralmente se distingue un dominio nicleo de 10 STMs compuesto de dos repetidos
invertidos (STM1-5y STM 6-10) y dos STM adicionales. EI nicleo también puede verse como
dos subdominios, el primero formado por los STMs 1, 2 y 6 y el segundo compuesto por los
STMs 3, 4, 8 y 9y vinculados a las hélices flexibles STM5 y STM10. El sitio de unién al sustrato
predicho se localiza en el espacio comprendido entre los dos subdominios del nucleo. EI modelo
sumado al estudio de mutantes ha permitido identificar 8 residuos implicados en la especificidad,

estructura y funcionalidad del transportador (Shimamura et al., 2008; Krypotou et al., 2012).
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~Outer Region

Figura 2-10: Estructura teérica de AzgA. Se muestran los residuos criticos para la funcién del transportador. A) Las
hélices transmembrana se indican con ndmeros y los planos de la membrana con linea punteada. B) Vista desde arriba
del mismo modelo. El sitio de unidn al sustrato se encuentra entre los dominios nlcleo y puerta. Extraido de Krypotou
et al., 2014.

El modelo propuesto para la proteina AzgA, publicado durante la escritura de este manuscrito, fue
construido en base al cristal del transportador de uracilo de E. coli UraA (27% de identidad y 15%
de cobertura). EI modelo es muy similar al de UapA: 14 segmentos transmembrana
mayoritariamente alfa hélices y dos dominios citoplasmaticos, uno amino y otro carboxilo
terminal. Se distingue un ndcleo compacto de 8 STMs compuesto de dos repetidos invertidos
(STM1-4 y STM 8-11) y un dominio puerta flexible (STMSs 5-7 y 12-14). El sitio de union al
sustrato se predice entre los dominios puerta y nucleo. Con el modelo, calculos de acoplamiento,
simulaciones de dinamica molecular y el analisis de mutantes, se identificaron algunos residuos
con un rol critico para el transporte o union del sustrato, Asn131 (STM3), Asp339, Val393 y
Glu394 (STM10) (Figura 2-10) (Krypotou et al., 2014).

A pesar de que estructuras de alta resolucién de proteinas de membrana estdn actualmente
emergiendo, la hidrofobicidad y la naturaleza metaestable de los transportadores dificulta su
estudio mediante cristalografia de rayos X tradicional o NMR. Incluso en los casos con
estructuras resueltas, el hecho de que los transportadores necesiten ser removidos de su ambiente
natural (membrana) para estudiar su estructura puede provocar artefactos, especialmente si no hay
estudios funcionales in vivo que complementen la informacion obtenida. Es por esto que los datos
estructurales obtenidos mediante cristalografia deben ser integrados con estudios genéticos,
bioguimicos y biofisicos, ademas de métodos computacionales, para determinar los mecanismos

de transporte a nivel molecular.
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2.8 Aspergillus nidulans y las herramientas moleculares para el

estudio de transportadores de purinas

Emericella nidulans (Aspergillus nidulans) es un ascomycota ampliamente utilizado como
modelo de investigacion. Su genoma haploide, crecimiento rapido y requerimientos nutricionales
simples son caracteristicas que facilitan su utilizacion en el laboratorio. El desarrollo de un
sistema de transformacion eficiente en este eucariota y la existencia de cepas modificadas permite
la aplicacion de diversas técnicas moleculares como el clonado de genes por complementacion de
funcioén, la inactivacién de genes por recombinacion homologa, introduccién de mutaciones
puntuales, cambio de promotores, agregado de marcadores proteicos o “tags” de manera simple y
rapida. El genoma de A. nidulans esta completamente secuenciado disponible mediante el Broad

Institute (http://www.broad.mit.edu/annotation/fgi) (Galagan et al, 2005).

A. nidulans es el organismo donde se ha estudiado en mayor detalle tanto el catabolismo como el
sistema de captacién de purinas. Todos los genes estructurales y reguladores involucrados
incluyendo los cinco genes que codifican para las permeasas de purinas han sido estudiados e
identificados. Ademas A. nidulans, al contrario de lo que sucede en S. cerevisae puede utilizar
purinas como fuente de nitrogeno, lo que determina que en un contexto genético adecuado,
cualquier mutacion que afecte un transportador de purina se verd reflejada en un fenotipo
discernible. Mutantes especificos de transportadores pueden ser seleccionados y caracterizados
mediante simples test de crecimiento en purinas o analogos téxicos de purinas (utilizando un
contexto genético donde el resto de los transportadores no sean funcionales). Las mutaciones en
los transportadores pueden ser diferenciadas facilmente en las que afectan la topogénesis del
transportador o las que afectan la funcionalidad del mismo, ya sea la capacidad, especificidad o

afinidad por el sustrato.

2.8.1 Mutaciones

A. nidulans es un excelente sistema para seleccionar mutaciones que afecten la cinética o
especificidad de varios transportadores. En mutantes termo o criosensibles puede estar afectada
tanto la topogénesis como la cinética de un transportador especifico. Los mutantes que tienen
afectada la afinidad pueden ser seleccionados como mutantes con deficiencias en la captacién y
gue por tanto sean incapaces de crecer (en medio apropiado) con bajas concentraciones de
sustrato, pero si puedan crecer con mayores concentraciones del mismo. Mutaciones de
especificidad pueden ser identificadas mediante la seleccion de los mutantes que sean capaces de
crecer en un sustrato dado pero no en otro, 0 mutantes que hayan adquirido resistencia a un

analogo toxico pero continden creciendo en los sustratos fisiolégicos. Mutaciones revertantes
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pueden ser seleccionadas y utilizadas para comprender la interaccion entre dominios. El
alineamiento de las secuencias aminoacidicas primarias de un transportador y las de sus
homologos permite el disefio racional de mutaciones sitio dirigidas. Estas mutaciones
generalmente apuntan a residuos conservados o semiconservados con propiedades fisicoquimicas
particulares, como la carga de aminoacidos o prolinas o glicinas dentro de dominios

transmembrana (Diallinas, 2007).

2.8.2 Test de crecimiento

Varios mutantes de transporte tienen un fenotipo de crecimiento visible. Cuando el metabolito que
se transporta es necesario para el crecimiento (como fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas, etc)
la falta de transporte puede dar distintos fenotipos visibles. Ademas del crecimiento normal o la
falta total de crecimiento, se pueden observar fenotipos intermedios de crecimiento inferior al del
tipo silvestre, caracteristico de mutantes en transportadores que pueden incorporar metabolitos de
interés por sistemas secundarios de transporte. En los casos donde la falta de transporte produce
un fenotipo no visible, el uso de analogos toxicos o mutaciones especificas que producen otros
defectos metabdlicos, se pueden utilizar para obtener un fenotipo discernible. Por ejemplo, la falta
de transporte de hipoxantina también puede verse como resistencia a la 8-azaguanina, un analogo

altamente tdxico (Figura 2-11).

azgA vapA-  ugpd
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Figura 2-11: Test de crecimiento como herrramienta para el estudio de transportadores de purinas. Se muestra el
crecimiento en hipoxantina (A) y urea con 8- azaguanina (B) de las cepas referenciadas en C. azgA": azgA4, uapA"
uapA24, uapC: uapC201/401, wt: pabaAl, Targ™: cepa azgA4 uapA24 uapC201/401 argB2 transformada con el
plamido pFB39(argB™). Extraido de Cecchetto, 2004.

2.8.3 Ensayos de cinética de transporte

Debido a que los transportadores tienen un sitio principal de unién al sustrato que en cada ciclo de

transporte interacciona especificamente con una Unica molécula de sustrato (similar a enzimas), el
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transporte puede ser analizado mediante cinética de Michaelis-Menten. Los ensayos de transporte
permiten analizar la cinética de un transportador especifico mediante la determinacion de los
pardmetros Km y Vmax, y permiten la caracterizacion de perfiles de sustratos especificos
mediante ensayos de competencia La constante Km da una idea de la afinidad del transportador
por su sustrato, cuanto mayor es Km menor es la afinidad. La velocidad maxima estima el nGmero
de centros activos, depende de la cantidad de transportador presente y la capacidad de transportar

del mismo, es decir la velocidad con la que se transporta el sustrato.

Estas mediciones o estos ensayos son faciles de llevar a cabo utilizando sustratos radioactivos en
organismos que pueden crecer en suspensiones celulares homogéneas. En organismos como los
hongos filamentosos hay algunas dificultades técnicas adicionales relacionadas con la malla de
micelio. En A. nidulans este problema ha sido solucionado utilizando conidias al final de la fase
isotropica y antes de que hayan empezado a germinar (cuando aparece el tubo germinativo). La
utilizaciéon de conidias individuales permite expresar las mediciones de transporte por conidias
viables y tiene la ventaja adicional de que la mayoria de los transportadores muestran el maximo
de expresion en esta etapa (Diallinas et al., 1995; Tazebay et al., 1995; Amillis et al., 2004;
Krypotou & Diallinas, 2014).

2.8.4 Visualizacién mediante microscopia de fluorescencia

El marcado de transportadores con proteinas fluorescentes (GFP, RFP, etc) constituye una
excelente herramienta para el seguimiento in vivo del destino de los transportadores (Valdez-
Taubas et al., 2000; Koukaki et al., 2005; Pantazopoulou et al., 2007). Detectar la topologia del
transportador es un prerrequisito para clasificar las diferentes mutaciones que afectan
estructura/topologia y las que afectan la cinética en si misma. Es posible utilizar tanto
epifluorescencia como microscopia confocal, la primera es mas facil de usar y es suficiente para
sacar conclusiones. Varios transportadores han sido marcados en el extremo C-terminal, en
algunos casos, el marcado con GFP es absolutamente “silencioso” con respecto a la funciéon del
transportador (AzgA, UapA y UapC) (Valdez-Taubas et al., 2000; Koukaki et al., 2005;
Pantazopoulou et al., 2007), mientras que en otros el marcado puede afectar parcialmente la
cinética del transportador (PrnB) (Tavoularis et al., 2003). En el ultimo caso el problema puede
resolverse o disminuir mediante la utilizacién de linkers de aminoacidos entre la GFP y el
transportador (Toews et al., 2004; Koukaki et al., 2005).

Estudios de este tipo han mostrado que los transportadores se localizan principalmente en la
membrana plasmatica, en el area de los septos y las vacuolas, que aparecen como marcas
corticales, anillos citoplasmaticos, o granulos (Figura 2-12). La localizacién subcelular de las

proteinas fusionadas se puede determinar por comparacion con la localizacion con otras proteinas
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fusionadas con sefiales conocidas o directamente por comparacion con colorantes fluorescentes
vitales como FM4-64 CMAC para vacuolas, ER-Tracker para reticulo endoplasmatico, entre otros
(Hickey, 2009).

Figura 2-12: Microscopia de epifluorescencia como herramienta para el estudio de transportadores. Se
ejemplifica con una cepa UapA-GPF silvestre (WT) y una UapA-GPF mutante (D388E) que presenta problemas en el
trafico. La flechas indican septos y las puntas de flecha indican estructuras tipo anillo que se corresponden con el
reticulo endoplasmatico. Extraido y modificado de Diallinas & Gournas, 2008.

2.8.5 Ciclo de vida de A. nidulans

El ascomycota E. nidulans presenta un ciclo de vida compuesto por tres fases de desarrollo:

asexual, sexual y parasexual (Figura 2-13).

La fase asexual muestra crecimiento vegetativo de las hifas para dar una colonia de aspecto
filamentoso. Esta fase “comienza” con la germinacion de una espora asexual (conidia) que da
lugar a la formacion de hifas tubulares que crecen de manera hiperpolarizada por extension apical
y ramificacion lateral, formando una malla de hifas interconectadas denominada micelio. Una vez
alcanzada la plena competencia se forman los conidiéforos, donde se producen conidias
uninucleadas (haploides). Esto facilita la obtencion de colonias aisladas mediante siembra de
conidias (diluciones sucesivas) cada una de las cuales dard lugar a una colonia. La produccion
masiva de conidias uninucleadas y haploides constituye una ventaja en los estudios de
mutagénesis ya que permite analizar los efectos provocados por mutaciones “recesivas” Durante
el crecimiento vegetativo, pueden formarse heterocariontes por un mecanismo de anastomosis:
dos hifas de cepas diferentes (diferentes nicleos), se fusionan permitiendo el intercambio de
nacleos y dando lugar a una colonia con nucleos haploides diferentes entre si. Las conidias de

estos heterocariontes tendran uno u otro nucleo.

En la fase de reproduccion sexual se forma un cuerpo de fructificacion de forma esférica llamado

cleistotecio, en su interior se encuentran una gran cantidad de sacos denominados ascos, que
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contienen las esporas sexuales o ascosporas. El proceso de formacion del cleistotecio comienza
cuando dos nucleos haploides se congregan para dar lugar a la hifa ascogénica. Luego del evento
de fertilizacion, una meiosis y dos mitosis se suceden para dar lugar a la formacion del asco
maduro. Los cuatro nucleos producidos por meiosis se dividen mitéticamente para generar 8
nlcleos haploides que se dividen de nuevo (mitosis sin division celular) para dar lugar a 8 esporas
binucleadas (haploides). Cada cleistotecio se forma a partir de un Unico evento de fertilizacion,
por lo que en las ascoesporas se segregan los caracteres parentales. A. nidulans es homotalico por
lo que todos los pasos del ciclo sexual pueden ocurrir en un solo micelio sin necesidad de un
“comparfiero sexual”, esto permite que una Unica cepa pase por un ciclo de automeiosis. Por otro
lado, si dos cepas de A. nidulans entran en contacto, se anastomosan facilmente y forman
filamentos heterocari6ticos. Durante el ciclo sexual, la fusion puede tener lugar entre dos nicleos
diferentes (cleistotecio cruzado) o entre dos nlcleos de un mismo progenitor. La proporcién de
cleistotecios cruzados varia segun las cepas. La utilizacion de cepas con auxotrofias
complementarias aumenta la proporcion de cleistotecios provenientes de la fecundacion de

ndcleos distintos.

Este organismo también tiene un ciclo parasexual con alternancia de fases haploides y diploides.
El micelio heterocariético puede dar lugar espontaneamente a una espora diploide, el micelio
diploide crece como la cepa haploide, pero no es una forma estable y vuelve facilmente al estado
haploide. El proceso de haploidizacion se inicia con el diploide que durante la formacion de
nuevas conidias segrega cromosomas y termina con la formacion de haploides recombinantes.
Esta fase, permite asignar genes a los distintos cromosomas usando mutaciones e identificar
traslocaciones (Pontecorvo et al., 1953; Kafer 1958; Clutterbuck, 1974).
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Figura 2-13: Ciclo de vida de A. nidulans. Extraido de Casselton & Zolan, 2002.

2.9 Transportadores de purinas en basidiomycotas degradadores de

madera.

El habitat de los hongos degradadores de madera es muy rico en fuente de carbono pero
extremadamente pobre en otros nutrientes, particularmente fuente de nitrogeno (Carlile, 1994). El

nitrégeno constituye tan sélo el 0.01-0.3% de la madera (en peso seco). Teniendo en cuenta
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ademas, que son pocos los hongos degradadores de madera que pueden utilizar nitrato, se ha
postulado que el nutriente limitante en la madera es el nitrégeno (Park, 1976). En un medio tan
pobre como es la madera, las purinas se convierten en potenciales fuentes de nitrégeno, su
utilizacion depende de que el organismo cuente con los transportadores (que permiten su entrada a
la célula) y las enzimas catabdlicas correspondientes. Hasta la fecha los Unicos datos respecto al
transporte y catabolismo de purinas en basidiomycetes provienen de andlisis in silico del genoma
de organismos secuenciados. EI nimero de genomas de hongos ha aumentado notoriamente en los
altimos afios como resultado de los proyectos “1000 Fungal Genomes”, “Survey of
lignocellulolytic capabilities over the order Polyporales (Fungi, Basidiomycetes)” vy
“Saprotrophic Agaricomycotina Project” (SAP). A la fecha hay disponibles en el Joint Genome
Institute aproximadamente 90 genomas de basidiomycotas (http://genome.jgi-psf.org). En muchos
de ellos hemos constatado la presencia de genes que codifican proteinas con alta homologia con

los transportadores de purinas conocidos.

Previamente nuestro grupo de trabajo, ya habia demostrado que los basidiomycotas degradadores
de madera Phanerochaete chrysosporium y Punctularia atropurpurascens pueden utilizar purinas
como fuente de nitrogeno (Figura 2-14), y mediante andlisis in silico en el genoma de
P. chrysosporium habia identificado dos secuencias (phU y phZ) que codifican proteinas con alta

homologia con UapA/C y AzgA (Libisch, Cerdeiras y Cecchetto, resultados no publicados).

P. chrysosporium, al igual que otros hongos degradadores de madera tiene una variedad de
aplicaciones potencialmente (tiles para la industria debido a su capacidad de degradar la lignina y
otros compuestos organicos recalcitrantes. Constituye el organismo modelo para los hongos
degradadores de madera siendo el primer basidiomycota secuenciado (Martinez et al., 2004;
Wymelenberg et al., 2005; Vanden Wymelenberg et al., 2006). P. atropurpurascens es un
organismo aislado de nuestra regidn, también es capaz de degradar la lignina y su sistema
ligninolitico presenta similitudes y diferencias con el de P. chrysosporium (Ibafiez, 2010). Debido
a gue el genoma de P. atropurpurascens no se encuentra secuenciado, para evidenciar la
presencia de transportadores de purinas se utilizaron primers degenerados (disefiados a partir de
las zonas conservadas de las proteinas conocidas) y se identifico la presencia de un transportador
similar a AzgA (Barraco Vega, Richero, Libisch, Cerdeiras y Cecchetto, resultados no
publicados). La regulacion a nivel transcripcional de los genes phZ y phU que codifican los
transportadores de purinas de P. chrysosporium fue analizada determinandose que: i) phU es
inducido en presencia de purinas como Unica fuente de nitrégeno y en condicién de carencia; ii)
phZ se induce en presencia de adenina, hipoxantina y xantina aunque mas levemente que phU, y

el acido drico no parece tener un efecto inductor significativo; iii) el amonio parece no tener
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efecto represor sobre phZ ni sobre phU, a diferencia de lo que se observa en A. nidulans. (Barraco
Vega, 2010).

Hasta la fecha hay muy pocos reportes sobre los mecanismos y factores implicados en la
regulacion del metabolismo del nitrégeno en basidiomycotas, a diferencia de lo que sucede en
ascomycotas y levaduras donde ha sido extensamente estudiada (ver seccion 2.1 y 2.5). Se sabe
que las enzimas implicadas en el metabolismo del nitrato son reprimidas por amonio a nivel
transcripcional en Hebeloma cylindrosporum (ectomicorriza) y Ustiliago maydis (patégeno
vegetal) (Lewis & Fincham, 1970; Banks et al., 1993; Jargeat et al., 2000, 2003). También han
sido identificadas proteinas homélogas a AreA en U. maydis, y de Gatl en el patégeno humano
Cryptococcus neoformans ademas de un regulador de la actividad del factor GATA en este ultimo
(Kmetzsch et al., 2011; Horst et al., 2012; Lee et al., 2012). En trabajos previos, mediante analisis
in silico del genoma de P. chrysosporium identificamos dos posibles proteinas reguladoras con
dominios homélogos a AreA (dedo de zinc del tipo C2C2) y dos con dominios homologos a UaY
(cluster binuclear de zinc C6Zn2). Asimismo, en las secuencias promotoras (400 — 480 upstream
del ATG inicial) de los genes phZ y phU, identificamos motivos WGATAR que podrian ser sitios
de union de proteinas como AreA, y varias secuencias 5- CGG-nX-CCG -3, con los repetidos
CGG invertidos, directos o divergentes y también secuencias WGCGG, todos posibles blanco de
accion de proteinas de la familia de reguladores con cluster binuclear de zinc (Barraco Vega,
2010).

Ad Hx X AU  Gu S/N NH4

Figura 2-14: Crecimiento en purinas de P. chrysosporium (A) y P. atropurpurascens (B). Se muestra el crecimiento
en el medio YCB en adenina (Ad), hipoxantina (Hx), Xantina (X), &cido drico (AU), guanina (Gu) como fuentes de
nitrégeno. Como control se incluye el crecimiento en amonio (NH4) y sin fuente de nitrégeno.

Conocer los mecanismos por los cuales los hongos degradadores de madera responden a las
limitaciones de nitrogeno es crucial para comprender su fisiologia. Los transportadores de purinas
son importantes a la hora de proveer a los organismos de compuestos esenciales, también son
determinantes de la sensibilidad de los mismos frente a citotoxicos y andlogos mutagénicos. Esta
tesis busca avanzar en este campo de estudio, caracterizando los primeros tranportadores de

purinas basidiomycotas.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar los transportadores de purinas de los basidiomycetes Phanerochaete chrysosporium y
Punctularia atropurpurascens asi como contribuir a establecer los determinantes de la funcion de

las proteinas de la familia AzgA-like.
3.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar los transportadores de purinas de P. chrysosporium.
a) Estudiar la regulacion transcripcional de los genes phZ y phU
b) Verificar la funcionalidad de ambos transportadores, estableciendo el perfil de sustratos
transportados (purinas, derivados y analogos) y analizando su localizacién subcelular.
2) Analizar el transportador de purinas de P. atropurpurascens
a) Completar el clonado y estructura del gen puZ
b) Estudiar su regulacion transcripcional.
3) Contribuir a la caracterizacién de la familia de transportadores de purinas AzgA-like.
a) ldentificar in silico residuos y motivos caracteristicos.
b) Generar mutantes que permitan avanzar en el conocimiento de los residuos/motivos

determinantes de la funcién.
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4 Resultados

4.1 Caracterizacion de los transportadores de

Phanerochaete chrysosporium

4.1.1 Clonado de secuencias codificantes de los transportadores PhZ y PhU

Para determinar la estructura de los genes phZ y phU de P. chrysosporium (verificacion de
secuencias codificantes e intrones), ambos fueron clonados a partir de ADN genémico y de ADN
copia (ADNCc). Se utilizaron primers especificos que permiten obtener la secuencia codificante
completa desde el ATG inicial hasta el codén stop (PhZ-cF1, PhZ-cR1 y PhU-cF2 y PhU-cR2
(Tabla 7-3). Los ADNCc se sintetizaron a partir de ARNm producidos en condiciones de induccién
(medio minimo, quimicamente definido con hipoxantina (phZ) o acido urico (phU) como Unica
fuente de nitrégeno (ver seccidon 2.9). Los amplicones se clonaron en el vector pGemTeasy
(Promega). A partir de la comparacion de secuencia de 4 clones de phZ y 3 de phU con las
obtenidas de la base de datos (http://genome.jgi-psf.org): i) se verifico la presencia de 10 intrones
en phZ y 4 en phU, tal como habian sido predichos teéricamente mediante el alineamiento de
secuencias de proteinas homologas y motivos pie de intrén; ii) se verificé el coddn de iniciacion y
el de terminacion; iii) se determinaron 5 diferencias en los 1737 pb de secuencia codificante de
phZ (G1037A, G1139A, T1791C, A1794G, A1953C) con respecto a la secuencia de la base de
datos (scaffold 10:183102-185539) y 5 diferencias en los 1785 pb de phU (T60C, C1082T,
G1083A, G1305A, C1627A) (scaffold_22:347068-349063). Estas diferencias se mantienen en
todos los clones secuenciados. Estos cambios no afectan la secuencia proteica a excepcion de
G1037A que cambia el aminoacido de glicina a glutamato (G156E) en PhZ y C1082T y G1083A
que producen el cambio de alanina a valina (A328V) en la proteina PhU (Figura 4-1 y Figura
4-2).

De la misma forma se amplific6 y clond el gen azgA de A. nidulans, para ser utilizado como
control a lo largo del trabajo. Se verificd que la secuencia clonada fuera idéntica a ANID_08534.1

depositada en la base de datos del Broad Institute.

La comparacion de las secuencias gendmicas y de ADN copia, permitio verificar la estructura
predicha de los genes. La funcionalidad de las proteinas se analizé utilizando los ADNc (ver

seccién 4.1.4).
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=8l cgeacctogtgtgacasacteoategtoocctetttetototgacgaccaccacatoocogogATGCCTATCGCCCTCACGCATAGGATCAR
M P I A L T H E I H

30 OGCCTTCgtgegtoccocogeocgbococtogegaccactgotogtgotgactgectotgtgeacagGTOGCGEACTCGOCCGTAGGGLGE
A F v A D 5 P W G R

120 TEETTOCACCTCGAGGECTCTGEACACCOCAAGGAGCGOGTCGGCTCCOGCTTITCTCgtgegtogoegtect gt toetoctgecegecggte
W F H L E G & G H P K E R WV G 5 R F L

210 ctgactteccogogaccotgeagACOGAGCTCCGTGCAGGECTCACARCATGGgtgegtegt gt tetococacgocgegtegtogeatget
T E L R A G L T T W

300 gacecetectocagEOlGOCATGGOGTACATCgEgogt ttogocootoccocgecteccoct tgoagotgetgacgecgegecaghATCTC
A A M A Y I I =5

390 GETGAACGOCTCCATCATCTOGGAC ACGGELGEARCCTECGTETEC AL GCAGCOCEACCTETEOGTGAACGATEAGACATATC TETOGETS
¥ W A 5 I I § DT G G T C VWV C T Q P DL CWV N DET Y L 5 C

480 CGTCGOCGACGTCOGOCGOEACCTCATCACGAGTACCGOCGOCETC TCOGCGCTCGOGTCGT TCC TCATGGECCTCC TOGCGAACCTOCOD
¥ A DV EREKEDIL I T S5 T A A VvV 5 B L A 5§ F L M G L L & N L P

570 AGTCGGCATGGCGOCCGGACTCGGETIGAACGCATACgEgagtogtctgoteogtcatgocococttotggegetgotgttoctggegtg
v G M A P G L G L N A XY

660 ctggogogogogggoocgotgttgotttgotttgottotoctgogattgogooctgogocogocaacageogetgoocogoectgtgeotaceg

750 gogoctggotatgocggacgggogtgoatgoggotgogacagoggoactocatgotatocgoggacaccatgtgtgtoogtetgatgeac

840 gcragataccoctocogogatatgaatttttgogotgacacttittgtgototagTTCACATACTCGGTTGTTGGgtatgtcaatatgott
F T ¥ 5 W W &

930 tgatgtgtatgcacagegtcoccctotgacggeacgtgoacoeatecagTTTCCACGEGAGCGECATCATCACGTACCGCGAGECTCTCGE
F H & 5 66 I I T ¥ R E A L A

1020 TGECGEGETCTTCCTTGAGERgtgogetttotgtottoctttegtgatgggtggogoategeoteatgettettagETEETTCTTCTTCTTOCTE
A W F L E E W F F F F L

1110 TCTC T T TG G TC T O AR T GG TTGCACGCATC AT GO CGCAGTCECTOG TCATGGOCGTCEE TGO TGGCATOGEC TTGTTCATTG
5 L L G L R Q WL AUETIMZPOQSIL ¥ M AWV G AG I G L F I &

1200 tgagtaccecactgtgogoccoootgoatgoaggetgacegtgttocacaghTTCATCGECTTETgtacgtototgoggggectgattotg
F I &G L

1290 egeotgtascagaactgacaggttigttotatagtTGGEAGEAGEOrTCEECETCATTGEOGETGACACGACCARCOTCGTOGETCTTEETE
5 6 6 6 L 6 ¥ I 6 6 0D TTMN L Vv G L G

1380 GATGTCTGOCGCAGTACTACACGTCGCCAGATC TGO CCARC TACTGCGOETCGCACGTOC TECAGTCGOCAACAR TG TEGECTCGECATCT
& ¢ L P Q ¥ ¥ T & P D L P N ¥ C A 5 H WV L Q S5 P T M W L G I

1470 ToGTCGECGECETCT ToACGGTGTTOC T GATGCTT TACCE TETCARGEECGCGATCC TGATCGECATCTTCC TEACGAGCATCATCAGCT
F v 6 6 ¥V F T ¥V F L M L ¥ R V K G A I L I G I F L T 5 I 1 5

1560 GGLCGOGGOCGACGTOGETGACGTACTTOCCGCACACGEAC ACGEGOGACCAGECCT TOGACTTCTTCARGCAGETCGTCACC TTCOGTC
W P R P T & ¥W T ¥ F P HTODTOGD QA FDVFF KOQW VY T F R

1650 CGCTCARGOGCATOGGCARCGOGCTOGACTACAACT ACAGE ARCGGCCGCGTETEETACGOETTEATCACGT TOC TG TACGTOGACATCD
P L K R I G W A L D Y N ¥ 5 N G RV W ¥ A L I T F L ¥ ¥ D I

1740 TCGACACGACTGEARCGO TG TACTCGATGEOCAAGT TOEGEECCT GGG AECCBGE TEACGC TOGACTTTGAGARC TOGACGATOECGT
L bpbT TG T L ¥ 5§ M A K F A GLRDUPWV TULDFEWMNS T I A

1830 ACTGCGTTGACGCGTTCAGCATCAGCATGEGCGOEC TCATGEGCACCTOCCCTGTCACCECGTTCATCGAGTCOGCGACCGETATCTOOE
¥ ¢ v D AR F § I 5 M GG A L M G T S5 P VvV T AR F I E S5 ATG I 5

1920 AGGETEECARGACGEGCCTCACCGCGATCAC GACEGGCTTCGCETTCTTCATCAGCGTETTC TTCGCCCCGATCTTTGOGAGCATCOCCT
E &G & K T G L T A I T T G F A F F 1 5 W F F A P I F A 5 1 F

2010 CCTGEECTACAGGOGETECCCTCGTCATCGT TEEC TGO TGATGAT OO A ACGTGCGTEATATCAAC TELEACTATCTOGECGACTOTE
5 W A T G G A L ¥ I ¥ G 5 L M I R NV E DI HM W DUY ¥ G D 5

2100 gtgegtgecttetttteccogogogtotgtgoagogoagtotgacetogogtoogoagTGCCCGOETTCCTCACGCTCATCATCATCOCGE
¥ P A F L T L I I I F

2190 TEACCTACAACATCGCGETACGELGTCATCGCGLECATCATC TCETTCC TGO TCATCARCGEEC TOGCGTELECECTECECARGETETOEE
L T ¥ W I A ¥ 66 ¥ I A G I I 5 F ¥ L I W G L A W A L R K Vv 5

2280 GCGAGOGECTTCGCGCCGCOGARCTACGACGCEAGCGAGOCGTGEETCATCCCGCCGEEEAGCATCGTCOCCGCGTGEATGCGCTTCATOR
& E R F AR P P HN ¥ DA 5§ E P WV I P P G S5 I ¥V P B WM ERTF I

2370 OGGGLCOGCACCGEECTCEOEOECGACGCCECCCEEGARCETCCTECGEACGOGGACGTECTCGAGATGGAGCAGCATGCCCACGACGCOG
A & ER T G L A R D A A R E R P B2 D A D W L E M E Q H A H D A

-l
2460 CEAGCGOGAGCTCGCTIGECARACACETOCCCECTG TOGCGEAGCCGETCACCEAGAAGEACGACTGAgCogtagatotgagaggatagg
AR 5 A 5 5 L G K H VY P A VvV A E P YV T E K D D =

2550 tgggrtcaagaaattatgtcttgatatacgacgttttgttogtctogogogtiogtgogeacggococtigogttgocagggogoocggoga
2640 cctgoctggggogtggogggcacogtttgeagaggagaaaatocaaaaacaccaaacagaaatcattgtttgtegtogotogtiotio

Figura 4-1: Gen phZ y proteina PhZ de P. chrysosporium. El codén de iniciacion y terminacion y los motivos pie de
intron se indican con subrayado. Las secuencias de los primers para amplificacion se indican con flechas. Los cambios
con respecto a la secuencia scaffold_10:183102-185539 de la base de datos (http://genome.jgi-psf.org) se indican en
sombreado.
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=40 accagecccactcogocttogtggacegticgotoggogocATGTCTERACCACTOGAT TETGARGEACCAGCCTEETCGOETEGCOCTOCCC
M 5 D H S I ¥V KD Q P G EV P 5 P

51 GACTGTGCADGCCGTGGEOCCCACGAGCGCAGTCCGCCGCCGECTCGGOCGCCTTGOGCACARGTTTGOGACGOGCGAGGECTGECTTGE
T VWV H AV G P T 5 A VW EEREUEREULIDGERULM AU HBUE KV F ATUERE G W L G

141 GGEACTACAARCTATECETGECTCTGTACGOCEACGCTGOCCT TTEOGC TOGETEETCECAGECGCARGACGATGCCGCCATTCTATGCACT
DY W ¥ A W L C T P T L P F A L G G R R B KT M P P F ¥ A L

231 CGACTCCGACCTCOCGETOCTGETTGLGCTCGEGTGCEGEC TCCAGCATGLGETTGCGATGC TTGCGGGECT TATCACGCCOCOGATCAT
0D $ p L P L L L A L & C & L Q H A L A M LA G L I T P P I I

321 CTTTGCEAE'I‘GEA.C'I‘CP.GCE'I\:GFLTGEGGP.G.P.EG'I‘ETGC'ET.P.TATGATCTEGGCETCECTERT'DEGH.TGTthgagtatgaatg’r_'gttca
F A 5 A L 5 L DA ET S A Y M I 5 A S5 L I G

411 tgtgaatactgtcegeottcatacctttgea gGT&TTCTTP.GTEI‘EGTGCAGP.TG'I‘ECAGGATAEACCTGTTCAAGAAETAETAI\:TTEG‘E
5 L vV Qg M 5 R I H L F KHNY Y L G

501 ACCGGOCTGATCAGCGTGETGELCACCAGCTTTGOGACCCTGAGTACGECGARCGCGgtacgtecctecacagteghecgocttecegoge
T &6 L I § v ¥ 6 T 5 F A T L 5 T A HN A

581 tctaactegeatgLagATATTIGATGCGATGTACGCCEGACGETACATGOCCTTOGACCACCGLGGECAGATGGLACTGTCACTCGLGGACT
I F D AM ¥ A DG TOCUP S5 T TAADUGT WV T RIG P

68l ATGTCOGGEACGCTTACGECATGETGCTGEEAACGTCCATCA TC TG TCGTTCCTCGARATTTTCATGTCCTTCGTCCCGCCECGTATTCT
cC P DAY G MV L G T S I I € 5 F LETI FM S F V PF P RTIL

1Tl CCAGAGEATA T OO GO GA TGE T A T G AL TG TCAT CC TTAT GATCGGAGCE TGO T TE TTEGC TOGTCGEGCATOCCEEACTRERES
g R I F P P M ¥ T G T W I L M I G A § L ¥ G 5 8§ G I P D W G

86l TGGCGGCTOGARCGACTGCATGRGEAGGCCTGCGETCCGGAT TCTTCGCGCTATGTCCGEACGTCTCTGOGCCGCGECCACTGLOETREEE
G G 5 W D C M 5 R P BR 5 G F F A L C P DV 5 A P R P L P W G

951 CTCGCCAGAGTTCATCGECC TG TTCCTC T T TOG TG T CCATCATCAT CACGGAGCTCTTOGGC TOGCCGTTCC TCAAGAACATATC
5 P E F I 6 L & F L S F v 5 111 TUETLTFUGSUPF L KIHNTISZS

1041 CATCATCGTCEGCCTOECOGTOGEC TEEATCGTOGE AGGCG TAGC GGG TACAT TGACGEAAGCACGATC TCGAGLGLOCCEEOEATCAC
I 1 ¥ & L & Vv & ¢ 1 v A ¢ ¥ 2 Y I DS 5 T I 5§ 5 & P A I T

1131 ATTCCTGTGGETGCACCGCT TCAAGCTCOGTGTCTACGCACCAGCARTCTTGLCCATGTTTGCGETGTACGTGTCGT TGECTATEGAGES
F L W VvV H R F E L R ¥ ¥ A P A I L P M F A VvV ¥ ¥V 5 L A M E A

1221 GATTGGCGACATCACTGCGTCCGCGGAGGTC TCECGCETGCCCGTCGACGECGAAGAGTTCGACTCGCGCATCCAGGGTGEOGTACTCAG
I1 ¢ DI T »~ 5 A E WV 5 R V P VvV D GEZETFUDSRTI QG G V L 5

1311 CGRCGGCATCEGCEETTTOCTCTCCGCACT T TTCACCETCACGOCGC TETCGATC TT TECGCAGARTAACGETETCATOECCATOAOGEDS
D 6 I 6 6 F L 58 A L F T v TUP L S5 I F & Qg N MH GV I &2 I T R

1401 CTGCGCGAACOGCACTGCGGEECCECTICTGC TGCATGTTCC TCATCCTCTT TEGOGT GCT TGGCARGATC TCEGETGTCTTOC TCGOGAG
C A W ERTAARGRVFCCMU F LI L F G ¥ L G K I 5 6 VvV F L A

1491 tacgtgegecttcacgeotgoccgoctgoctgacactgacagogocgogtagTCCCGARATCCCGTCCTTEETEEOGTGACCACGTTCCTET
I P N P ¥V L GG WYV T TF L

1581 TCGCGTCGGTGGECGETTTCTGGCAT TOGOGTGLTCTOGTAT TGOCGRT TTACAOGGCGAGRTCGCTTTGTGCTTECGGOCGCTCTGTOGT
F A 5§ ¥V A ¥V 58 G I R ¥V L &8 ¥ C R F TRERUDUERTFV L B A A L 5

167l TOGGETATCGETEACCTCCTTETGCCGACCAT C T TTACGCACCTC T TOGATGGCGTTAAGCATCCARACARAGECCTGCAGEECTTCTTOS
F &6 I 6 pD L L v P T I F T H L F D G VvV K H P N K G L Q G F F

1761 ACTCTATAACGATTGTTCTTAGCACACCCTgtaagtggtacttggacaacctoggtgtacttcatggoogetgacttocogegegotgoag
D s 1 T I ¥ L 5 T P

1851 TTCTGGTCGCTGECAT TETGGCCGCGETECTARACCARATAC TGO TCARGARGATARAGRAGARGAGGATGAAGREACAGEEETGEAAG
F L ¥V A 6 I v A A VvV L N Q I L P Q ED KETETETDTETETTGEGV E

1941 'ItATTGP.TG'I‘EEAGGCCERTCAEAGItEGETTGhﬂAAGAGMGE&CAGGGATI\EAgEttcatgtaeatattattagtgggaatattcag
¥ I DV E A H H & P L E K E K D R D

2031 atggttgtgatcttcocactctgggeatagtgtoggtaaacaacccacageottacctgogtaggacaataagtaacggataagaactagota
3121 gtaagccagttgatgaagtoocgogaaagogottiocooctogogocgggacyocgacactagoggaggogitocacac

Figura 4-2: Gen phU y proteina PhU de P. chrysosporium. El coddn de iniciacion y terminacion y los motivos pie de
intron se indican con subrayado. Las secuencias de los primers para amplificacion se indican con flechas. Los cambios
con respecto a la secuencia scaffold_22:347068-349063 de la base de datos (http://genome.jgi-psf.org) se indican en
sombreado.
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4.1.2 Analisis de la estructura secundaria de las proteinas transportadoras
PhUy PhZ

La estructura de las proteinas PhU y PhZ se estudio utilizando los programas BLAST
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), ClustalW (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html) y el predictor de estructuras secundarias
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/). Si bien el alcance de este tipo de
programas (SOSUI, TMHMM, etc) es limitado y muchas veces las estructuras predichas
presentan diferencias con los modelos tridimensionales construidos en base a proteinas
cristalizadas, son herramientas rapidas, facilmente disponibles y de gran valor cuando existen
menos datos experimentales. En este trabajo se utilizaron para comparar la estructura de PhU y

PhZ con las de sus homdlogas de funcién conocida.

La secuencia PhU (593 aa) presenta alta similaridad e identidad con UapA (69% y 50%
respectivamente, e value 0,0, cobertura 92%) y con el resto de las proteinas NAT de funcién
conocida. Presenta los residuos altamente conservados en las proteinas de esta familia
destacandose (Figura 4-3): los 13 residuos invariantes y el motivo caracteristico “NAT signature
motif”, Q*°-N*-N*"-G*8-X4-T**-R** que es idéntico al de UapA. Segin los predictores antes
mencionados, PhU y UapA tendrian 12 STMs y dos dominios citoplasmaticos, uno amino y otro
carboxilo terminal. Estos programas predicen la misma estructura para los transportadores UapC,
XanQ, YgfU y Pucl, mientras que para UraA, Lpel, XanP y RutG la cantidad de STM predichos
es 11y para SNBT1, SVCTL1, SVCT2y PyrP es 10.

Considerando la alta similitud de PhU y UapA entre sus secuencias y sus estructuras secundarias
predichas, y que la similitud de secuencias de estas dos proteinas respecto a UraA es alta (26-23%
identidad, 44-40%, similitud, 5x10%°-1x10"" e value y 69-82% cobertura para PhU-UapA
respectivamente), es posible suponer que el transportador de P. chrysosporium se ajuste al modelo
tridimensional de UapA (construido en base al cristal de UraA). Segin este modelo, estas
proteinas tendrian 14 STMs. Los 23 residuos identificados como criticos para la funcionalidad y
especificidad de UapA se ubican en los STMs 1, 3, 8, 10, 12, 13y 1 (ver seccién 2.7). Entre estos
residuos, solo cinco no se conservan en PhU: Q113/120A (loop STM 1-2), M151/157V (STM3),
A441/457S (loop STM11-12), A469/486R (STM12) y G527/546P (STM14), sin embargo todos
estos cambios estan presentes en alguna otra de las proteinas NAT de funcién verificada

(numeracidn respecto a UapA/PhU, ver Figura 4-3).
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Figura 4-3: Andlisis de PhU, y homdlogos NAT de funcién conocida. Sigue en pagina 42.
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(Continuacion Figura 4-3, pagina 41) Alineamiento mediante ClustalW de PhU; UapA y UapC de A. nidulans; Lpel de
Zea mays; SNBT1 de Rattus norvegicus ; SVCT1 y SVCT2 de Homo sapiens; XanQ, XanP, YgfU, UraA y RutG de E.
coli; PucJ de Bacillus subtilis y PyrP de Lactococcus lactis. Se omitieron regiones 1-100 y 661-740 del alineamiento
por no presentar datos relevantes. Sobre el alineamiento se esquematiza la estructura secundaria predicha para UapA
segun el modelo tridimensional: los segmentos transmembrana (STM) se representan mediante rectangulos grises, los
que forman hojas B mediante flechas y la hélice interna mediante rectangulo azul. Los residuos invariantes se muestran
recuadrados en rojo. El motivo NAT (Q/E/P)-N-X-G-X4-T-(R/K/G) se muestra recuadrado en negro y sombreado en
gris. Los aminoacidos criticos para la funcion y especificidad de UapA se marcan con estrellas de color y los que son
diferentes en PhU con estrellas de color y centro blanco: rojo los implicados en el sitio de union al sustrato, naranja los
implicados en la via de translocacion, verde los que amplian la especificidad y negros los implicados en la interaccion
de los segmentos transmembrana (Kosti et al., 2012). La numeracion de los aminoacidos marcados se corresponde con
la secuencia de UapA.

PhZ (578 aa) presenta alta similaridad con AzgA (58% identidad, 72% de similitud, E value 0.0,
98% cobertura). Segun los predictores ambas proteinas tendrian 8 TMS con dos dominios
citoplasmaticos uno amino y uno carboxilo terminal. Entre las proteinas AzgA-like de funcion
conocida, PhZ es la que tendria mayor similitud estructural con la de A. nidulans. Para AfAzgA,
AtAzgl y AtAzg?2 se predice una estructura con 10 STM vy para los transportadores bacterianos el
nimero de STM predichos es ain mayor (PurP, YicO, YjcD: 13 STM y YgfQ, BBB22, BBB23:
12 STM). Sin embargo, el modelo de la estructura tridimensional de AzgA recientemente
publicado, sugiere la presencia de 14 STMs (Krypotou et al., 2014). La alta similitud entre PhZ-
AzgA, justifica suponer que su estructura es muy similar y por lo tanto que PhZ se ajustaria al
mismo modelo. Los valores de similitud de estas dos secuencias con la proteina cristalizada UraA
son: 33-27% identidad, 61-44%, similitud, 0.42-1.2 E value y 28-15% cobertura para PhZ-AzgA
respectivamente. Los seis residuos que en AzgA han sido identificados como criticos para la
funcion se conservan en PhZ: G125/129 en STM3, D334/339 y D337/342 en STM8, T385/390,
E389/394 y G397/402 en STM10 (numeracion PhzZ/ AzgA) (Figura 4-4).

El alineamiento de las secuencias PhZ y demas proteinas AzgA-like de funcién conocida muestra
la presencia de cuatro motivos conservados y 34 residuos invariantes (Figura 4-4). Tanto los
motivos como los residuos invariantes se mantienen al incorporar al analisis 144 secuencias
correspondientes a proteinas hipotéticas deducidas de genomas secuenciados (29 de procariotas,
35 de plantas, 54 de hongos ascomycotas y 26 de basidiomycotas). Estos motivos no estan
presentes en proteinas de otras familias de transportadores, y parecen ser caracteristicos de esta
familia, por lo que el andlisis de mutantes en sus residuos promete contribuir en el establecimiento

de las relaciones estructura-funcion de la familia AzgA-like (Ver seccion 4.3).
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Figura 4-4: Analisis de PhZ, y homologos AzgA-like funcién conocida. Alineamiento mediante ClustalwW de PhZ;
AzgA de A. nidulans; AfAzgA de A.fumigatus; AtAzgl y AtAzg2 de A. thaliana; BBB22 y BBB23 de B. burgdorferi;
y PurP, YicO, YjcD y YgfQ de E. coli. Se omiti6 regién 541-610 del alineamiento por no presentar datos relevantes.
Sobre el alineamiento se esquematiza la estructura secundaria predicha para AzgA segin el modelo tridimensional: Los
STM se representan mediante rectangulos grises, las hojas  mediante flechas y las hélices internas mediante rectangulo
azul. Los aminodcidos criticos para la funcién de AzgA se marcan con estrellas naranja (Krypotou et al., 2014). La
numeracion de los aminoécidos marcados se corresponde con la secuencia de AzgA. Los recuadros indican los motivos
conservados (ver seccién 4.3). Los residuos invariantes en todas las AzgA-like analizadas (incuidas las 144 proteinas
hipotéticas) se muestran recuadrados en rojo.
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4.1.3 Estudios de expresion génica de phZ y phU

Previo a esta tesis estudiamos la expresion génica de los transportadores de purinas de
P. chrysosporium. Determinamos que phU se induce en presencia de purinas y en ausencia de
nitrégeno, y phZ se induce en presencia de adenina, hipoxantina y xantina aunque mas levemente
que phU; y el acido Urico no parecia tener un efecto inductor significativo. EI amonio a diferencia
de lo que ocurre en A.nidulans no mostraba efecto represor sobre phZ ni sobre phU (Barraco
Vega, 2010).

En esa instancia se considerd como nivel basal, la expresion de ambos genes en urea como fuente
de nitrégeno, por analogia con A. nidulans. Sin embargo, la urea puede ser una condicién de
represion y en todo caso hay que demostrarlo, mas en un organismo del que poco o nada se

conoce, por lo que nos planteamos determinar el nivel basal de expresién de ambos genes.

Para determinar la accion de la urea sobre la expresion de phZ y phU se comparé el nivel de
ARNmM obtenido en hipoxantina (condicion inductora) con el obtenido en hipoxantina mas urea.
La acumulacion de ARNm se midié mediante gRT-PCR en dos ensayos independientes utilizando
como referencia el gen de la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (gpd) y urea como condicion
calibrador segun el procedimiento descripto en Barraco Vega, 2010. Determinamos que la urea es
una condicion de represion de ambos genes, ya que el agregado de la misma disminuye la

expresion que se obtiene en presencia de hipoxantina (Figura 4-5).

En busca de una condicion que no induzca ni reprima la expresion de phZ y phU, analizamos la
cantidad de ARNm acumulado en presencia de fuentes de nitrégeno no relacionadas con la via
catabolica de las purinas como nitrato y aminoacidos (valina, leucina, metionina, cisteina, glicina,
alanina, arginina y prolina). En todos los casos se comparé el nivel acumulado en la condicién
inductora hipoxantina con el obtenido cuando ademas de hipoxantina alguno de estos metabolitos

esta presente en el medio.

Al igual que la urea, el amonio y los aminoécidos analizados (excepto prolina) tienen efecto
represor en ambos genes (Figura 4-5 y Figura 4-6 A-D). Entre las fuentes de nitrégeno analizadas,
el nitrato es la Gnica no represora de la expresion de ambos genes ya que el agregado del mismo
no disminuye los niveles de ARNm acumulado respecto al de hipoxantina (Figura 4-5). Ademas
el agregado de nitrato a otras fuentes (prolina y cisteina) tampoco produce variaciones
significativas (Figura 4-6 E y F). Por lo tanto, esta condicién se consider6 la correspondiente al

nivel basal de expresidn de estos genes.
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Figura 4-5: Determinacién de condicién no inductora-no represora para phZ y phU: Medidas de acumulacion de
ARNm de phZ y phU. Grafica del coeficiente R en distintas condiciones: amonio (NH4), urea (Ur), nitrato (NO3),
prolina (Pro), valina (Val), leucina (Leu), metionina (Met), cisteina (Cys), e hipoxantina (Hx) se muestran en gris claro;

en gris oscuro se muestran los R cuando la condicidn es hipoxantina.
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Figura 4-6: Evaluaciéon de nitrato como condicién no inductora-no represora de phZ y phU. Medidas de
acumulacién de ARNm de phZ (A, Cy E) y phU (B, D y F). Gréficas del coeficiente R en distintas condiciones: prolina
(Pro), cisteina (Cys), hipoxantina (Hx), urea (Ur), amonio (NH4) y nitrato (NO3), se muestran en gris claro; en gris
oscuro se muestran los R cuando a las fuentes de nitrégeno (FN): prolina, cisteina, e hipoxantina se les adiciona urea (A
y B), amonio (Cy D) y nitrato (E y F).
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Los resultados indican que: el nivel basal de expresion de phU es mas alto que phZ. phU es
inducido por las cuatro purinas, carencia de nitrogeno y prolina, y reprimido por la presencia de
amonio, urea y amino&cidos (valina, leucina, metionina, cisteina, glicina, alanina y arginina) . phZ
es inducido claramente por sus sutratos hipoxantina y adenina y menos por xantina (ver seccion
4.1.5), y claramente reprimido por urea y aminoacidos. En condiciones de carencia de nitrégeno,
0 en presencia de prolina, este gen se expresa practicamente a nivel basal, levemente por encima;

y en presencia de amonio y &cido Urico levemente por debajo (Figura 4-7).
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Figura 4-7: Acumulacion de ARNm de phZ y phU. Gréfica del coeficiente R en distintas condiciones: urea (Ur),
amonio (NH4), adenina (Ad), xantina (X), hipoxantina (Hx), sin nitrégeno (s/N), , nitrato (NO3), prolina (Pro) y los
aminodcidos: valina, leucina, metionina, cisteina, glicina, alanina y arginina (para los cuales se muestra el R promedio
representado como AA). En linea punteada se marca el nivel de basal de expresion de phZ (gris claro) y phU (gris
0SCUro).

4.1.4 Construccion de A.nidulans::phZ y ::phU

Con el objetivo de estudiar la funcionalidad de los transportadores de P. chrysosporium elegimos
expresarlos en A. nidulans ya que ademas de ser un hongo filamentoso ampliamente utilizado
como modelo de investigacidn y poseer caracteristicas que favorecen la expresion de secuencias
heter6logas, es el organismo donde se ha estudiado en mayor detalle tanto el catabolismo como el
sistema de captacion de purinas (ver seccion 2.8). Se construyeron cepas de A. nidulans, cada una
conteniendo un Unico gen transportador y ubicado en el sitio cromosémico de azgA, de forma que
estas cepas expresan los transportadores PhZ y PhU en el contexto genético de la permeasa de
A. nidulans (AzgA). Para lo cual, la cepa A.nidulans receptora carece de los genes propios (azgA,
upaA y uapC) (seccién 4.1.4.2) y, el ADN a incorporar se fusion6 a secuencias cromosémicas del

lugar a donde se quiere dirigir la integracion (seccion 4.1.4.1). Cuando se analiza la actividad de
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un transportador por expresion en un organismo diferente al de origen, los fenotipos obtenidos
pueden atribuirse a factores propios de la proteina (baja capacidad de transporte o afinidad por el
sustrato) o a una ineficiente resolucion de los intrones por la cepa receptora. Con el fin de
eliminar esta ultima variable la funcionalidad de las proteinas se analizé utilizando el ADN copia
de P. chrysosporium.

4.1.4.1 Subclonado: fusién a promotor y terminador de A. nidulans

Para favorecer la integracion de cada uno de los genes en estudio en la ubicacion del gen azgA en
A. nidulans, se construyeron los cassettes 5’azgA-transportador-gfp-riboB-3’azgA y 5’azgA-
transportador-riboB-3’azgA, para las secuencias codificantes de phZ y phU de P.chrysosporium y
el propio gen azgA de A .nidulans (control). Segun se detalla a continuacion (ver esquema en
Figura 4-8).

a) Construccion de los componentes del sistema para generacion de cassettes.

i) La region 5 del gen azgA hasta el codén de iniciacion (850 pb), se amplificé a partir de ADN
genémico con primers especificos (FPLAN5ZF1 y AN5ZR1) y se clondé en pGemT-easy
(Promega): plasmido p5'azgA.

ii) El plasmido p3'azgA que contiene las secuencias gfp-riboB-3azgA se construyé mediante la
insercion de un fragmento de la region 3’azgA en el plasmido pHL82. Este plasmido pHL&2
posee la secuencia del gen gfp (green flourescent protein) seguida del gen de seleccion riboB
(complementacion de la auxotrofia de riboflavina). La secuencia 3’azgA, 950 pb desde el coddn
de finalizacion, se amplific6 a partir de ADN gendmico con primers especificos (AN3ZF y
FP6AN3ZR1) y posteriormente se insertd en pHL82 por la técnica de RF-PCR (restriction free
PCR).

b) Construccion de cassettes 5’azgA-transportador-gfp-riboB-3’azgA

Los dos componentes antes descriptos (5°azgA y gfp-riboB-3’azgA), se unieron a las secuencias
codificantes de phZ y phU segln Figura 4-8. i) Se amplifico la secuencia codificante de cada
transportador previamente clonados (seccion 4.1.1); ii) la region 5’azgA se amplificd usando un
primer reverso gue ademas de 20 nucledtidos especificos de la secuencia contiene los primeros 20
nucledtidos del correspondiente gen transportador; iii) se amplifico la secuencia gfp-riboB-3 ‘azgA
usando un primer forward que incluye 20 nucledtidos adicionales que complementan con el final
de transportador sin incluir el codon de terminacion. De esta forma se generaron amplicones 5° y
3’ que solapan en 20 nucledtidos a cada gen transportador a unirse y por tanto los tres fragmentos

actlan tanto de ADN molde como de primers en una PCR. El paso final, es la amplificacion con
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primers desde los bordes, obteniéndose como resultado una Unica molécula integrada: 5’azgA-
transportador-gfp-riboB-3'azgA (=6750pb). Este procedimiento se realiz6 para cada trasportador,
en el caso de azgA en lugar de ADNc se utilizo ADNg (Figura 4-9). Todos los clones y

construcciones fueron verificados por secuencia.

Pl o P
Complementa con . P4
azgA promotor Complenﬁlgrqgeasa s/STOP
P3 con permeasa ofp/gen de seleccién/ azgA term.
<<
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azgA promotor permeasa codificante gfp/gen de seleccion/ azgA term.

Figura 4-8: Esquema de la construccion del cassette 5"azgA-transportador-gfp-ribo-3"azgA mediante la técnica de
fusion por PCR. Los primers se nombran a modo ilustrativo ver Tabla 7-3)

A 5 transportador 3 B
azgA phZ phu azgA phZ phU azgA phZ phU
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G s/ADN azgA phZ phU
q .
—2kb
- 6kb
2k - LY
-~ .. ki =
-7
750pb -

Figura 4-9: Construccion de cassettes 5 azgA-transportador-gfp-ribo-3"azgA. Electroforesis en gel de agarosa 0.8%
y tincion con BrEt de los productos de PCR A) Componentes para la construccion: Carriles 2-4, amplificacion del la
region 5’ del gen azgA con un extremos que solapa con azgA, phZ y phU respectivamente (850pb). Carriles 5-7,
amplificacion del gen azgA (2015pb), phZ (1737pb) y phU (1785pb) respectivamente. Carriles 8-9, amplificacion del la
region 3° del gen azgA con un extremos que solapa con azgA, phZ y phU respectivamente (3900pb). Carriles 1 y 11
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific. B) Productos de fusion 5 azgA-gen transportador-
ofp-ribo-3"azgA para azgA, phZ y phU, control de PCR sin ADN (sADN). Marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder Thermo Scientific.

c) Construccidn de cassettes 5’azgA-transportador-riboB-3’azgA

Estos cassettes (sin gfp), se construyeron como los anteriores (seccion b). La Unica diferencia
consistio en que el primer directo (P4 en Figura 4-8 ) utilizado para la amplificacién de la regién

3', complementa con el gen riboB (en lugar de gfp) e incluye los mismos 20 nucle6tidos
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adicionales que complementan con el final de transportador. De esta forma se generaron

amplicones 3’ con la secuencia riboB-3azgA para solapar con cada uno de los transportadores.

La generacion de los cassettes con y sin gfp se realizd con el objetivo de verificar que la
funcionalidad de los transportadores no se viera afectada por la fusién a la proteina verde
fluorescente (ver seccion 4.1.5).

4.1.4.2 Construccion de la cepa A. nidulans receptora, AZAC Anku riboB2

Para este trabajo fue necesario construir una cepa receptora que en primer lugar no tuviera los
transportadores AzgA, UapA y UapC funcionales (AZAC, delecion de genes azgA, uapA y uapC),
esta cepa por lo tanto es incapaz de crecer en purinas como fuente de nitrégeno. Ademas que
fuera auxétrofa para riboflavina (riboB2) de forma que permitiera la seleccion de transformantes
y por ultimo que favoreciera la integracion de las secuencias foraneas en el locus elegido. EI gen
nku codifica la subunidad 1 de la helicasa Il, implicada en procesos de recombinacion heter6loga,
eliminado este gen (4nku) se disminuye la integracion de las secuencias foraneas en otros lugares

del genoma y por tanto favorece la recombinacion homoéloga (Nayak et al., 2006).

Se construyé entonces la cepa receptora AZAC riboB2 Anku por cruzamiento entre
AazgAAuapAduapC::pyrGAf argB2 pabaAl y Anku::argB® riboB2 pyroA4 pyrG89 (argB2,
pabaAl, pyroAd y pyrG89, mutaciones que generan auxotrofia por arginina, acido p-
aminobenzoico, piridoxina y uracilo-uridina, respectivamente). Entre las 160 cepas argB+ pyrG+
analizadas, 25 fueron seleccionadas por no crecer en presencia de hipoxantina ni acido Urico
como Unicas fuentes de nitrégeno y por ser resistentes al andlogo toxico 8-azaguanina (gque
ingresa por AzgA, ver seccion 4.1.5) . Estas cepas, AazgA AuapA y posiblemente AuapC, tienen

también, mas de una auxotrofia incluida riboflavina.

La segregacidn de nku no presenta fenotipos diferenciables por crecimiento, y los fenotipos uapC
no son netos debido a la baja capacidad de transporte de esta proteina. Si bien las deleciones estan
ligadas a los marcadores argB y pyrG estos caracteres segregan ademas en funcion del alelo
presente en su locus original. Esto quiere decir que una cepa protétrofa para arginina no
necesariamente presenta la delecion nku y una cepa protétrofa para uracilo-uridina no

necesariamente es AuapC, por tanto ambas deleciones se verificaron por PCR.

Para uapC se utilizaron dos pares de primers: i) primers situados en las secuencias flanqueantes a
la delecion (AN3uapC-F1 y AN5uapC-R1); ii) el primer ANpyrG-F2 que hibrida con pyrG
(cassette de delecion de uapC) y AN5uapC-R1 (Figura 4-10 y Tabla 7-3). Los amplicones

esperados son de 1871pb y ninguno respectivamente para uapC+. Mientras que para AuapC se
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esperan amplicones de 2500pb y 1239pb, respectivamente. De las 16 cepas analizadas solo 2 son
uapC+.

Para nku se analizd el ADN gendémico con primers situados en las secuencias flanqueantes a la
delecion (ANnku-F1 y ANnku-R1, Tabla 7-3). Con éstos, las cepas nku+ producen un amplicon
de 2236pb y las Anku uno de aproximadamente 1700pb. De las 16 cepas analizadas 10 presentan

la delecion en nku.

Combinando los resultados se eligio la cepa AazgAAuapAAuapC::pyrG+ Anku::argB+ argB +/-
pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG +/- denominada MV60 (+/- , indica no determinado) (Figura 4-10,
Figura 4-11, Figura 4-12).

b wt MV60 uapC+ b wt MV60 uapC+

F1/R1 F2/R1

B 5] R1

uapC

AuapC

Figura 4-10: Verificacion de la delecion uapC de cepa receptora. A) Electroforesis en gel de agarosa 0.8% y tincion
con BrEt de los productos de PCR. En los carriles: sin ADN (b), ADNg de cepa: silvestre (wt), AZAC::pyrG*
Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl (MV60), cepa uapC+ obtenida de la progenie analizada. Marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). Por la secuencia de los primers referirse a Tabla 7-3. AN3uapC-F1
(F1), AN5uapC-R1 (R1), ANpyrG-F2 (F2).
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8azgA -paba -pyro -ribo

Anku

wt

z
I
>

Figura 4-11: Test de crecimiento de cepa receptora: MV60: AZAC::pyrG+ Anku::argB+ pabaAl riboB2 pyroA,
Anku: Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pyrG89 (parental de cruzamiento), AZAC: AazgA, AuapA 'y AuapC::pyrG+ pabaAl
riboB2. Wt: silvestre pabaAl. Las fuentes de nitrdgeno amonio (NH4), acido Urico (AU) e hipoxantina (Hx) se
evaluaron en presencia de acido p-aminobenzoico, piridoxina, riboflavina, uridina y uracilo, el crecimiento en el
analogo téxico 8azaguanina se evalué en presencia de estos suplementos y amonio como fuente de nitrégeno. Las
auxotrofias se evaluaron en presencia de amonio suplementado con uridina y uracilo y: piridoxina y riboflavina (-paba),
acido p-aminobenzoico y riboflavina (-pyro), de acido p-aminobenzoico y piridoxina (-ribo).

b wt Anku nku+ MVE0

Figura 4-12: Verificacion de delecién nku de cepa receptora. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% y tincion con
BrEt de los productos de PCR. En los carriles: sS/ADN (b), ADNg de cepa: silvestre (wt), Anku::argB+ riboB2 pyroA4
pyrG89 (Anku), AZAC Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl (MV60), cepa nku+ obtenida de la progenie analizada.
Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific.

La cepa MV60 tiene un bajo grado de regeneracion de protoplastos (10™) y baja eficiencia de
transformacidn tanto con ADN circular como lineal (1 transformante/ugADN). La frecuencia fue
medida en base a la obtencion de cepas protétrofas para riboflavina, usando un plasmido riboB+.
Esto significa un orden menos de lo esperado y de lo obtenido con la cepa AZAC riboB2 pabaAl
(control de transformacion). La eficiencia de transformacion se aumenté en un orden de

magnitud, utilizando una nueva enzima de protoplastizacion.
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4.1.43 Obtenciony seleccion de transformantes

La cepa AZAC:: pyrG* Anku::argB™ riboB2 pyroA4 pabaAl, se transformé con cada uno de los
cassettes construidos (seccion 4.1.4.1). Se obtuvieron 42 transformantes de phU, 87 de phZ y 146
de azgA, de los cuales 9, 37 y 39 no estan fusionados a gfp, respectivamente. Se verificd que las
colonias aisladas fueran transformantes mediante la evaluacion de auxotrofias, la incorporacién
del cassette complementa el requerimiento de riboflavina pero no de &cido p-aminobenzoico ni
piridoxina; y la evaluacion del crecimiento en hipoxantina y acido Urico. El analisis de
crecimiento (Figura 4-13) mostrd que todas las cepas que incorporaron azgA (AN::azgA) crecen
en hipoxantina al nivel de la cepa silvestre y no crecen en &cido Urico. Todos los transformantes
AN::phZ mostraron un comportamiento similar a AN::azgA, no pueden utilizar acido Urico como
fuente de nitrogeno pero si hipoxantina, si bien el crecimiento no se restituye a nivel de las cepas
azgA+ (silvestre, AN::azgA). Finalmente, los transformantes AN::phU pueden utilizar acido Urico
como fuente de nitrégeno pero no hipoxantina. En la mitad de las cepas AN::phU aisladas el
crecimiento con acido Urico se restituye al nivel de la cepa silvestre, mientras que para las demas

cepas la restitucion es parcial.

En ningun caso se detect6 diferencias de crecimiento entre las cepas que tienen el transportador
fusionado a GFP (AN::phZ-gfp y AN::phU-gfp) y las que no (AN::phZ-s y AN::phU-s). Todas las
cepas AN::phZ crecen en hipoxantina de forma analoga. Algunas cepas AN::phU-s y AN::phU-
gfp crecen en &cido drico al nivel de la cepa silvestre, mientras que otras presentan menor grado

de crecimiento (resultados no mostrados).

En funcion del fenotipo de crecimiento se seleccionaron: i) 6 transformantes phU (AN::phU) de
los cuales 5 tienen el gen transportador fusionado a gfp y 1 no tiene la fusion, ii) 5 transformantes

phZ (3 AN::phZ-gfp y 2 AN::phZ-s) y iii) 5 azgA (AN::azgA-gfp) para los siguientes estudios.

La presencia del cassette de transformacion en el genoma de las cepas seleccionadas se verificd
mediante amplificacién con primers externos (aproximadamente 6,5 kb) a partir del ADN
gendmico (Figura 4-14). La ausencia de un amplicon de 2600pb indica que los cassettes se

integraron en el locus azgA.
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Figura 4-13: Anadlisis de crecimiento de transformantes: Se muestra 1 transformante de cada transportador. PhZ:
AN::phZ-gfp, AzgA: AN::azgA-gfp y PhU: AN::phU-gfp; Wt: pabaAl, AZAC: AZAC::pyrG* Anku::argB+ riboB2
pyroA4 pabaAl. Las fuentes de nitrogeno NH4: amonio, AU: acido Urico, Hx: hipoxantina, se evaluaron en presencia
de acido p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. Las auxotrofias se evaluaron en presencia de tartrato de amonio y
los mismo suplementos excluyendo el indicado en cada caso, -paba: acido p-aminobenzoico; -pyro: piridoxina, -ribo:
riboflavina.

G S i wi— Figura 4-14: Verificacion de cassette en transformantes seleccionados:
Electroforesis en gel de agarosa 0.8% Yy tincién con BrEt de los productos de PCR
con primers que amplifican la totalidad del cassette (FPLAN5SZF1 vy
FP6AN3ZR1,Tabla 7-3). Se ejemplifica mostrando el resultado de la amplificacion
de ADNg de una cepa AN:azgA-gfp (azgA), una AN:phU-gfp (phU) y una
AN::phZ-gfp (phZ). Control de PCR sin ADN (s/ADN). En ningin caso se observé
una banda de aprox. 2600pb (la delecién azgA201 es de 1200pb, Cecchetto et al.,
2004). Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific.

4.1.5 Analisis del transporte de purinas, derivados y analogos

Dado que el contexto genético y por lo tanto metabdlico es el mismo en todos transformantes, las
diferencias de crecimiento entre estas cepas pueden asociarse a diferencias en el transporte de los
sustratos. Es asi que, el transporte de purinas, derivados y analogos a través de PhZ y PhU se
analizé por crecimiento en medio sélido. Cuando el metabolito que se transporta es necesario para
el crecimiento en A. nidulans (ej: Unica fuente de nitrégeno), el transporte produce un fenotipo de
crecimiento visible y la ausencia de transporte conduce a la falta de crecimiento. Ademas del
crecimiento normal o la falta total de crecimiento, se pueden observar fenotipos intermedios de
crecimiento inferior al del tipo silvestre. En los casos donde la falta de transporte produce un
fenotipo no visible, el uso de analogos toxicos permite obtener un fenotipo discernible. Es por
esto que el transporte de aquellos sustratos que no sirven como fuente de nitrégeno se analizo

mediante ensayos de competencia con desplazamiento de analogos de purinas toxicos.
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El transporte a traves de PhZ se evalu6 en las 6 cepas AN::phZ seleccionadas junto con 4 cepas
control AN::azgA. El transporte a través de PhU se evalué en las 5 cepas AN::phU junto con 3
cepas control AN::uapA construidas mediante transformacion de la cepa AZAC riboB2 paba Al
con el plasmido p520exp que contiene la secuencia del gen uapA y el gen de seleccion pabaA
(complementacién de la auxotrofia de acido p-aminobenzoico).

Todas las cepas AN::phZ, al igual que las AN::azgA, son capaces de crecer en presencia de
adenina e hipoxantina y no puede crecer en xantina o acido urico. Las cepas AN::phU al igual que
AN::uapA pueden crecer en xantina y acido Urico pero difieren en que mientras las ultimas
presentan un fenotipo de crecimiento nulo en adenina y hipoxantina, las AN::phU crecen un poco
mas que el control sin permeasas (Figura 4-15). Esto indicaria que los transportadores de
P. chrysosporium tienen especificidad por los mismos sustratos principales (purinas) que sus
homologos de A. nidulans. Con una posible diferencia, PhU podria tener un espectro mas amplio
transportando adenina e hipoxantina con muy baja eficiencia, aunque a este nivel de experimentos

no es posible concluir.
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Figura 4-15: Transporte de purinas (Fuente de nitrogeno). Test de crecimiento de cepas de A. nidulans en distintas
fuentes nitrogeno: adenina (Ad), hipoxantina (Hx), xantina (X), acido drico (AU) y amonio (NH4), todas se evaluaron
en presencia de &cido p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. A modo de ejemplo se muestra un transformante de
cada transportador: PhZ (AN::phZ-gfp), AzgA (AN:azgA-gfp), PhU (AN:phU-gfp), Wt: pabaAl, AZAC:
AZAC::pyrG+ Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl y UapA: (AN::uapA) .

Sustratos que A. nidulans no utiliza como fuente de nitrégeno o que como fuente de nitrégeno son
muy pobres, no pueden evaluarse directamente. Es el caso de uridina, uracilo, 2-aminopurina, 6-

tioguanina, 8-azaxantina, 2-8 ditio-6-oxipurina, alopurinol y &cido 6-hidroxinicotinico (Figura
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4-16). Estos no son toxicos, ya que A. nidulans silvestre crece correctamente cuando se adiciona

amonio u otra fuente de nitrégeno.

Bazx  tioox-PU ALL B-hox-NI

URA URI 2-AP 8.7G
E CREE.CE
H CTHEE B
—
- LI
- A

Figura 4-16. Crecimiento en analogos y derivados de purinas. Test de crecimiento de cepas de A. nidulans en
analogos y derivados de purinas como Gnica fuente de nitrégeno: uracilo (URA), uridinas (URI), 2-aminopurina (2-AP),
6-tioguanina (6-TG), 8-azaxantina (8-azx), 2,8-ditio-6-oxipurina (tio-ox-PU), alopurinol (ALL) y é&cido 6-
hidroxinicotinico (6-hox-NI), todas las condiciones se evaluaron en presencia de acido p-aminobenzoico, piridoxina y
riboflavina. A modo de ejemplo se muestra un transformante de cada transportador: PhZ (AN::phZ-gfp), AzgA
(AN::azgA-gfp), PhU (AN:phU-gfp), Wt: pabaAlAZAC: AZAC Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl y UapA:
(AN::uapA).

PhZ

i§

)
g

§

Para visualizar el transporte de este tipo de sustratos se realizaron ensayos de competencia en
presencia de analogos de purinas toxicos. En estos ensayos, se utiliza una fuente de nitrégeno que
no es transportada por la proteina en estudio (amonio, nitrato) por lo que todas las cepas pueden
crecer como la cepa silvestre. Al adicionar al medio un sustrato toxico transportado por estas
proteinas, no habra crecimiento. Finalmente si ademas del sustrato téxico se adiciona otro sustrato
(no téxico) que entre a la célula por el mismo transportador, competird con el anterior
disminuyendo su ingreso al organismo, lo que se traduce en restitucion del crecimiento. De esta

forma el restablecimiento del crecimiento es indicativo de transporte.

La 8-azaguanina y el oxypurinol son analogos toxicos para A. nidulans que ingresan por AzgA y
UapA respectivamente y demostramos que son también transportados por PhZ y PhU. El
oxypurinol es transportado por PhU y UapA en el mismo grado mientras que la 8-azaguanina

parece ser transportada algo mas eficientemente a través de AzgA que de PhZ (Figura 4-17).
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Figura 4-17: Analogos de purinas toxicos. Test de crecimiento en: 8-azaguanina + amonio (8azg+NH,) y Oxypurinol
+ nitrato (Oxy+NQ;), amonio (NH,) y nitrato (NOs) todas las condiciones se evaluaron en presencia de acido p-
aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. A modo de ejemplo se muestra un transformante de cada transportador. PhZ
(AN::phZ-gfp), AzgA (AN::azgA-gfp), PhU (AN::phU-gfp). Se incluyen la cepas control Wt: pabaA1AZAC: AZAC
Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl y UapA: (AN::uapA).

El transporte de los sustratos: uridina, uracilo, 2-aminopurina, 6-tioguanina, 8-azaxantina, 2-8
ditio-6-oxipurina, alopurinol y acido 6-hidroxinicotinico, se evalu6 entonces mediante ensayos de
competencia con los analogos téxicos (8-azaguanina en el caso de PhZ y oxypurinol en el caso de
PhU) a distintas concentraciones de cada sustrato. Ademas, con el objetivo de comparar el
transporte de los distintos sustratos, las purinas que son fuente de nitrégeno, también se analizaron
por competencia con estos analogos téxicos. La medida de eficiencia de transporte se definio
como la minima concentracién de sustrato que es capaz de desplazar al toxico, restableciendo el
crecimiento. En estos ensayos el término eficiencia involucra tanto afinidad por el sustrato como

capacidad de transporte.

Phz, al igual que AzgA, transporta 6-tioguanina, 2-aminopurina, adenina, hipoxantina, guanina y
8-azaguanina y no se detectd transporte de xantina, acido Urico, uridina, uracilo, 8-azaxantina, 2-8
ditio-6-oxipurina, alopurinol y &cido 6-hidroxinicotinico (crecimiento igual a cepa AZAC). Los
sustratos son transportados con diferentes eficiencias (Figura 4-18, Figura 4-19, Figura 4-20): PhZ
muestra mayor eficiencia para hipoxantina y adenina que para guanina, y es ain menor para 6-
tioguanina y 2-aminopurina. Mientras que en AzgA el transporte de adenina es mas eficiente que
el de hipoxantina y guanina, en menor grado se transporta 2-aminopurina y ain con menor
eficiencia se transporta 6-tioguanina. Estos resultados indicarian que ambos transportadores

comparten los mismos sustratos, si bien presentan diferencias en el proceso de transporte.
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8azg+NH«+6-TG 8azg+NH4+2-AP
8azg+NH«

AzgA
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Figura 4-18: Analogos y derivados de purinas que transporta PhZ. Ensayos de competencia, se muestra el
crecimiento en: 8-azaguanina + amonio (8azg+NH,), 8-azaguanina + amonio + distintas concentraciones de sustrato 6-
TG: 6-tioguanina y 2-AP: 2-aminopurina (0,05; 0,1 y 0,2 mg/ml). Todas las condiciones se evaluaron en presencia de
acido p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. PhZ (AN::phZ-gfp), AzgA (AN::azgA-gfp). Wt: pabaA1AZAC: AZAC
Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl.

Bazg+NH4*Ad BazgeNHa+Hx
Bazg+NH4 on 002 0.05 002 0.05 o1t
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Figura 4-19: Transporte de purinas a través de PhZ (competencia). Ensayos de competencia, se muestra el
crecimiento en: 8-azaguanina + amonio (8azg+NH,), 8-azaguanina + amonio + distintas concentraciones de sustrato:
Ad: adenina (0,01; 0,02 y 0,05 mg/ml); Hx: hipoxantina (0,02; 0,05 y 0,1 mg/ml), Gu: guanina (0,02; 0,05 y 0,1
mg/ml), X: xantina y AU: &cido Urico (0,2 mg/ml). Medios suplementados con &cido p-aminobenzoico, piridoxina y
riboflavina. PhZ (AN::phZ-gfp), AzgA (AN::azgA-gfp), Wt: pabaAl, AZAC: AZAC Anku::argB+ riboB2 pyroA4
pabaAl.
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8azg+NH«+0.2 mg/ml de sustrato
ALL

Figura 4-20: Andlogos y derivados de purinas no transportados por PhZ. Se muestra el crecimiento en: 8-
azaguanina + amonio (8azg+NH,) y los ensayos de competencia en 8-azaguanina + amonio + 0,2 mg/ml de sustratos:
uracilo (URA), uridinas (URI), 8-azaxantina (8-azx), 2,8-ditio-6-oxipurina (tio-ox-PU), alopurinol (ALL) y é&cido 6-
hidroxinicotinico (6-hox-NI). Medios suplementados con &cido p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. PhZ
(AN::phZ-gfp) y AzgA (AN::azgA-gfp), Wt: pabaAl, AZAC: AZAC Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl.

PhU, al igual que UapA, transporta 2-aminopurina, uridina, uracilo, xantina, acido Urico,
hipoxantina, adenina, guanina y oxypurinol y no se detect6 transporte de: 6-tioguanina, 8-
azaxantina, 2-8 ditio-6-oxipurina, alopurinol y acido 6-hidroxinicotinico. La eficiencia con la que
los sustratos son transportados es diferente. PhU transporta xantina mejor que uridina y uracilo;
menos eficientemente transporta acido Urico y con menor eficiencia hipoxantina, 2-aminopurina,
adenina y guanina. El de A. nidulans también transporta xantina con la mayor eficiencia detectada
pero el transporte de &cido Urico, uridina y uracilo es al mismo nivel, en menor grado transporta
2-aminopurina, hipoxantina, adenina y guanina. (Figura 4-21, Figura 4-22, Figura 4-23). Esto
explica porque las cepas AN::PhU crecen mejor en hipoxantina y adenina que las cepas
AN::UapA (Figura 4-15), el transporte de hipoxantina y adenina por UapA es minimo (s6lo se

detecta en competencia) y podria considerarse despreciable.

Estos resultados permiten concluir que PhU y UapA transportan los mismos sustratos y al igual

gue PhZ y AzgA presentan diferencias en el proceso de transporte.
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Oxy+NO2+URA o,,mo,‘um Oxy+NO3+2-AP

Figura 4-21: Analogos y derivados de purinas que transporta PhU. Ensayos de competencia, se muestra el
crecimiento en oxypurinol + nitrato (Oxy+NQ3;), Oxypurinol + nitrato + distintas concentraciones (0,05; 0,1 y 0,2
mg/ml) de sustrato. URA: uracilo, URI: uridina, 2-AP: 2-aminopurina. Medios suplementados con é&cido p-
aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. PhU (AN::phU-gfp), UapA (AN:uapA), Wit: pabaAl AZAC: AZAC
Anku::argB+riboB2 pyroA4 pabaAl.

Oxy+NO3+X Oxy+NO3+AU

0.01 0.05

-
r
: 3
- .
Oxy+NOa+Hx
0.05 0.1

Figura 4-22: Transporte de purinas a través de PhU (competencia). Sigue en pagina 60.
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(Continuacién Figura 4-22, pagina 59). Ensayos de competencia, se muestra el crecimiento en oxypurinol + nitrato
(Oxy+NO3), Oxypurinol + nitrato + distintas concentraciones de sustrato (La concentracion medida en mg/ml se indica
en la figura). X: xantina, AU: &cido Urico, Hx: hipoxantina, Ad: adenina, Gu: guanina Medios suplementados con 4cido
p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. PhU (AN::phU-gfp), UapA (AN:uapA), Wt: pabaAlAZAC: AZAC
Anku::argB+riboB2 pyroA4 pabaAl.

_ Oxy*NOx+0.2mg/midesustrato
Oxy+NOa 6-TG 8-azx  tio-ox-PU ALL 6-hox-NI

EE:
o3
m o
MZAC

Figura 4-23: Analogos y derivados de purinas no transportados por PhU. Se muestra el crecimiento en: Oxypurinol
+ nitrato (Oxy+NQO3) y los ensayos de competencia en Oxypurinol + nitrato+ 0,2 mg/ml de sustratos: 6-tioguanina (6-
TG), 8-azaxantina (8-azx), 2,8-ditio-6-oxipurina (tio-ox-PU), alopurinol (ALL) y acido 6-hidroxinicotinico (6-hox-NI).
Medios suplementados con &cido p-aminobenzoico, piridoxina y riboflavina. PhU (AN::phU-gfp), UapA (AN::uapA)
,Wt: pabaAl AZAC: AZAC Anku::argB+ riboB2 pyroA4 pabaAl.

Por ultimo cabe mencionar que en ningln caso se detect6 diferencias de crecimiento entre las
cepas que tienen el transportador fusionado a GFP y las que no. Los fenotipos de crecimiento de
cada grupo de cepas fueron similares, los resultados que en la figuras se ejemplifican con un solo
transformante de cada transportador, se repitieron para las 6 cepas AN::phZ, 4 AN::azgA, 5

AN::phU y 3 cepas AN::uapA (resultados no mostrados).

4.1.6 Localizacion subcelular de los transportadores PhZ y PhU

La regulacion post-traduccional de los transportadores funciona mediante procesos de
ubiquitinacion, endocitosis y degradacién mediante la via endosomal/vacuolar. La mayoria de los
transportadores son dirigidos a la membrana plasmatica pero frente a determinadas condiciones
(cambios en la fuente disponible de nitrégeno, stress o la presencia de algin sustrato en exceso)

los transportadores son re-dirigidos a las vacuolas para su degradacién.

La localizacion subcelular de los transportadores PhZ y PhU se estudid mediante su fusion a la
proteina verde fluorescente (GFP). Utilizando microscopia de fluorescencia se observd la
localizacion de los transportadores en 3 cepas AN::phZ-gfp y 3 cepas AN::phU-gfp luego de la

germinacion, tanto en presencia de sustrato como en presencia de amonio. Como control se
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analizo la localizacion del transportador AzgA de A. nidulans, utilizando 2 cepas AN::azgA-gfp.
El total de cepas analizadas para cada transportador mostraron en mismo comportamiento.

El comportamiento de AzgA fue el esperado, en presencia de hipoxantina el transportador se
localiza mayoritariamente en la membrana y se observa algo de proteina en vacuolas evidenciada
como la fluorescencia citoplasmatica que se corresponde con el colorante vacuolar (CMAC). En
presencia de represor la cantidad de proteina en vacuolas aumenta notoriamente y no hay
transportador asociado a la membrana (Figura 4-24). Al estudiar los transportadores de
P. chrysosporium se observa que en presencia de sustratos la fluorescencia en las cepas
AN::phU-gfp se localiza en la membrana y en vacuolas mientras que en amonio sélo se observa
en las vacuolas. Al igual que AzgA y PhU, PhZ bajo represion se localiza en vacuolas y en
induccidn se localiza en la membrana citoplasmatica y en vacuolas pero en las cepas AN::phZ-gfp
en presencia de sustrato también se observa fluorescencia en anillos citoplasmaticos, que se
podrian corresponder con el reticulo endoplasmatico (Figura 4-24). En condiciones inductoras
PhZ y PhU, con respecto al control AzgA: parecen tener un nivel de fluorescencia mayor y la
cantidad de transportador que se localiza en vacuolas es notoriamente mayor. Dado que ambos
genes fueron clonados bajo el promotor de azgA, es esperable que no tengan diferencias en la
expresion génica. Estos resultados estarian indicando diferencias durante el procesamiento y/o

transito proteico que podrian estar asociados a la estructura de los transportadores.

Induccion Represion

. - . . . . .
i - - . - . .
AzgA
{control)
GFP GFP

CMAC Campo claro CMAC Campo claro

Figura 4-24: Localizacion subcelular de PhZ y PhU. Microscopia de Epifluorescencia de PhU-GFP, PhZ-GFP y
AzgA-GFP. Se observa la regulacion de los transportadores bajo el promotor de azgA en condiciones inductoras
(hipoxantina y &cido Urico) y represoras (amonio). Para cada panel se muestra la fluoresencia de la GFP a la izquierda,
al medio la tincién vacuolar con CMAC y a la derecha el campo claro de la correspondientes figura.
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4.2 Estudio del transportador de purinas de

Punctularia atropurpurascens

Previo a esta tesis observamos que el basidiomycota Punctularia atropurpurascens puede utilizar
purinas como fuente de nitrdgeno y posee un transportador similar a AzgA. Debido a que el
genoma de P. atropurpurascens no se encuentra secuenciado, para evidenciar la presencia de
transportadores de purinas se utilizaron primers degenerados obteniéndose una secuencia parcial
del gen puZ que fue extendida hacia los extremos utilizando la técnica ST-PCR (Semi-random,
Two-step PCR, (Chun et al., 1997)) (ver seccién 2.9). Mediante alineamiento de secuencia se
determind que la secuencia parcial (aprox. 1200 pb) obtenida se correspondia con la parte central

del gen (Barraco Vega, Richero, Libisch, Cerdeiras, y Cecchetto, resultados no publicados).
4.2.1 Anélisis de Puz

Para completar el clonado del gen puZz se utilizé la técnica de RACE (Rapid amplification of
cDNA ends) que permite amplificar tanto el extremo 3" como 5 (Yeku & Frohman, 2011). Los
ADNCc se sintetizaron a partir d¢ ARNm producidos en condiciones de induccién (medio minimo,
quimicamente definido sin fuente de nitrogeno (ver seccion 4.2.2.2) y los primers (puZ-qF6é, puZ-
gF16, puZ-grR6, puZ-qR17, puZ-qR18) fueron disefiados a partir de la secuencia de puZ conocida
(Figura 4-25).

Para el extremo 3" se obtuvo un amplicén de aproximadamente 500pb que fue clonado en el
vector pCR2.1 (Invitrogen). 14 clones de los obtenidos fueron analizados mediante secuenciado,
con lo cual se obtuvo la secuencia de nucleétidos que codifican la parte terminal de la permeasa.
Aunque se probaron distintas condiciones de amplificacién no fue posible obtener un amplicén
del extremo 5°. Actualmente disponemos de una secuencia parcial del gen puZ a partir de la cual

se deduce una secuencia aminoacidica de 494 residuos (Figura 4-25).

Se determino que la secuencia parcial de PuZ presenta alta similitud con las proteinas AzgA-like
de funcion verificada: 84% y 75% con PhZ, 73% y 57% con AzgA, 71% y 55% con AfAzgA,
69% y 50% con AtAzgl y 64% y 44% con AtAzg2 (similitud e identidad respectivamente). Se
identificaron 29 de los 34 residuos invariantes y tres de los cuatro motivos conservados (ver
seccién 4.1.2.). El motivo 1 y los residuos invariantes F22, E41, M52, Y54, V58 se ubicarian en

la regidn de la proteina que queda por determinar (Figura 4-26).
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Figura 4-25 : Secuencia parcial de PuZ. La regiéon marcada con la linea continua es la obtenida mediante primers
degenerados y ST-PCR, donde los motivos pie de intrdn se indican con subrayado. La regiéon marcada con linea
punteada es la obtenida mediante RACE 3. Los primers utilizados en RACE se indican con flechas.

64



| Resultados

Partropurpuransa
Anidulans
Afumligatus
Athalianal
Athaliana2
Pchrysosporium
Pstrigosozonata
Scommune
Lbicolor
Coinerea

Partropurpurans
Anidulans
Afumigatun
Athalianal
Athaliana2
Pehrysosporium
Pastrigosozonata
Scommune
Lbicolor
Coinerea

Fartropurpurans
Anidulans
Afumigatus
Athalianal
Athalianaz
Fchrysosporium
Pstrigosozonata
Scommune
Lblcolor
Coinarea

Partropurpurans
Anidulans
Afumigatun
Athalianal
Athaliana2
Pchrysosporium
Fstrigosozonata
Scommune
Lbicolor
Cocinerea

Partropurpurans
Anidulans
Afumigatun
Athalianal
Athaliana2
Pchrysosporium
Fastrigosozonata
Scommune
Lbicolor
Coinerea

- NG Y A EW I GRTHANY]
e~ MGIT-CAVIR
eI
= MGREK TLC KNS O KNIV X SY 1 O
e e NP LA~ == LTHR INATVADS PYGS
B e S8 SR
e e Y = A DILMA L VADS

1 TSOTCCTOVCFA-EDLATA ~ == ==~
ITSEESGOTCVCPP-ENQADL ~~ ===
AS I LSDSCOTCIVEDCI PLOSN--PAIE

----- M e VRNV, ILEDTOCTCVEFT === Tl m e e
e eee e e MIRELNNSV: R e e —
115 125 188 198 208
! ! ! [ 1
coconccnnes ITTTAR ~DSGO I TYORALAA VT LEGHVT V1L ILLGLACMIAR INPOSL

== OANTEY LI EE VIR DL VTATAA LA TASFTLGLLAN LI VALA POICINAY FATTV
~=ONSNTEYLLCVOEVIRDLVTATAA LAALSTFOMCLIF ENLFVALA PFOIGLNATTATTV
PEOCTHRPGTAACVEE I RNDL IVATVAASL I GOV INGIMAN LY LALAPOIGTNATY FATTV
CVICINPCTEQC I SRV DL VVATILEIMVES LAMCLLAN LY FOLAPOMCANAY T AT
~=CVNDETYLSCVADVRR DL ITS TAAVIALASFIMCLLAN LI VOMAFGLOLRAY FTY SV
-~ OVNDOVT L TCVEEVRCUL I TTTAAVEALASCLMGLLANLY IGLAPGLGINAY FTY ST
=T EY L ACVEE VI IM I TATAA LA LAS FLLCLLAN P VA PCLOINAY Y AT SV
==~CLNDONYLTCVRE IRCNL ITT TAA IAA LSS FIMCLLAN LI VGLAPGLGLNAT FAY SV
= =CLNDQATLMCINE IRONL ITATAAVEALATTIMGLLANLIVGLAMGLELNAY FAY AV

~CTCLIPYSIAVIAVIVEGHI V LOLTLICI SOWIARAI FAS !
~GECMIPYSLALTAVIVEGEV) LGLTLLGI ROWLARALF AR
~GEGE ISTRTALAAYVT IRGLI VLI AL GIRAK LARLY I EFY
~CEGIISYNTIOAIVILESCA! LAVAALGLICK LARL I FOTV

~CECIVTYREALAAVT LECWI I PYLILICLOCWLVR DO QR L
~GSCI ITYREALSAVFLEGWLF JILILLGLFOWLARIMIQSL
~GGGI ISTORALSAVY LEGHL) LILILLGLAQWILVRINIQO L

180 2% 300 30
| 1 J !

2% 240 250 260 70

| 1 | | |
e RCLLIV I CEOCTR IVE LECOX TEDOT A~ NLSCYCENGVLOL PTMNIE I FOCC I LT LLIMLYRVECA I LIGCI FLVEL I 5P RPT
=== S AGLON QGG TESFIQLAGCALDT FGD-D-CLLP S SDNGNPTMNIC I FOSOVITVI LOITRVECAVIAG] LLVEL L INPRPT
~e=SAGIGIVTOS TETPLELAGE I SSLADS - TTOMCP S DAXMRNPTMNVG I PFOCOVITALLMLYRIKGAVI IGI LLVSI I SNPRPT
~HOCIGLVGTEPSTLVTLAACPASI MAIVIGD I MC I HGRMES PTINLG IVG-FVI IAYCLVENVECOC YE I VIVTAVERFRNT
=H0C I GV DRI T LV T L TACAL T D=~ PVTC -~ ACLOCIOOS FITNLAVVC - FLITEF GOV RGN I YOI VIVTAI ININGT
~===GOELGV I GO T TR LV L GO L PO Y YT S FOL PN YCASHV LS PIMNLG IFVOCVITVF LMLYRVEGA I LICI FLTEI I SHPRPT
- CGLFY I GGDO TN VG GO AR DY VE ~ N LG YCARGV LAL PTHNLG I FOGG I LT LLIMLYRVECA I LIGI FLVEI I SNPRPT
e P ECLAVI CODTTNIVE LECOXAED YV DOLANTCARR I LONPTVNLG I FVCS I FTVIDOMYRVECA I LIGI FLVEL I IXPRPT
=== PNGLGVI COUTVNLVG LGCOK PEN MM~ EN L P YCARCVIAS PTMNLG IFTGCTTTLI LAMMYNVACA T LMCI FLT AT I SNFRPT
e HC LG VVOCUTVRLVALGGCT PON Y LEEOMAN YCT OGO LS PTMNLG L FVGG T LTLLMINTRVAGA I LIGI FIVAIVERPFRPT

13 s 385 368 s s 39 oS 43

) | 1 | I | I I | |
AV AN PTG TAY RN T VYT TR P LV ON VIO TN = = YOG RV YALVT Y LYVD! LOTTOT LY DMARFACLADPVTLOMERS TVATCVOAr S 1 8MCALNCTIF
PPN TE TGOS SFO TRV VT Y P I QN TLVAQENN I SENCOO FCLAL ITY LYVD ! LOATCT LY SMAKFACAMDER TO DI ECEAMAYMVDAICI S TGN LICEPF
PV PR TR LG SN DV TRV TP I KN T LV ACENS L SGHCGO PG LA ITT LYVD I LOTTOT LYEMARFAGT I ERTOOTEGSALATMVOAI SIS IGELIGEPF
EVTAIPNTSASTAARD Y FICKI VOVHVI ENTAGALIT S-GINKCRIWEALVTT LYVO! LOTTUT LY SMARFAGIVIRX ~COr AGOY FAIMEDASAIVIGI LLOTS Y
VT TP L D N Y T I VO QST LA I ST~ BN R EVWVAF AT L I Y VDL LETTOV LY THAL I GO VED~ ~CETECEY ALY LVD ACSSVVCIALLYTT
VT PRI DT GOOAN DI POV VT FRPLER I GNA LT N~ - Y SNGRVWY AL I TF LY VDI LOT T O T LY EMARFACLADFVTLOFENST IAYCVDAFS ISMGALMCTS P
AV AN PN TP TR DTV VI T R LORVOOVIO TH= = TERGRVN YALVT T LYVDI LOTTUT LY R AR AGCLAOMVTLONERS TVATCVD AN S ISMCALCTIF
AVILIPNTOACOOMI DY FEQVVIYRPLEN I CNA I DT M- =Y RICHVWYAL ITY LYVD! LOTTOT LYSMAKFACLROPVIMNITECATMATCVDAF S I 2MCA LC P
PV PR T AACDANE DY PR OVVAF OF L OKVONY I DV L F P TN VWY AL I T LY VD LT IO T LYAMARFAGLADFVTLOFENS T IAYCVODAF S I SMGALNC TS F
AV PR T P ACANE DY FEOVAVE OP LR GNE I DY N -~ Y SO VW TAL I T LYV LT To T LY AR FAGLADFE TLOTENET IAYCVOAF AT EMCA LMC TR P

450 "o a0 480 4%0 500 10 $20
I 1 I | 1 I 1 ! '
AT T VAV I TA IFAS I PPWATGEA LY TVGC I ANVEE DN D= TVEDAL PAFLTI I I IPLATNIAYCI IASLGEY IAING
MR- YLGDAVFAFLT ISLMFITYS IADGLIASILS YILING
MR -TTYCDAI FAFLTIAINFT T IS IAYCGLIAGILEYVLINT
OWE=IMREAL PAFVINI DL TISVAYGLIGCS IGS YVVINL

IEIATCIBESON
VESGAG I SECORTCL T SOMTCICIT IAVITAF IFAS I FMIATGETLVIVODONNHATLE
VEAGAGIBECGETCL T SCVTIGICT FIAVITAF ITAS I FPNATGCT LV IVEALMNCEAAAL
IR ETGIREGC R TR TAITVAVY T LM TT P LLAS L TANAVEIP LI LVEVIOOSVTE !
VRGN RCON TR TAV IVOLY T LASK I TTPLVTHVIRNAVCRS LVNVOVSMOVVED [ RNC~ETEEAVTAFVT ILLMPLTTS JANG] IAGICI YIALEM
IEBATGIBEGGK AT AN F I AVITAN ITAS I FONATGGALV IVOE LM I NN VD NN D= YV OSY PAFLTLIT IPLTTNIAYGVIAGIISTVLING
IRZATCISEGGN AT TV IV T TAN I TAS I PPMATCEA LY IVECI M IRNVEE I N0~ YVEOA: PAFLTIII IPLOINIAYCI IASLOE Y IAING
AT S T T A T TNV IS L I TAN I FAS I FONATOCA LV IVOE LM IRNVERE TN D~ Y ICDAVIFAFLTLI T IFLTTNIAYCVIASICEYVVING
TESATCIBEGCHE AT AT FVEVITAF ITAS I PONATGGA LY IVE M IRNVNE [ END- Y IGDAVFAFLTILI IFLTYNIAYGVIASILS YILLNEA
[VEGATGISESG AT PV L I TAF I TAS L P PWATGGA LV IV I RNVLE [N D= Y IGDAVPAF LT LI IPFTINIAYGVIACIFG I 1 LG

Rt

Figura 4-26: Alineamiento PuZ y homologos AzgA-like. Alineamiento mediante ClustalW de la secuencia parcial de
la proteina de P. atropurpurascens (PuZ), AzgA-like de funcion conocida y 144 proteinas (para referencia de las
secuancias ver seccion 7.2.4). Los residuos invariantes se muestran en rojo. Los motivos conservados se muestran
recuadrados en negro. En recuadro gris se indica el motivo ubicado en la regién de PuZ que queda por determinar y en
negro los residuos F22, E41, M52, Y54, V58. En la figura se omitieron los residuos de la posicion 526-631 del
alineamiento por no presentar datos relevantes. Solo se muestran las secuencias de PuZ, 5 AzgA-like de funcion
conocida (PhZ, AzgA, AfAzgA, Atzgl y AtAzg2), 4 proteina hipotéticas de basidiomycotas: Schizophyllum commune,
Laccaria bicolor; Coprinopsis cinérea, y Punctularia strigosozonata.

4.2.2 Estudios de expresion génica de puZ

La regulacion a nivel transcripcional del gen puZ se estudié midiendo la acumulacion de ARNm

mediante gRT-PCR utilizando como gen de referencia el gen de la gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (gpd) que ya ha sido utilizado como gen de referencia en estudios anteriores

(Ibafnez, 2010). Los primers para la amplificacion de puZ fueron disefiados a partir de la secuencia

clonada (puZ-qF6 y puZ-gR6) y evaluados al igual que los que amplifican el gen de referencia
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(pugpd-gF y pugpd-gR) mediante PCR en tiempo real utilizando como molde tanto ADNc como
ADNg. EI ARNm se obtuvo a partir de un cultivo con hipoxantina como fuente de nitrégeno. Se
eligid esta condicion con el supuesto de que podria ser una condicién de induccién o por lo menos
una condicién no reprimida (por similitud con phZ y azgA). Los amplicones de puZ (100pb)
presentaron curvas de melting con picos Unicos a una temperatura de fusion de 84,8+0.1°C y los
de pugpd (157pb) de 84,2+0.1°C. La identidad de los productos de amplificacion se verifico
mediante secuenciado (previo clonado). La eficiencia de amplificacion de cada par de primers se
determind a partir de una curva de Ct versus concentracion de ADN realizada con diluciones de
ADN seriadas al cuarto. Cada punto de la curva se determind por triplicado aceptandose una
diferencia de Ct de hasta 0.5 entre los mismos. Para puZ se obtuvo una eficiencia de amplificacion
de 0,94 y para gpd de 0,87 (Figura 4-27).
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Figura 4-27: Determinacion de eficiencia de amplificacion de pugpd y puZ. Primers: pugpd-qF/pugpd-gR y puZ-
gF6/puZ-qR6, se muestra la curva de amplificacion de un anélisis por triplicado (diluciones ¥4) y las respectivas curvas
estandar y parametros de regresion lineal.

4.2.2.1 Determinacion del tiempo de induccion-represién

Para estudiar la expresién de un gen es necesario determinar el tiempo dptimo de cultivo,
definiéndolo como el tiempo de cultivo necesario para que la acumulacién de ARNm llegue a un
maximo. La determinacién de dicho tiempo para el sistema en estudio se determind mediante

cinéticas de acumulacion de ARNm de puZ.

Dado que el objetivo es analizar la expresion en el micelio maduro, en una primera etapa todos los
cultivos se realizaron en medio con urea hasta la formacion del micelio maduro. A los 7 dias de la
inoculacion la cantidad de cultivo es suficiente para los analisis posteriores, por tanto se fijé como

tiempo para el cambio de fuente de nitrégeno 7 dias después de la inoculacion.
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Para la cinética, ocho medios suplementados con urea (cuatro tiempos de incubacion), fueron
inoculados con 10° esporas e incubados a 28°C. A los 7 dias de la inoculacién (tiempo 0), la mitad
de los cultivos fueron transferidos a medios con hipoxantina, la otra mitad a medios con urea y se
continud la incubacion. Un cultivo de cada tipo fue retirado a diferentes tiempos después del
cambio de medio: 24 horas, 36 horas, 48 horas y 72 horas.

A partir de cada cultivo se extrajo el ARN total y se sintetiz6 el ADNc. Los ADNc se evaluaron
por amplificacion del gen de referencia (gpd) obteniéndose una diferencia de Ct de + 1 ciclo

aproximadamente y el Unico pico en las curvas de melting a los 84,2 °C.

Una vez evaluados los ADNCc, se hicieron las amplificaciones de puZ y pugpd por duplicado,
aceptandose una diferencia Ct de hasta 0,5 entre los mismos. El analisis de datos se realizd

mediante el método de Pfaffl (2001) utilizando los cultivos en urea como condicidn calibrador.

La cinética obtenida mostr6 que el maximo de acumulacion de ARNm de puZ se da a las 48 horas

después del cambio de medio, fijindose como el tiempo éptimo de analisis.
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Figura 4-28 : Cinética de expresion de puZ. Gréfica de coeficiente R en funcion del tiempo segln Pfaffl, con urea
como condicidn calibradora y eficiencias: 0,87 (gen de referencia) y 0,94 (gen de interés).

4.2.2.2 Expresién transcripcional de puZ

Se realizaron dos ensayos independientes de 10 cultivos de P. atropurpurascens segin
procedimiento, indculo, medio, temperatura y tiempos de incubacién, establecidos (seccion
4.2.2.1), siendo las fuentes de nitrdgeno finales amonio, urea, adenina, xantina, hipoxantina, acido
drico, nitrato, prolina, cisteina y, sin nitrogeno. A partir del micelio obtenido en cada cultivo se
purificd el ARN vy se sintetizd el ADNc por duplicado. Todos los ADNc se evaluaron usando el
gen de referencia gpd. Cada ADNCc obtenido, cuatro para cada condicion, se amplificé en
reacciones independientes y por duplicado, aceptandose una diferencia de Ct de hasta 0,5 entre los

mismos. Los valores de R obtenidos en cada ensayo de PCR tiempo real, fueron promediados. La
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acumulacion de ARNm de puZ es el resultado de promediar los resultados obtenidos en las cuatro

amplificaciones.

Practicamente no se observan variaciones significativas de la acumulacion de mensajero puZ en
las condiciones ensayadas (Figura 4-29). Los mayores niveles de expresion se observan en
ausencia de nitrogeno, y los menores en presencia de aminoacidos (prolina, cisterna) y &cido
arico. Los niveles de ARN acumulado de puZ en presencia de nitrato 6 hipoxantina son similares
y se mantienen cuando estas dos fuentes de nitrégeno estan presentes en el medio. Esto estaria
indicando que el nitrato es una fuente que no induce ni reprime la expresion del gen pero los
similares niveles de expresion del nitrato e hipoxantina no permiten descartar que sea una
condicion inductora (Figura 4-30). Cuando a un cultivo con hipoxantina se le agrega urea, amonio
6 prolina, la expresién disminuye con respecto a la obtenida cuando en el medio existe una sola de

estas fuentes de nitrogeno (Figura 4-30).
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Figura 4-29: Acumulacién de ARNm de puZ. Gréfica del coeficiente R en distintas condiciones: adenina (Ad),
xantina (X), hipoxantina (Hx), sin nitrégeno (s/N), amonio (NH4), nitrato (NO3), prolina (Pro). Cisteina (Cys) u urea
(ur). R determinados segun Pfaffl, con urea como condicion calibradora y eficiencias: 0,87 (gen de referencia) y 0,94
(gen de interés).
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Figura 4-30: Determinacion de fuente de nitrégeno no inductora-no represora de puZ: Medidas de acumulacion de
ARNm de puZ. Grafica del coeficiente R en distintas condiciones: amonio (NH4), urea (ur) nitrato (NO3), prolina (Pro)
se muestran en gris claro; amonio e hipoxantina, urea e hipoxantina, nitrato e hipoxantina, prolina e hpoxantina se
muestran en gris oscuro. R determinados segun Pfaffl, con urea como condicion calibradora y eficiencias: 0,87 (gen de
referencia) y 0,94 (gen de interés).
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Los resultados obtenidos indican que ninguna de las condiciones evaluadas induce
significativamente puZ. La expresion del gen parece alternar entre un estado reprimido y un
estado desreprimido en ausencia de fuente de nitrégeno.

4.3 Avances en la caracterizacion de la familia AzgA-like

La familia de transportadores de purinas AzgA-like a diferencia de lo que ocurre con la familia
NAT, esta muy poco caracterizada. Recientemente ha sido propuesto que las proteinas de esta
familia tienen una estructura similar a las NAT y que los residuos implicados en la union al
sustrato y el transporte serian topolégicamente analogos, aunque hasta la fecha sélo ha sido
identificada la funcionalidad de 6 residuos del transportador de A. nidulans (Krypotou et al.,
2014). Identificar la funcion de mayor numero de residuos permitird contribuir al sustento del

modelo propuesto.

Como se indic6 anteriormente (seccion 4.1.2), el analisis de las proteinas AzgA-like de funcion
verificada (incluida PhZ) y las secuencias de proteinas hipotéticas deducidas de genomas
secuenciados (29 de procariotas, 35 de plantas, 54 de hongos ascomycotas y 26 de

basidiomycotas), nos permitio identificar:

- 34 residuos invariantes: F22 (amino terminal); E41, M52, Y54 y V58 (STML1); T99 (STM2);
P117 (loop STM1-2); Al128 (STM3); R168 (STM4); P176 (Hélice interna); G186, 1187 y G188
(STM5); G340 (STM8); D369 y G380 (STM9); E389, S390, G393, G397, G398 (STM10); T400
y G401 (loop STM 10-11); F411 y F416 (STM11); P418 y P425 (loop STM11-12); A428, L433,
V436, G437 y M440 (STM12), G474 y G478 (STM14) (posicion segun PhZ) (Figura 4-4). Entre
éstos se encuentran 2 de los 6 residuos que en AzgA han sido identificados cémo criticos para la
funcion del transportador: E389 y G397 (E394 y G402 en AzgA).

- cuatro motivos sumamente conservados que no estan presentes en otras familias de
transportadores: E-x2-[AG]-[GA]-X-[ATV]-T-[FW]-x-[ATS]-M-X-Y-[IS]-[ILV]-X-V-N, P-X-
[AGS]-X-[AG]-[PSC]-[GA]-[MLI]-[GS]-X-[NT]-A-[YF]-X-[AT]-[YF]-X2-V,  G-I-G-X-[FY]-
[LI]-X3-[GA] y [FY]-[IV]-E-S-X-[AST]-G-X2-[EAV]-G-G-[RKA]-T-G. La mayor diversidad de
residuos en estos cuatro motivos se encuentra en secuencias de origen procariota, en las

secuencias de hongos y plantas los motivos son alin mas conservados (Tabla 4-1).

El analisis de mutantes en los residuos de estos motivos promete contribuir en el establecimiento
de las relaciones estructura-funcion de las proteinas AzgA-like. En este sentido para comenzar nos
centramos en uno de los motivos que segun los predictores de estructura secundaria utilizados
guedaba orientado hacia el exterior (motivo 2) y otro orientado hacia el interior celular (motivo

4). Segun el modelo tridimensional actual el motivo 2 se encuentra en el STM3, orientado hacia el
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exterior de la célula y el motivo 4 se encuentra en el STM10, orientado hacia el interior (ver
Figura 2-10).

Dentro de estos motivos, se descartaron: i) los residuos de mayor variabilidad, ya que
probablemente tengan menor incidencia en la estructura y la funcion; ii) los residuos invariantes y
residuos conservados en las secuencias de plantas y hongos, con el objetivo de generar
mutaciones de cambio de funcion (especificidad de sustrato, capacidad de transporte) y minimizar
aquellas de pérdida total de funcidn. Entre los restantes, se eligié mutar aquellos residuos que al
comparar las secuencias de las proteinas de funcién conocida, PhZ presenta un aminoacido
diferente a los presentes en las secuencias de hongos (AzgA y AfAzgA). Asi, PhZ es el nico que
en el motivo 2 presenta L124, T131 y S133 en lugar de M124 A131y T133; e 1388, A391 y T392
en lugar de V392, G395 y A396 en el motivo 4 (Figura 4-31). Decidimos entonces, sustituir cada
uno de estos residuos de PhZ por el correspondiente en sus homélogos (L124M, T131A, S133T,
1388V, A391G y T392A).
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Tabla 4-1: Motivos AzgA-like.

Motivo 1 Motivo 2
AA | Asc. Bas. | Plan. Proc. AA | Asc. Bas. Plan. Proc.
41 E E E E 117 | P P P P
42 X X X 118 | V/I/L VI L/F X
43 | R R R X 119 | A/GIS | AIG AIG AIG/S
44 AIG A A AIG 120 | X L/VIM | L X
45 | G G G/IA G 121 | A A A AIG
46 X X TIA X 122 | P P P P/S/C
47 | AITIV | AIT | AIT T 123 | G G G GIA
48 T T T T 124 | M/L M/L M M/L/I
49 | F FIW | F F 125 | G G G GIS
50 FIA FIA L L/VIM | 126 | LIV L X L
51 A A T A/TIS 127 | N N N N/T
52 M M M M 128 | A A A A
53 A/S A A X 129 | Y Y Y Y/F
54 Y Y Y Y 130 | F F/L F/L/ FIT
55 || | | 1/S 131 | AT AT AT AT
56 /L | /L 1LV 132 | Y/IF Y/F Y Y/F
57 SIA SIA SIAIT | X 133 | T/N/Q | SIT T/N SITIV
58 \Y \Y \Y \Y 134 | VI VI VIM/L | VIL
59 N N N N/V 135 | V V V V
Motivo 3 Motivo 4
AA | Asc. Bas. Plan. Proc. AA | Asc. Bas. Plan. Proc.
186 | G G G G 387 | FIY FIY FIY FIY
187 | | | | | 388 | IV Y Y A%
188 | G G G G 389 | E E E E
189 | L/ L L/M L 390 | S S
190 | FIY FIY F F 391 | G/IA G/A SIT X
191 | L L/l LI L/I 392 | A/S AT AT AISIT
192 | AT AT | A AIT/L | 393 | G G G G
193 | F/L/I FILIl | F X 394 | 1 | /L VIIT
194 | | | UTIV | IMIV | 395 | X SIA R/IK X
195 | G G G G/A 39 | E E E E/IAIV
397 | G G G
398 | G G G G
399 | RIKIA | K R/IK R/IK
400 | T T T T
401 | G G G G

Se muestra el resultado obtenido del alineamiento mediante ClustalW de las proteinas AzgA-like de funcion conocida y
144 hipotéticas (para referencia de las secuencias ver seccion 7.2.4). La numeracion de los aminoacidos marcados se
corresponde con la secuancia de PhZ. La X representa cualquier aminoacido.
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Figura 4-31: Motivos AzgA-like. Alineamiento mediante ClustalW de las proteinas AzgA-like de funcion conocida, se
muestran solo los cuatro motivos AzgA-like, las posiciones corresponden a las proteinas PhZ/AzgA. Los recuadrados
sefialan los residuos diferenciales de phZ en los motivos 2 y 4 (mutagenizados).

Cada mutacion se introdujo en el ADNc de phZ clonado (pGemT-phZ, seccion 4.1.1), mediante
mutagénesis sitio dirigida con primers disefiados teniendo en cuenta la frecuencia del uso de
codones en A. nidulans (Iriarte, 2012; Lloyd & Sharp, 1991). Ademas se disefiaron los primers
para construir los triples mutantes. L124M-T131A-S133T se generé0 mediante primers con
mutaciones dobles utilizando como molde el ADN con la mutacion L124M mientras que el
mutante 1388V-A391G-T392A se generd mediante primers que incorporan las 3 mutaciones de
una sola vez (Tabla 7-3). Se optimizaron las condiciones de amplificacion para disminuir el
namero de clones con phZ wt en el total de clones recuperados. Para 4 de las 8 mutaciones se
pudo disefiar un método de screening mediante enzimas de restriccion que permite discriminar
entre los clones que incorporaron la mutacién de los que no (Figura 4-32), lo que permitié evaluar
un alto nimero de clones sin necesidad de secuenciar falsos positivos. El corte de la enzima Aval
permite diferenciar los mutantes L124M ya que corta en dos sitios el plasmido con la mutacién
mientras que el plasmido sin mutacion es cortado en tres sitios. De esta forma la accion de la
enzima genera tres fragmentos en los plasmidos que no incorporaron la mutacién (300, 1269 y
3186 pb) y dos fragmentos en los que si tienen la mutacién (1569 y 3186 pb). Los clones con
T392A y 1388V-A391G-T392A se identificaron mediante el corte con Agel y Aval, en los
plasmidos con la mutacidn se generan tres fragmentos (300, 1269 y 3186 pb) mientras que los que
no poseen el cambio muestran 4 fragmentos (300, 465, 804 y 3186 pb). Con Kpnl se evaluaron los
clones con A391G ya que la mutacion genera el sitio de corte de la enzima que no existe en los
clones que no hayan incorporado la mutacion, asi los plasmidos con la mutacién adoptan la
conformacion lineal mientras que los que no tengan la mutacién mantendran mayoritariamente la

conformacion circular (Figura 4-32).
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Figura 4-32: Identificacion de clones phZ-mutantes. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% y tincion con BrEt de los
productos de restriccion con Aval (carriles 2 y 4), Agel y Aval (carriles 6 y 7) y Kpnl (carriles 10 y 11). Wt representa la
digestion del plasmidos pgemT-phZ, se muestran plasmidos pgemT-phZ con la mutacion: L124M, T392A y A391G
digeridos (d) y sin digerir (s/d). Carriles 1 y 8 marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific.

Se evaluaron 22 clones para las mutaciones L124M y T392A; 13 clones para L124M-T131A-
S133T y 6 clones para T131A, S133T, 1388V, A391G y 1388V-A391G-T392A. Todos los
mutantes se verificaron mediante el secuenciado de la totalidad del gen phZ. Posteriormente para
cada uno de los mutantes se construyeron los cassettes 5’azgA-phZ_mutante-gfp-riboB-3’azgA
mediante el procedimiento previamente desarrollado (seccion 4.1.4) y todos fueron verificados
por secuencia (pMB03-pMB11 en Tabla 7-2).

La cepa AZAC:: pyrG™ Anku::argB™ riboB2 pyroA4 pabaAl sera transformada con los 8 cassettes
construidos. Y los transformantes serdan evaluados mediante: i) evaluacion de auxotrofias, la
incorporacién del cassette complementa el requerimiento de riboflavina pero no de acido p-
aminobenzoico ni piridoxina; ii) amplificacion de la totalidad del cassette de transformacion
(aproximadamente 7 kb), a partir del ADN gendmico de los aislados. Con los transformantes que
presenten el cassette se realizardn los estudios de transporte y localizacién que permitan

establecer relaciones estructura-funcién de la familia AzgA-like.
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5 Discusion y Perspectivas

En las bases de datos hay cientos de secuencias homologas a los transportadores de bases
nucledtidicas conocidos, en su mayoria proteinas hipotéticas sin rol fisiolégico determinado. El
analisis comparativo de las caracteristicas funcionales y de las secuencias o estructuras, permite
profundizar en la elucidacion de los determinantes estructurales de la funcion. Este trabajo
contribuye en este sentido, caracterizando transportadores de purinas en un filo ain inexplorado.
Phanerochaete chrysosporium y Punctularia atropurpurascens son organismos basidiomycotas,
cuyo habitat natural es muy limitante en lo que refiere a disponibilidad de nitrégeno. Ambos
pueden utilizar purinas como fuente de nitrégeno, presentando diferentes niveles de crecimiento.
Estos niveles de crecimiento podrian indicar diferencias en las enzimas del catabolismo, y
también podrian ser consecuencia de transportadores especificos con diferente espectro de

sustrato, con diferentes afinidades y/o capacidades de transporte.

En el genoma de P.chrysosporium encontramos secuencias homdlogas a las enzimas del
catabolismo de purinas de A. nidulans (ver Figura 2-3): adenina desaminasa (Phchrl_30), xantina
dioxigenasa (Phchrl_40431), urato oxidasa (Phchrl_41793), alantoina amidohidrolasa
(Phchrl_131247) y alantoato amidohidrolasa (Phchrl 36224). No se encontr6 ninguna secuencia
con similitud significativa a las purina hidroxilasas 1 y I, si bien existen secuencias homdlogas al
cofactor codificado por hxB implicado en modificaciones de purina hidroxilasas (Phchrl 8389 y
Phchrl 5085). La ausencia de estas enzimas que participan en la oxidacion a xantina, estaria de
acuerdo con que adenina e hipoxantina sean fuentes de nitrégeno mas pobres que xantina o acido
Urico. Adenina e hipoxantina podrian ser metabolizadas por vias alternativas. El crecimiento
intermedio observado cuando la fuente de nitrégeno es guanina, concordaria con que en su
conversion a xantina no utiliza las mismas enzimas (ver Figura 2-14). Se encuentra un Unico gen
con homologia a los de la familia AzgA-like (phZ), otro tipo NAT (phU). En este trabajo se
estudid la regulacion transcripcional de phZ y phU y el funcionamiento de las correspondientes
proteinas mediante expresion en un sistema heterélogo. Se encuentra un Gnico gen con homologia
a los de la familia AzgA-like (phZ) y otro tipo NAT (phU).

En hongos y demas microorganismos, la mayor parte de los genes que codifican proteinas
involucradas en el catabolismo de fuentes de nitrégeno secundarias, esta regulada a nivel de la
transcripcién en respuesta a dos sefiales positivas distintas: una sefial indicadora global de
desrepresion del catabolismo del nitrdgeno mediada por factores de regulacion generales en
ausencia de fuentes primarias y una induccion de los genes que intervienen en una ruta particular

debida a la presencia de un sustrato o intermediario especifico de la misma.
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El gen phU sigue este mecanismo de regulacion: se induce en presencia de purinas y en condicion
de carencia de nitrogeno, se reprime en presencia de amonio, urea 0 aminoéacidos (valina, leucina,
metionina, cisteina, glicina, alanina, arginina) y, en presencia de nitrato, se transcribe a un nivel
basal. La represion por amonio podria estar mediada por la inactivacion de un factor general de la
transcripcion similar a AreA ya que en trabajos anteriores identificamos en el genoma de
P. chrysosporium dos posibles proteinas reguladoras (Phchrl_2079 y Phchrl 43861) con
dominios del tipo dedo de zinc (C2C2) junto con sus posibles sitios de unién (motivos
WGATAR) en la secuencia promotora. Asimismo, la induccion podria estar mediada por alguna
de las dos proteinas (Phchrl_3510 y Phchrl_2760) con dominios homologos a UaY (cluster
binuclear de zinc C6Zn2) que fueron identificadas junto con sus posibles blancos de accion

(Barraco Vega, 2010; ver seccion 2.5).

El gen phZ se induce en presencia de adenina o hipoxantina, y se reprime en presencia de urea o
aminoacidos. Este resultado unido a la presencia de potenciales sitios de unién de proteinas con
dominios del tipo dedo de zinc y cluster binuclear de zinc en la secuencia promotora, indica que la
expresion de este gen estaria regulada por los mismos mecanismos que phU. Otras fuentes de
nitrgeno no parecen tener un efecto significativo sobre su expresion obteniéndose similares
cantidades de ARNm acumulado en condiciones de carencia, presencia de amonio, nitrato o acido
arico. El hecho de gque el amonio no tenga un efecto represor significativo, que la ausencia de
nitrégeno no aumente el nivel de transcripcidn y que solo se induzca en presencia de adenina e
hipoxantina, lleva a pensar que la expresion de este transportador podria estar ademas ligada al
metabolismo energético. PhZ transporta adenina e hipoxantina (junto con guanina) que son los
sustratos de las enzimas de la via de salvataje de purinas que conduce a la formacion de AMP,
IMP y GMP respectivamente. Ademas, estas purinas no son fuentes de nitrégeno eficientes para
P. chrysosporium, probablemente por la ausencia de enzimas fundamentales como purina

hidoxilasas (ver Figura 2-14).

Expresar los transportadores de P. chrysosporium en A. nidulans permitié trabajar en un contexto
conocido. A. nidulans ademdas de tener caracteristicas que favorecen la expresion de secuencias
heter6logas y que permiten el desarrollo de numerosas herramientas moleculares para el estudio
de transportadores, es el organismo donde se ha estudiado en mayor detalle tanto el catabolismo
como el sistema de captacion de purinas. De esta forma se contruyd un sistema de trabajo (cepa
receptora y sistema de construccion de cassettes) en un mismo contexto genético y por tanto

metabolico que puede ser utilizado para el estudio de otros transportadores.
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La expresion de los transportadores fusionados a la proteina verde fluorescente en A. nidulans
permitié observar la localizacion subcelular e incursionar en el estudio de su regulacion a nivel
post-traduccional, comparandola con la de sus homdlogos de este organismo. Los resultados
fueron validados mediante el comportamiento de AzgA. Como se esperaba, en presencia de
inductor AzgA se localiza en la membrana y en vacuolas y en presencia de represor la cantidad de
proteina en vacuolas aumenta notoriamente y no hay transportador asociado a la membrana
(Pantazopoulou et al., 2007). En presencia de sustrato tanto PhZ como PhU se localizan en la
membrana y en vacuolas y, en presencia de represor no hay transportador asociado a la
membrana. Esto indica que las proteinas en estudio responden a los mecanismos de regulacion
postraduccional del organismo hospedero: endocitosis del transportador en respuesta a amonio y
presencia de sustratos. También sugiere que PhZ y PhU seguirian el mecanismo de endocitosis
demostrado en UapA donde independientemente de la induccion transcripcional por purinas la
presencia de sustrato provoca la endocitosis del transportador que depende de la propia
translocacion del sustrato (Gournas et al., 2010). Recientemente ha sido demostrado que existen
proteinas que cumplen un rol en el tréafico intracelular de algunos transportadores de A. nidulans.
En el caso de UapA la ubiquitina ligasa (HUlA®™) que actGia en el residuo de Lys (K572)
mediante la accién de la proteina adaptadora tipo arrestina ArtA es necesaria para la
ubiquitinacion del transportador que induce su endocitosis (Gournas et al., 2010; Karachaliou et
al.,, 2013). Utilizando el predictor de sitios de ubiquitinacion BDM-PUB
(http://bdmpub.biocuckoo.org/prediction.php) identificamos tanto en PhZ como en PhU ademas
de en AzgA una lisina en el extremo carboxilo terminal con alta probabilidad de ser
ubiquitinizada (K576 en PhZ, K591 en PhU y K580 en AzgA), que podrian ser el blanco de
accion de la ubiquitina ligasa que marcaria las proteinas transportadoras para su degradacion.
Ademas identificamos en el genoma de P.chrysosporium una proteina tipo arrestina
(Phchrl_6489) con dos motivos PY (LPxY y xPxY) que podria cumplir la funcion de proteina
adaptadora. Esto lleva a pensar que los transportadores de P. chrysosporium se regularian por sus
sustratos mediante dos mecanismos antagonistas, induccion transcripcional y aumento de la

endocitosis.

PhZ en presencia de sustrato ademas de localizarse en la membrana y en vacuolas se ubica en
anillos citoplasmaticos, que se corresponderian con el reticulo endoplasmatico (RE), similares a
los que se han visto en transportadores: sobre expresados (Pantazopoulou & Diallinas, 2006), en
etapas tempranas de la germinacion (Vlanti & Diallinas, 2008) o con deficiencias en el
plegamiento (Papageorgiou et al., 2008; Amillis et al., 2011). La salida del RE depende no sélo
del correcto plegamiento del transportador y motivos de accion cis, también depende de factores
proteicos con accidn trans que dirigen los transportadores en vesiculas desde el RE al aparato de

golgi y luego a la membrana plasmética (Nishimura & Balch, 1997; Fromme & Schekman, 2005;
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Diallinas, 2007). Transportadores mal plegados o transportadores que no son del hospedador,
usualmente son retenidos en el RE y degradados, pero en el caso de PhZ no hay una retencion
total en el RE sino que gran parte de la proteina alcanza la membrana. Por esta razén sumado al
hecho de que PhU no va al RE es muy poco probable que se trate de la accion de motivos de
accion en cis o de proteinas de accion trans que no coincidan con las de A. nidulans. La retencién
de PhZ en el RE podria deberse a su sobreexpresion, al igual que lo que se observa cuando el
transportador FcyB es expresado bajo el promotor de uapA que es mas fuerte que el de fcyB
(Vlanti & Diallinas, 2008). Aunque el sistema de expresion utilizado (AnkU) tiene muy baja
frecuencia de integracion no homdloga (Nayak et al., 2006), no es posible descartar que las cepas
utilizadas contengan mas de una copia de los genes, que provocarian una sobreexpresion del
transportador. Para corroborar o descartar esta teoria se deberian analizar las cepas utilizadas
mediante Southern blot. También hay que considerar que la retencién de PhZ en el RE podria
deberse a alguna deficiencia en el plegamiento de la proteina que dificulta la llegada del
transportador a la membrana. En mutantes de UapA que presentan cierta retencién en el RE (pero
parte alcanza la membrana) se ha visto que sus afinidades de union al sustrato son similares a las
del transportador silvestre (Pantazopoulou & Diallinas, 2006), por lo que la fraccién de PhZ que
alcanza la membrana es suficiente para evaluar su funcionalidad y las medidas de cinética del

transportador no se verian afectadas.

Una vez verificada la localizacion en membrana de las proteinas en estudio, nos avocamos al
andlisis de sustratos. Los resultados obtenidos indican que PhZ y PhU transportan los mismos
sustratos que sus analogos de A. nidulans (AzgA y UapA) pero presentan diferencias en los
procesos de transporte y/o reconocimiento de sustratos. Evaluar el transporte mediante test de
crecimiento en competencia con andlogos toxicos es un método facil de llevar a cabo que tiene la
ventaja de no necesitar infraestructura especifica como la que se necesita para realizar uptakes.
Sin embargo tiene la desventaja de ser un método semicuantitativo y a diferencia de los uptakes
gue determinan la afinidad del transportador por su sustrato y la capacidad de transportar del
mismo, el andlisis por crecimiento brinda una idea acumulativa del transporte en un determinado
periodo de tiempo. Al comparar los resultados obtenidos para AzgA y UapA con lo obtenidos
mediante uptakes se observan algunas diferencias: mediante uptakes se detecta transporte de
uridina y 8-azaxantina por AzgA (Cecchetto et al., 2004) pero estos sustratos no fueron
detectados mediante el crecimiento en competencia. Esto puede atribuirse a que los uptakes
fueron realizados con una concentracion de competidor hasta 300 veces mayor que la del sustrato
marcado, mientras que en los ensayos de crecimiento la maxima concentracion de competidor
utilizada fue dos veces mayor que la del analogo téxico. En el caso de UapA la diferencia esta en
gue mediante los ensayos de crecimiento se determiné transporte de: uracilo, hipoxantina, adenina

y guanina que segun los resultados de uptakes no son sustratos de esta proteina (Meintanis et al.,
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2000). Esta diferencia puede atribuirse a que los uptakes se realizaron en competencia con xantina
y los test de crecimiento en competencia con oxypurinol. UapA tiene una afinidad mucho mayor
por xantina que por oxypurinol, razon por la cual los sustratos pueden desplazar mas facilmente el
analogo toxico que la xantina. Aunque los resultados obtenidos mediante una técnica no son
comparables con la otra, los ensayos de crecimiento en competencia con los transportadores de
A. nidulans permitieron determinar que la eficiencia con la que un sustrato dado desplaza al
analogo toxico es diferente para cada par sustrato-transportador, lo que indica que PhZ y PhU
tienen diferencias de funcionamiento (afinidad, capacidad transporte, etc) con AzgA 'y UapA. PhZ
muestra mayor eficiencia con hipoxantina y adenina que con guanina, y es aun menor con 6-
tioguanina y 2-aminopurina. Mientras que en AzgA el transporte de adenina es mas eficiente que
el de hipoxantina y guanina, en menor grado transporta 2-aminopurina y ain con menor eficiencia
transporta 6-tioguanina. PhU transporta xantina mejor que uridina Yy uracilo; menos
eficientemente transporta acido Urico y con menor eficiencia hipoxantina, 2-aminopurina, adenina
y guanina. UapA también transporta xantina con la mayor eficiencia detectada pero el transporte
de &cido drico, uridina y uracilo es al mismo nivel, en menor grado transporta 2-aminopurina,
hipoxantina, adenina y guanina. Para determinar la afinidad y capacidad de transporte de PhZ y
PhU por cada sustrato deberan realizarse los uptakes que permitiran determinar las diferencias de

transporte con sus homdlogos.

Con los resultados de transporte planteamos la hipotesis de que existen residuos clave
directamente implicados en la conformacién de la estructura y funcién (especificidad, cinética) de
estos transportadores, que explicarian las diferencias observadas entre los transportadores de

P.chrysosporium y sus homologos de A.nidulans.

El transportador PhU pertenece a la familia NAT ampliamente caracterizada, actualmente se
conoce la funcion y especificidad de cerca de 20 proteinas derivadas de bacterias, hongos, plantas
y mamiferos. La secuencia proteica PhU, presenta los 13 residuos invariantes y el motivo
caracteristicos de esta familia; y es muy similar a UapA de A. nidulans (69% similitud, 50%
identidad, cobertura 92%), lo que se traduce en que los predictores les asignen la misma
estructura secundaria. Esto permite suponer que estas dos proteinas se ajustan al mismo modelo
tridimensional de 14 segmentos transmembrana agrupados en un dominio nicleo compacto y un
dominio puerta flexible. Analizando los residuos presentes en las 23 posiciones identificadas
como criticas para la funcion de UapA, se observa que en la mayoria coinciden con los presentes
en PhU. Entre éstos se encuentran los cuatro residuos implicados en los contactos con el sustrato
xantina: F155, E356, A407 y Q408 (Kosti et al., 2012). PhU difiere solo en cinco de las 23
posiciones analizadas en UapA: Q113/120A, M151/157V, A441/457S, A469/486R y G527/546P

(numeracién respecto a UapA/PhU, ver Figura 4-3). Los aminoAcidos presentes en estas
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posiciones en la secuencia de PhU estan también presentes en otros transportadores NAT: XanQ,
YgfU y Lpel (Al113); YgfU, PyrP y Lpel (V151); XanP y SVCT2 (S141); XanQ, XanP, YgfU,
UraA y RutG (R469); XanQ y Lpel (P527) (numeracion respecto a UapA). Se ha visto que
sustituciones en los residuos Q113, A441 y A469 (Q113L, A441V y A469E) amplian el rango de
especificidad de sustrato, sustituciones de G527 (G527V) afectan la capacidad de transporte de
xantina pero no de acido Urico y sustituciones de M151 (M151V) afectan la afinidad por acido
drico y xantina (Diallinas et al., 1998; Papageorgiou et al., 2008; Kosti et al., 2010, 2012). En
particular las diferencias M151V y G527P podrian relacionarse con las diferencias de trasporte
xantina/acido Urico observadas para estas proteinas: PhU tiene mayor eficiencia en el transporte
de xantina que de acido Urico, mientras que UapA tiene alta capacidad de transporte de ambos
sustratos. Debido a que de las sustituciones publicadas solo M151V coincide con el residuo de
PhU (V157) nos proponemos realizar el modelo tridimensional de PhU para evaluar si los
cambios en estos residuos pueden explicar las hip6tesis planteadas, de lo contrario construiremos

mutantes en estos residuos.

A diferencia de lo que ocurre con las proteinas de tipo NAT, poco se sabe a nivel de los
determinantes estructurales de la funcién de proteinas AzgA-like. En este trabajo identificamos 34
residuos invariantes y cuatro motivos conservados en 144 secuencias (29 de procariotas, 35 de
plantas, 54 de hongos ascomycotas y 26 de basidiomycotas). Durante la escritura de este trabajo,
Papakostas y colaboradores (2013) describieron la presencia de 45 residuos invariantes y seis
motivos conservados, tres de los cuales solapan completamente con los motivos 1, 2 y 4 de este
trabajo y otro solapa parcialmente con el motivo 3 (a nivel del submotivo GIG). Es importante
destacar que el trabajo de Papakostas y colaboradores se hizo en base a nueve secuencias (7
bacterianas, 2 de plantas y 2 de hongos ascomycotas). La utilizacion de un mayor nimero de
secuencias y la inclusién de secuencias de hongos basidiomycotas, explican la reduccién a nivel
de la cantidad de residuos invariantes y de motivos conservados; también explica la menor

conservacion en cada posicién dentro de los motivos aqui presentados.

Asimismo, durante la escritura de esta tesis se publicé un modelo tridimensional del trasportador
AzgA de A. nidulans, construido en base al cristal del transportador de uracilo de E.coli, UraA
(Krypotou et al., 2014). Los autores proponen que a pesar de que son proteinas funcional y
filogenéticamente distintas, y tienen una moderada similitud de secuencia, ésta es suficiente para
sustentar el modelo. En el modelo propuesto, AzgA interactla con sus sustratos fisiol6gicos
(hipoxantina, adenina y guanina) a través de enlaces de hidrogeno formados por las cadenas
polares de los residuos N131 (TMS3), D339 (TMS8) y E394 (TMS10) y el grupo amida del
esqueleto de V393 (TMS10) que interactian con N1(H) y C6=0 (hipoxantina y guanina),
C6-NH2 (adenina) del anillo pirimidinico y N7(H) y N9(H) del anillo imidazol. Una red de
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enlaces de hidrdgeno entre D339-E394-D342 estaria implicada en la union de protones y la
translocacion de sustratos. Ademas el grupo C2-NH, en la guanina interacta con N131 y T390
mediante un doble enlace de hidrégeno y una interaccion débil n-n (apilamiento) con F392
estabilizaria la union con hipoxantina y guanina (Figura 5-1). Cuando se introducen cambios en
D339N/E/A, D342N/A, T390A y E394Q/A se produce pérdida total o reduccién del transporte,
mientras que N131D/A se comporta igual al silvestre. Otros dos residuos fueron mutagenizados
G129F y G402A observandose pérdida total con el primer cambio y reduccion del transporte con
el segundo. Los residuos identificados como criticos para la funcion de los transportadores de
E. coli PurP y YjcD coinciden con los de AzgA. Debido a que estos residuos se encuentran
ubicados en una posicion topoldgica similar a los identificados en las proteinas NAT (UapA y
XanQ) los autores concluyen que a pesar de la diferencia de secuencia, los transportadores AzgA-
like son estructuralmente similares a los NAT, tienen STMs topolégicamente analogas y utilizan
similares cadenas de aminoacidos para cumplir con su funcién. Los mutantes analizados hasta la
fecha respaldan la hipétesis planteada, pero es necesario estudiar mayor nimero de residuos para
sustentar que dos grupos de proteinas funcional y evolutivamente distintos como son los

transportadores AzgA-like y NAT sean tan similares desde el punto de vista estructural.

Los aminoacidos de las posiciones analizadas en ambos trabajos estan absolutamente conservados
en PhZ y demas secuencias de hongos y plantas, y altamente conservados en procariotas. Los seis
residuos de PhZ que fueron mutagenizados in vitro durante esta tesis L124/128M, T131/135A,
S133/137T, 1388/393V, A391/396G y T392/397A (numeracion PhZ/AzgA), se seleccionaron con
el objetivo de generar mutaciones de cambio de funcion (especificidad de sustrato, capacidad de
transporte) y minimizar aquellas de pérdida total de funcion. Con excepcion de 1388V
(AzgA:V393, PurP:1317), ninguno de los residuos mutagenizados fueron analizados en los
trabajos citados. EI cambio de | por A en este residuo en PurP (E. coli) produce un aumento de la
afinidad por adenina y una disminucién de la afinidad por purina. A la luz del conocimiento
actual, es posible suponer que efectivamente el cambio 1388V no generard pérdida total de
funcion pero podria generar un cambio de especificidad debido a que este residuo interactuaria
con el sustrato. PhZ y AzgA presentan diferencias en los procesos de transporte y/o
reconocimiento de sustratos: Por ejemplo en PhZ el transporte de hipoxantina es mas eficiente que
el de guanina mientras que AzgA transporta ambas de forma equivalente. Esperamos que los
resultados del analisis de estos residuos junto con la estructura tridimensional que construiremos
para PhZ aporte a la validacién de las hipétesis planteadas asi como a priorizar nuevos cambios 0

combinacion de los anteriores.
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Figura 5 -1: Interacciones AzgA-sustrato. Representacion esquematica de la interaccion AzgA-hipoxantina en A,
AzgA-guanina en B y AzgA-adenina en C. Extraido de Krypotou et al., 2014.

Un trabajo similar se inicié con el basidiomycota P. atropurpurascens. Debido a que el genoma
de este organismo no se encuentra secuenciado, el gen homdlogo a phZ de P. crhysosporium fue
clonado mediante la amplificacién con primers degenerados y RACE PCR obteniéndose la
secuencia parcial de un gen (puZ), a partir de la cual se deduce una secuencia aminoacidica de
494 residuos. La expresion transcripcional parece alternar entre un estado reprimido y un estado
desreprimido en ausencia de fuente de nitrégeno. En el genoma del basidiomycota
Punctularia strigosozonata que ha quedado recientemente disponible, identificamos la presencia
de un gen que presenta muy alta homologia con puZ, otro con homologia a phU y enzimas
catabdlicas  hipotéticas: adenina  desaminasa  (Punstl_14030), xantina dioxigenasa
(Punstl_117809), urato oxidasa (Punstl_91772), alantoina amidohidrolasa (Punstl 123183) y
alantoato amidohidrolasa (Punstl_111899). Al igual que en P. crhysosporium no se encontrd
ninguna secuencia con similitud significativa a las purina hidroxilasas | y Il pero si secuencias
homologas al cofactor implicado en modificaciones de purina hidroxilasas. Muy probablemente
P. atropurpurascens también tenga un gen tipo NAT que no fue identificado con las técnicas
empleadas. Con esta informacién disponible se podrian redisefiar los primers degenerados con
mayor sesgo en funcion de las secuencias de P.strignosozonata, para completar puZ y amplificar
el hipotético gen NAT. Dada la similitud de PuZ parcial con PhZ (84% similitud y 75%
identidad) y que el gen puZ parece no responder a la presencia de purinas pensamos que
profundizar en el estudio de este transportador no es en principio muy prometedor en el sentido de

aportar nueva informacion relevante.
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6 Conclusiones

El presente trabajo constituye la primera caracterizacion de transportadores de purinas de hongos
basidiomycotas.

Phanerochaete chrysosporium tiene dos transportadores especificos de purinas, funcionales y
regulados. PhZ perteneciente a la familia AzgA-like, transporta las purinas mas reducidas,
adenina, hipoxantina y guanina, y sus analogos 2-aminopurina, 6-tioguanina y 8-azaguanina. La
expresion del gen phZ estaria ligada tanto al catabolismo como al anabolismo: induccion en
presencia de sus sustratos adenina o hipoxantina, represion por presencia de urea 0 aminoacidos y
expresion basal con amonio o carencia de nitrégeno. PhU proteina de la familia NAT, transporta
todas las purinas y analogos oxypurinol, uracilo, uridina y 2-aminopurina. El gen phU se induce
en presencia de purinas y en condicion de carencia de nitrégeno y se reprime en presencia de otras
fuentes de nitrogeno tales como amonio, urea 0 aminoacidos. Ambos transportadores se localizan
en la membrana en presencia de sustrato y a nivel post-transcripcional responden al mecanismo de
endocitosis en respuesta a amonio y sustratos, cuando son expresados en A. nidulans. Tanto PhZ
como PhU presentan diferencias en los procesos de transporte y/o reconocimiento de sustratos
con AzgA'y UapA de A. nidulans, respectivamente.

En el basidiomycota Punctularia atropurpurascens (cuyo genoma no ha sido secuenciado), se
identificd un posible transportador de tipo AzgA-like, cuyo gen (puZ) muestra los maximos
niveles de acumulacion de ARNm en ausencia de nitrégeno.

Por ultimo, respecto a la estructura de proteinas AzgA-like, se identificaron 34 residuos
invariantes y cuatro motivos conservados que caracterizan esta familia de transportadores. Se
mutagenizaron in vitro seis residuos en dos de estos motivos, generando seis variantes simples y
dos variantes triples, cuyo analisis promete contribuir al conocimiento de los determinantes

estructurales de la funcidn de los transportadores de esta familia.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Materiales

7.1.1 Cepas

Escherichia coli: genotipo TOP10 [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74

recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG]

Phanerochaete chrysosporium: 1556, DZM

Punctularia atropurpurascens: H2126

Asperqillus nidulans: ver Tabla 7-1

Tabla 7-1: Cepas de A. nidulans utilizadas en esta tesis

Nombre | Genotipo Origen
MV001 pabaAl veAl Dra. Ana Ramén
MV002 riboB2 pyrG89 pyroA4 AnkuA::argB Dra. Ana Ramoén
MV053 | dazgA AuapA::uapA::paba AuapC::pyrG"F pabaAl Esta tesis.
riboB2 Transformacion de
MV058 con p520exp
MVO058 | AdazgA AuapA AuapC::pyrG*" pabaAl riboB2 Dra. Natalie Oestreicher
- Dr George Diallinas
MVO056 | AuapA AuapC::pyrG*" pabaAl riboB2 Dra. Natalie Oestreicher
- Dr George Diallinas
MVO059 | AdazgA AuapA AuapC::pyrG*" argB2 pabaAl Dra. Natalie Oestreicher
- Dr George Diallinas
MV60 AazgAAuapAAuapC::pyrG"* AnkuA::argB argB? Esta tesis. Progenie
pabaA1l riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento
ANU09 | dazgA::phU::riboB2 AuapAduapC::pyrG"* Esta tesis. Progenie

AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG?

cruzamiento
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ANUI10 | AazgA::phU::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*" Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANU12 | AazgA::phU::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG** Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANU18 | dazgA::phU::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG** Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANU25 | dazgA::phU::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG** Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANU28 | dazgA::phU::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG** Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANZ03 AazgA::phZ::riboB2 AuapAduapC::pyrG"* Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANZ12 AazgA::phZ::riboB2 AuapAduapC::pyrG"* Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANZ42 AazgA::phZ::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG"* Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANZ56 AazgA::phZ::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*" Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANZ61 AazgA::phZ::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*" Esta tesis. Progenie
AnkuA::argB argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANAZ114 | azgA::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*" AnkuA::argB | Esta  tesis.  Progenie
argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANAZ120 | azgA::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG"" AnkuA::argB | Esta tesis.  Progenie
argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANAZ121 | azgA::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*" AnkuA::argB | Esta tesis.  Progenie

argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG?

cruzamiento
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ANAZ123 | azgA::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*™ AnkuA::argB | Esta tesis.  Progenie
argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

ANAZ140 | azgA::gfp::riboB2 AuapAduapC::pyrG*™ AnkuA::argB | Esta tesis.  Progenie
argB? pabaAl riboB2 pyroA4 pyrG? cruzamiento

Descripcién de los genotipos

e pabaAl: mutacion en el gen pabaA que codifica la sintasa del acido para-aminobenzoico,
genera auxotrofia por el mismo.

e pyroA4: mutacion del gen pyroA que codifica una enzima necesaria en la biosintesis de
piridoxina (vitamina B6), genera auxotrofia por la piridoxina.

e riboB2: mutacion en el gen riboB, que codifica una enzima necesaria en la biosintesis de
riboflavina (vitamina B2), genera auxotrofia por la riboflavina.

e pyrG89: mutacion en el gen pyrG, que codifica la orotidina 5'-fosfato carboxilasa, genera
auxotrofia por la uridina y el uracilo.

e argB2: mutacion en el gen argB que codifica la ornitina carbamil transferasa la cual
cataliza la conversion de ornitina en citrulina, un precursor de arginina, genera auxotrofia
por la arginina.

e veAl: mutacion en el gen veA que codifica una proteina involucrada en el control de la
diferenciacién provocando una conidiacion mas profusa y por lo tanto una mayor
facilidad de réplicas.

e AazgA: delecion en el gen azgA que codifica el transportador AzgA, genera deficiencia en
el crecimiento en hipoxantina como Unica fuente de nitrégeno y resistencia a la 8-
azaguanina.

e AuapA: delecion en el gen uapA que codifica el transportador UapA, genera deficiencia
en el crecimiento en &cido Urico y xantina como Unica fuente de nitrégeno y resistencia al
oxypurinol.

e AuapC::pyrG*" : gen uapC que codifica el transportador UapC interrumpido por el gen
pyrG de Aspergillus fumigatus.

o AnkuA::argB : gen nkuA interrumpido por el gen argB. El gen nku codifica la subunidad 1
de la helicasa Il, implicada en procesos de recombinacién heter6loga, la delecion de este
gen reduce considerablemente la frecuencia de integracion de las secuencias foraneas en
otros lugares del genoma y por tanto favorece la recombinacion homdéloga (Nayak et al.,
2006).

85



| Materiales y Métodos

7.1.2

AazgA::phU::gfp::iriboB2: es el gen phU que codifica el transportador PhU de
P. chrysosporium fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde fluorescente y al
gen riboB, integrado en el sitio cromosémico de azgA.

AazgA::phU::riboB2: es el gen phU que codifica el transportador PhU de
P. chrysosporium fusionado al gen riboB, integrado en el sitio cromosémico de azgA.
AazgA::phZ::gfp::riboB2: es el gen phZ que codifica el transportador PhZ de
P. chrysosporium fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde fluorescente y al
gen riboB, integrado en el sitio cromosémico de azgA.

AazgA::phZ::riboB2: es el gen phZ que codifica el transportador PhZ de
P. chrysosporium fusionado al gen riboB, integrado en el sitio cromosémico de azgA.
azgA::gfp::riboB2: gen azgA fusionado al gen gfp que codifica la proteina verde

fluorescente y al gen riboB.

Medios de cultivo

Para cultivos solidos a los medios se les agrega 1.5 % de agar.

Esterilizacion por calor himedo: 15 minutos a 121°C.

Esterilizacion por filtracion: filtro de 0,25 um.

7.1.2.1  Aspergillus nidulans

Los medios se preparan y se utilizan segun lo recomendado en Pontecorvo et al., 1953.

Solucioén de sales:

26 g de cloruro de potasio

26 g de sulfato de magnesio heptahidratado

76 g fosfato de potasio monobasico

50 ml de solucidn de elementos traza

Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo y luego se le agrega 2

ml de cloroformo como conservante. Se almacena a 4°C.

Solucién de elementos traza:

40 mg borato de sodio decahidratado

400 mg sulfato de cobre pentahidratado

800 mg fosfato férrico dihidratado

800 mg sulfato de manganeso dihidratado
800 mg molibdato de sodio dihidratado
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8 g sulfato de zinc heptahidratado
Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo y se conserva a 4 °C.

Solucién de casaminoécidos:
150 g caseina hidrolizada
Se lleva a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo y se conserva a 4 °C.

Solucién 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-aminobenzdico

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

Medio minimo (MM):

20 ml de solucidn de sales

10 g de glucosa

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se esteriliza mediante
calor himedo.

Observacién: debe complementarse con una fuente de nitrégeno y con los suplementos

nutricionales requeridos segun las auxotrofias de la cepa cultivada.

Medio minimo sin fosfato (MM-P):

Igual qgue MM pero la solucion de sales y elementos traza se prepara sin fosfato.

Medio completo (MC):

20 ml de solucién de sales

10 ml de solucidn de vitaminas

10 ml de solucidén de casaminoacidos
10 g de glucosa (dextrosa)

2 g peptona

1 g de extracto de levadura
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Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH vy se esteriliza mediante
calor himedo (20 minutos a 121 °C).
Observacion: para cepas auxétrofas para arginina, o uracilo y uridina, es necesario agregar estos

suplementos al medio completo.

Medio para la regeneracion de protoplastos (isosmético):

20 ml solucion de sales

10 g de glucosa

342.3 g de sacarosa

Se lleva a un litro con agua destilada, se ajusta el pH a 6.8 con NaOH vy se esteriliza mediante
calor himedo.

Observacion: debe complementarse con una fuente de nitrégeno y con los suplementos

nutricionales requeridos segun las auxotrofias de la cepa cultivada.

Suplementos para A. nidulans:
Se esterilizan mediante calor himedo y se conservan a 4°C salvo que se especifique lo contrario.

Fuente de nitrégeno:

e Purinas y analogos de purinas: se agregan directamente al medio antes de usar (0.1
mg/ml).

e Urea: 3.03 g en 100 ml de agua destilada. Se esteriliza mediante filtracion. Uso 1:100.

e Tartrato de amonio: 92 g en 1 L de agua destilada. Uso 1:100.

¢ Nitrato de sodio: 81 g en 100 ml de agua destilada Uso: 1:100.

e Acido 6-hidroxinicotinico: 13.9 g en 100 ml de agua destilada alcalinizada .Uso: 1:100.

Suplementos auxotréficos

e Ac. p-aminobenzoico: 20 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

e Pantotenato de calcio: 20 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

e Piridoxina HCI: 500 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

e L-arginina: 526 mg en 10 ml de agua destilada. Uso 1:100.

e Biotina: 10 mg en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100.

e Riboflavina: 25 mg en 100 ml de agua destilada. Se almacena en oscuridad. Uso 1:100. Se
esteriliza por filtracion.

e Uridina: se agrega directamente al medio antes de usar (56 mg/100 ml).

Uracilo: se agrega directamente al medio antes de usar (61 mg/100 ml).
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Analogos de purinas téxicos

e Oxypurinol: 0.152g en 100 ml de agua destilada. Uso 1:100 Observacion: se utiliza con
nitrato como fuente de nitrégeno.

e 8- azaguanina: 1g en 100 ml de agua destilada alcalinizada con NaOH. Uso 1:100
Observacion: se utiliza con amonio como fuente de nitrogeno (la mitad de la
concentracion).

7.1.2.2 Phanerochaete chrysosporium y Punctularia atropurpurascens

Yeast Carbon Base (YCB):
11.7 g de YCB (Difco) en un litro de agua destilada. Se esteriliza mediante calor himedo.

Observacion: debe complementarse con una fuente de nitrégeno.

Agar Malta:
20 g de extracto de malta y 20 g de agar en un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante

calor hiimedo.

Fuentes de nitrdgeno:
e Purinas, tartrato de amonio, urea y nitrato de sodio igual que para A. nidulans.
¢ Aminoacidos: se agregan directamente al medio antes de usar.
Valina 1,9 mg/ml; leucina 2,1 mg/ml; metionina 2,4 mg/ml; cisteina 1,9 mg/ml; glicina

1,2 mg/ml; alanina 1,4 mg/ml; arginina 0,9 mg/ml y prolina 1,9 mg/ml.

7.1.2.3 Escherichia coli

Medio Luria-Bertani (LB):

10 g bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl. Se lleva a un litro con agua

destilada, se ajusta el pH a 7. Se esteriliza mediante calor hiimedo.
Ampicilina: 50 pg/ml. Stock= 100 mg/ml.
Para seleccionar (por placa): 40 ul X-gal (2%) y 4 pl de IPTG (20%).

Medio Luria-Bertani (LB) para células competentes:

10 g de bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl. Se lleva a 950 ml con agua
destilada, se ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con agua destilada. Se esteriliza mediante

calor hiimedo.

Medio SOB:
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20 g de bacto- triptona, 5 g de extracto de levadura, 0.5 g de NaCl. Se lleva 950 ml con agua

destilada, se ajusta el pH a 7 y se completa hasta 1 L con agua destilada. Se esteriliza mediante

calor hiimedo.

Medio SOC:

A 10 ml de SOB esterilizado y enfriado a menos de 60°C se le agregan 50 uL de MgCl, (2M) y
200 pL glucosa (1M).

7.1.3 Plasmidos

Tabla 7-2: Plasmidos utilizados

Nombre Tamafio (pb) | Descripcion Origen

pGemTeasy | 3015 Vector T Promega

pCR2.1 3900 Vector T Invitrogen (Life
Technologies)

pHL82 6876 PCR2.1::GASlinker-gfp-riboB*" Fungal Genetics Stock
Center. (Liu et al.,
2009)

p520exp 10400 aprox. M13::uapA::pabaA Dr. George Diallinas.
(Gournas et al., 2010)

pPL5 3844 aprox pUC19::riboB"" Dra.Gianna Cecchetto.
(Oakley et al., 1987)

pMBO01 4800 pGemT ::phUc Esta tesis

pMB02 4752 pGemT ::phZc Esta tesis

pMBO03 5030 pGemT::azgA Esta tesis

p5'azgA 3865 pGemT:: 5'azgA Esta tesis

p3'azgA 7826 pHL82:: 3'azgA Esta tesis

pMBO04 4752 pGemT ::;phZm L124M Esta tesis
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pMBO05 4752 pGemT::phZm T392A Esta tesis

pMBO06 4752 pGemT::phZm T131A Esta tesis

pMBO07 4752 pGemT::phZmL124M-T131A- Esta tesis

S133T

pMBO08 4752 pGemT::phZm S133T Esta tesis

pMB09 4752 pGemT::phZm 1388V Esta tesis

pMB10 4752 pGemT::phZm A391G Esta tesis

pMB11 4752 pGemT::phZmI388V-A391G- Esta tesis

T392A

c: indica ADN copia, m: indica mutado.

7.1.4 Primers

Tabla 7-3: Primers utilizados

Nombre Secuencia Uso

ANnku-F1 TCGAACCCCCAGTTGTATTC nkU para verificacion de
delecion

ANnku-R1 GAGTGCGAGACGAGTCCTAGA

AN3uapC-F1 TCTAGGCTCCCGCATGATAC uapC para verificacion de
delecion

AN5uapC-R1 AGAGTCGAGCCAAACAAAGC

ANpyrG-F2 ATCTCTGCCAGGACCAACAG Cassette de delecion uapC

ANZCF1 ATGGGGTACGCTGAGTGGAT Gen azgA

ANZCR1 CTATTTCTCCGTGACCTGTTCC

PhZ-cF1 ATGCCTATCGCCCTCAC Gen phz

PhZ-cR1 TCAGTCGTCCTTCTCGGTGAC

PhU-cF2 ATGTCTGACCACTCGATTGTGA Gen phU
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PhU-cR2 TCAATCCCTGTCCTTCTCTTTC Gen phU
FP1AN5ZF1 TGTAGACCATTCTGATTGATTGAA P1 en Figura 3-8

5’ de azgA con
AN5ZR1 GCTGTCTGTGAGGTCAAATAGG

FP1AN5ZF1
FP2AN5ZF2 GTGAGTTTGCGCTAGCAATG P2 en Figura 3-8
AN3ZF CCAACGTGACCGGTATAGTATAGA 3’azgA con FP6AN3ZR1
FP6AN3ZR1 TCCCGACCGTTCGTATAGAG P6 en Figura 3-8
RF3ZpHL82F1 ACGGTGTATGCTCGTCACACTCATCCAACGTGACCGGTATAGTATAGA | Insercion de 3’azgA en

pHL82
RF3ZpHL82R1 CTGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCTCCCGACCGTTCGTATAGAG

P3 en Figura 3-8, con
FP3-azgA ATCCACTCAGCGTACCCCATGCTGTCTGTGAGGTCAAATAGG A

azg

P3 en Figura 3-8, con phZ
FP3-phz GTGAGGGCGATAGGCATGCTGTCTGTGAGGTCAAATAGG

P3 en Figura 3-8, con phU
FP3-phU TCACAATCGAGTGGTCAGACATGCTGTCTGTGAGGTCAAATAGG
FP5AN3ZR2 ATGGTTTGGCATTCTCTTGG P5 en Figura 3-8

P4 en Figura 3-8, con
FP4AGFPazgAl AGGAACAGGTCACGGAGAAAGGAGCTGGTGCAGGCG azgA

P4 en Figura 3-8, con phZ
FPAGFPphz1 GGTCACCGAGAAGGACGACGGAGCTGGTGCAGGCG

P4 en Figura 3-8, con phU
FPAGFPphU1 TGAGAAAGAGAAGGACAGGGATGGAGCTGGTGCAGGCG

Idem FP4GFPazgALl, para
FP4RbazgA GGAACAGGTCACGGAGAAATAGGCCTCAAACAATGCTCTTCA construccion de cassette

sin GFP

Idem FP4AGFPphZ1, para
FP4RbphZz GTCACCGAGAAGGACGACTGAGCCTCAAACAATGCTCTTCA construccion de cassette

sin GFP

ldem FP4GFPphUL1, para
FP4RbphU GAAAGAGAAGGACAGGGATTGAGCCTCAAACAATGCTCTTCA construccion de cassette

sin GFP

Secuenciado
AN5Zseq-F1 ATGCGCCTCGATCGTTG transformantes

A. nidulans con cassette
AN5Zseq-F2 TGTGAGCTTCTGGAATGTCG
ANgfpseqg-R1 ACCTTCACCCTCTCCACTGA
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Secuenciado

Rib82seq-R2 CTGTTGCCAGGTGAGGGTAT transformantes
A. nidulans con cassette

Rib82seq-F3 CCATTTGCTCCAATGAACCT

Phgpd-qF2 (*1) TACCACCGCTACCCAGAAGA gpd P. chrysosporium en
gPCR

Phgpd-qR2 (*1) GACGAGGGGATGATGTTGTT

PhZ-qF2 (*2) ATCCTCGACACGACTGGAAC phZ en gPCR

PhZ-gR2 (*2) TGACGCTCGACTTTGAGAAC

PhU-qF7 (*2) GCTGCATGTTCCTCATCCTC phU en gPCR

PhU-gR5 (*2) GAATCCCGTCCTTGGTGG

pugpd-gF (*1)

CGCTGAGTACATCGTCGAGTC

pugpd-gR (*1)

CGGAGATGATGACCTTCTTGG

gpd P. atropurpurascens
en gPCR

puZ-qF6 CTCGATTTCGAGAGGAGCAC puZen gPCR y RACE
puz’

puzZ-qR6 TCTCGATGAAAGCCGTCAC

(dT)17-adaptor (*3) | GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT Sintesis de ADNc para
RACE 3”

AdaptadorR (*3) GACTCGAGTCGACATCG RACE 3" puz

puZ-qF16 TGTGACGGCTTTCATCGAG

puzZ-R17 TCGCAATAGCCAGAGAGGTT RACE 5" puZ

puzZ-R18 CAGGAGCGACAATATGACGA

pD2_LM_F1 ATGGCGCCCGGAaTgGGGTTGAACGCATAC Mutacién L124M

pD2_LM_R1 TATGCGTTCAACCCCAItTCCGGGCGCCATG

pD2_TA_F2 AACGCATACTTCgCcTACTCGGTTGTTGGTTTCCAC Mutacion T131A

pD2_TA_R2 TGGAAACCAACAACCGAGTACGCGAAGTATGCGTTC

pD2_ST_F3 GTTGAACGCATACTTCACATACaCtGTTGTTGGTTTCCAC Mutacién S133T

pD2_ST_R3 GTGGAAACCAACAACaGItGTATGTGAAGTATGCGTTCAAC

pD2_TA_ST_F4 TTGAACGCATACTTCYCCcTACaCtGTTGTTGGTTTCCACG Mutaciones L124M-

T131A-S133T
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pD2_TA_ST_R4 TGGAAACCAACAACAGTGTAgGCGAAGTATGCGTTCAACC Mutaciones L124M-
T131A-S133T

pD4_IV_F5 TGTCACCGCGTTCgTCGAGTCCGCG Mutacién 1388V
pD4_IV_R5 GGACTCGACGAACGCGGTGACAGGG

pD4_AG_F6 GTTCATCGAGTCCGgtACCGGTATCTCCGAG Mutacion A391G
pD4_AG_R6 TCGGAGATACCGGTACCGGACTCGATGAACG

pD4_TA F7 ATCGAGTCCGCGYCCGGTATCTCCG Mutacion T392A
pD4_TA_R7 GGAGATACCGGCCGCGGACTCGATG

pD4_IV_AG_TA F8 | ACCGCGTTCgTCGAGTCCGgtgCCGGTATCTCCGA Mutaciones 1388V-

A391G- T392A
pD4_IV_AG_TA RS | TCGGAGATACCGGCACCGGACTCGACGAACGCGGT

pCR21_ampF1 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG Verificacion de insertos
en pCR2.1 y pGemTeasy

pCR21_ampR1 GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG

pCR21_seqF1 GGATAACAATTTCACACAGG Secuenciacion de insertos
en pCR2.1 y pGemTeasy

pCR21_seqR1 GGCGATTAAGTTGGGTAAC

Todos los primers fueron disefiados en esta tesis a excepcién de los marcados con *: *1(lbafiez, 2010), *2(Barraco
Vega, 2010) y *3(Frohman et al., 1988). Todos fueron sintetizados por Macrogen Korea. En los primers utilizados para
mutagénesis con letra mindscula se indica el cambio introducido.

7.2 Meétodos

7.2.1 Técnicas empleadas con A. nidulans

7.2.1.1  Andlisis de crecimiento en placa

Las cepas a analizar se inoculan por picadura junto con cepas controles (silvestre, parentales, etc)
en una misma placa de medio completo o medio minimo (mas fuente de nitrégeno y los
suplementos que permitan el crecimiento de todas las cepas) y se incuba a 37°C por 48 hs. Esta
placa denominada placa maestra es la que se utiliza para inocular mediante un replicador las
placas de medio minimo (con diferentes fuentes de nitrégeno y suplementos). Para sembrar las
colonias de la placa maestra se debe tener en cuenta el molde del replicador. Luego de la

incubacion se realiza la lectura de los fenotipos observando las caracteristicas de cada colonia.
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7.2.1.2 Obtencion de cultivo monospdrico (siembra por suspension de esporas)

Se hace una suspension de esporas en 1ml de Tween 80 (0,01%) con punta (escarbadiente) a
partir de un cultivo en medio s6lido. Se homogeniza por vortex durante 1-2 minutos y se hace
recuento de esporas en camara de Neubauer. Se siembran dos diluciones correspondientes a 1-10
esporas/100 ml. Se incuba 2 dias a 37°C. Se considera aislada aquella placa que tenga una Unica

colonia.
7.2.1.3 Cruzamiento de cepas

Se inocula una placa de medio minimo 1,3% agar (amonio y suplementos) con ambos parentales
(4 inoculaciones de cada uno), cada uno enfrentado a una distancia de aproximadamente 2 cm con
el otro. Se incuba a 37°C hasta que las colonias se toquen (48-72 hs). Se extrae con un ansa un
cilindro de la zona interparental (en lo posible sin conidias) y se transfiere a una placa de 6 cm
con medio minimo (hasta el borde) con nitrato como fuente de nitrégeno y sin suplementos (si los
parentales coincidan en alguna auxotrofia el medio se suplementa para ese caracter). Se incuba a
37°C por 48-72 hs. Se sella la placa con cinta adhesiva para evitar intercambio gaseoso y se
incuba 10-20 dias a 37°C. Luego bajo lupa se levantan varios cleistotecios tocando con punta
diferentes lugares de la placa, cada cleistotecios se limpia bajo lupa haciéndolos rodar sobre una
placa de petri con agar 3%, hasta que se ve la superficie oscura y brillante. Cada cleistotecio
limpio se transfiere a un eppendorf con 30-40 ul de Tween 80 (0,01%) y se “explotan” con punta
amarilla (para romper la pared y liberar las ascoesporas). Se agrega 1 ml de Tween 80 (0,01%) y
se homogeiniza por vortex. Para identificar los cleistotecios cruzados se siembra una placa con
medio minimo con fuente de nitrégeno y sin suplementos (excepto las auxotrofias que estan en

ambos parentales) se incuba y el crecimiento de colonias indica segregacion de caracteres.

Se selecciona un clestotecio cruzado y se plaquean 100 pl de diluciones 1/10 y 1/100 de la
suspensién de ascosporas Las placas pueden ser de medio completo 6 medio minimo si se quiere
seleccionar una parte de la progenie. Para la seleccion de la cepa receptora de esta tesis se utilizé
medio minimo suplementado con amonio, 8-azaguanina, acido p-aminobenzoico, piridoxina y
riboflavina. Se incuba a 37°C por 48 hs. Las colonias aisladas se analizan mediante analisis de

crecimiento en placa.
7.2.1.4 Cultivo en medio liquido

Se recolectan las conidias en Tween 80 (0,01%), y se inocula cada erlenmeyer con medio minimo,
fuente de nitrégeno y suplementos (seguin cepa). Se incuba con agitacion (100-150 rpm) tiempo y

temperatura necesarios segin la finalidad del cultivo
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7.2.1.5 Transformacion de A. nidulans

Se siguid el protocolo descripto en Nayak et al., 2006 con algunas modificaciones.

Produccién de protoplastos

Se inoculan 400 ml de medio minimo y los suplementos correspondientes con una suspension de
conidias (2 placas confluentes en 15 ml de Tween 80 (0,01%)). Se incuba a 25°C y 140 rpm
durante 11-12 horas, se sigue el cultivo al microscopio y se detiene cuando las esporas comienzan
a germinar. EIl micelio se filtra a través de blutex, se lava con agua estéril y se seca entre hojas de
papel estériles. EI micelio seco se pesa por diferencia en un falcon estéril y se resuspende en
solucion B (10 ml/g de micelio), se homogeiniza por vortex y se transfiere a un matraz estéril
agregando por cada gramo de micelio 3-7 mg de albimina de suero bovino (BSA) y 300-400 mg
Glucanex o 150 mg de Vinoflow de Novozyme (Esta Ultima fue la elegida por presentar mayor
eficiencia de protoplastizacion). Se incuba durante 1-2 horas a 30°C y 100 rpm, siguiendo la
formacion de protoplastos al microscopio. La suspension de protoplastos se transfiere a tubos
corex estériles se homogeiniza por vortex suavemente y se le agrega lentamente por la pared del
tubo un volumen igual de solucién D. Los tubos deben mantenerse en hielo y se debe observar la
formacién de 2 capas. Se centrifuga 10 min. a 6000 rpm a 14°C. Los protoplastos forman una
capa blanca en la interfase que se transfiere con pipeta Pasteur a otro tubo corex estéril, se lava
agregando 5 ml de solucion E y se centrifuga 10 min. a 4000 rpm. Los protoplastos se
resuspenden en 5 ml de solucibn G para realizar el recuento en cdmara de Neubauer. Se
centrifugan 10 min. a 4000 rpm y se resuspende la cantidad de solucién G necesaria para obtener

una concentracion de 2-5 x 10" protoplastos/100 L.
Transformacion

A 100 pL se le agrega 250 ng de ADN (volumen menor a 15 pl). Se homogeiniza por vortex 6-8
veces por 1 segundo a maxima velocidad y se agrega 50 pl de solucion de PEG (recién filtrada) se
homogeiniza por vortex 3-4 veces por 1 segundo a maxima velocidad y se deja en hielo durante
25 minutos. Luego se agrega 1 ml de solucién PEG, se mezcla con micropipeta por lo menos 10
veces y se deja a temperatura ambiente durante 25 minutos. El volumen total de transformacion se
plaquea (150 pl/placa) en medio minimo 1M de sacarosa con los suplementos adecuados. Se

incuba a 37° hasta la visualizacién de colonias (3-5 dias).

Soluciones de transformacién:

B:1.2 M MgS0O,, 10 mM ortofosfato (se ajusta el pH a 5.8). Se esteriliza por filtracion.
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D: 0.6 M sorbitol, 100 mM Tris Cl pH 7.5.
E: 1 M sorbitol, 10 mM Tris Cl pH 7.5.
G: 0.6 M KCI, 50 mM CacCls,.

PEG: 0.6 M KCI, 50 mM CacCl,, 75 mM polietilenglicol (= 25% wi/v). Se filtra antes de usar. Las
soluciones D, E, Gy PEG se esterilizan por calor himedo.

7.2.1.6  Microscopia de fluorescencia

Las cepas a observar se crecen sobre la superficie de un cubreobjetos. Se utilizan cubreobjetos de
vidrio redondo de 14mm de diametro (esterilizados mediante flameado) que son colocados en
placas de 12 pocillos. A cada pocillo se le agrega 3 ml de medio minimo sin fosfato (MM-P), con
25 mM NaH,PO, los suplementos correspondientes y la fuente de nitrégeno elegida. Cada pocillo
se inoculé con 10 pL de una suspension en Tween 80 (0,01%) de la cepa de interés de 10°
esporas/ml y se incub6 a 28°C durante 14 horas. Para la observacién, el exceso de medio del
cubreobjetos se escurre sobre una servilleta y se dispone sobre un portaobjetos. Para los estudios
con el colorante vacuolar se siguid el protocolo recomendado por Manuel Sanguinetti
(comunicacion personal): previo a la observacion los cultivos crecidos sobre el cubreobjetos son
tratados con CMAC (7-amino-4-chloromethyl coumarin, Molecular Probes, Invitrogen). Se extrae
el cubreobjeto y se incuba con 100 yL de una dilucion 1:1000 de CMAC en agua destilada
(solucion Stock 5 mg/ml en DMSO) a 25 °C por 20 minutos en oscuridad. Luego se agrega medio

de cultivo fresco (3 ml) para lavar el exceso de CMAC y se incuba por otros 20 minutos

Las muestras se observaron mediante un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80i,
equipado con un filtro B-2E/C (Nikon) para visualizar la fluorescencia emitida por GFP y un
filtro B-2A para visualizar la fluorescencia emitida por CMAC. Las imagenes fueron obtenidas
con una camara digital DS-Fil (Nikon) y se utilizaron los programas de obtencion y tratamiento
de imagenes NIS- Elements F3.0 y Adobe Fireworks CS4

7.2.2 Técnicas empleadas con P. chrysosporium y P. atropurpurascens

7.2.2.1 Obtencién de cultivo monosporico

Igual que con A. nidulans pero para P chrysosporium la placa se incuba 7 dias a 28°C y para

P. atropurpurascens se incuba 5 dias a 28°C.
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7.2.2.2 Cultivo en medio liquido para estudios de expresion génica

A partir de tantas placas como condiciones a estudiar se recolectan las conidias en Tween 80
(0,01%), se filtra la suspension a través de blutex, se homogeiniza por vortex y se inocula con la
suspension (10° esporas) 100 ml de medio minimo (YCB) con urea. Se incuba a 28° 150 rpm 87
horas en el caso de P. chrysosporium y 7 dias en el caso de P. atropurpurascens. ElI micelio
obtenido se filtra a través de blutex, se lava con agua destilada estéril, se vuelve rapidamente al
erlenmeyer agregando nuevo medio, la condicion a estudiar (fuente de nitrogeno). Se reincuba a
28° 150 rpm 6 dias en el caso de P chrysosporium y 2 dias en el caso de P. atropurpurascens. Se
filtra el micelio obtenido a través de blutex, se enjuaga con agua destilada estéril, se escurre y se

seca entre papeles estériles, se envuelve en papel de aluminio y se guarda a -70°C.

7.2.3 Técnicas empleadas con &cidos nucleicos

Salvo en los casos donde se especifica lo contrario se utilizaron los procedimientos estandares

descriptos en Sambrook & Russell, 2001 con algunas modificaciones.
7.2.3.1 Preparacion de las muestras para aislamiento de acidos nucleicos.

Se tritura el micelio en mortero con N, liquido hasta formar un polvo fino, se alicuota (50-100

mg) en eppendorf de 2 ml y se guarda a -70°C o se continua con el protocolo de extraccion.
7.2.3.2 Extraccion de ADN gendémico de hongos

A cada eppendorf con micelio pulverizado se le agregan 900 ul de buffer de extraccion, se
homogeiniza por vortex y se incuba 5-10 minutos en hielo. Posteriormente se adiciona 1 volumen
de fenol: cloroformo:isoamilico (25:24:1), se homogeiniza por vortex y se centrifuga durante
5 minutos a 12000 rpm. Se recupera la fase acuosa y se agrega 1 volumen de cloroformo:
isoamilico (24:1), se homogeiniza por vortex, se centrifuga 5 minutos a 12000 rpm y se recupera
la fase acuosa. La precipitacion se realiza con 1/10 volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2 volimenes
de EtOH 95% durante 20 minutos en hielo. Se centrifuga 15 minutos a 12000 rpm a 4°C, se lava
el pellet con EtOH 70%, se resuspende en 50-100 ul de TE-ARNasa y se incuba durante 30

minutos a 37°C.

Buffer de extraccion: 0.2 M Tris HCI pH7.5, 1% de SDS y 1mM de EDTA

TE-ARNasa: 1 ml de TE (10 mM Tris-HCI pH7.6 y 1 mM de EDTA pH8) y 10 ul ARNasa (10
mg/ml).
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7.2.3.3 Extraccion de ARN total

Se realiz6 el protocolo recomendado por el fabricante del reactivo de TRIzol (Invitrogen) con
algunas modificaciones. Se agrega a cada eppendorf con micelio pulverizado 1 ml de TRIzol. Se
mezcla bien y se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregan 0.2
ml de cloroformo, se agitan los tubos por inversion durante 15 segundos y se incuban 2-3 minutos
a temperatura ambiente. Luego se centrifuga a 10.000 rpm durante 15 minutos a 2-8°C. Se
transfiere la fase acuosa a un eppendorff de 1.5 ml, se agregan 0.5 ml de isopropanol y se incuban
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifuga 10 minutos a 10.000rpm a 2-8°C para
posteriormente remover el sobrenadante. Se lava el ARN con 1 ml EtOH 75%, se homogeiniza
por vortex y se centrifuga a 6500 rpm durante 5 minutos a 2-8 °C. El pellet de ARN obtenido se
seca brevemente en hielo y se disuelve en 50-100 ul de agua DEPC, agitandolo a mano y

dejandolo unos minutos en hielo. EI ARN obtenido se almacena a -70°C.

Agua DEPC: 200 pl de solucién comercial de DEPC (USB™) en 1L de agua destilada se deja

actuar 8-12 hs noche en campana y se esteriliza mediante calor himedo (15 minutos a 121°C).
7.2.3.4 Extraccion de ADN plasmidico

Para realizar la extraccion de ADN plasmidico se realizan minipreparaciones partiendo de un
cultivo de cada colonia aislada en 3 ml de LB ampicilina incubado toda la noche a 37°C y 200
rpm. Se centrifugan 1,5 ml a 12000 rpm durante 2 minutos y se agregan 200 pl de solucién I, 200
pl de solucién 11'y 200 ul de solucion 11 dejandolo 15 minutos en hielo. Se centrifuga durante 10
minutos a 12000 rpm y se recupera el sobrenadante. Se realiza una extraccion con fenol:
cloroformo: isoamilico (25:24:1) y se centrifuga durante 6 minutos a 9000 rpm. Posteriormente se
agrega 1 volumen de cloroformo: isoamilico (24:1) y se centrifuga durante 6 minutos a 9000 rpm.
La precipitacién se realiza con 2 volumenes de EtOH 96 y 1/10 de volumen de NaAc 3M
centrifugando durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C. El pellet obtenido se resuspende en 30 pul

de agua mQ.

TE: 10 mM Tris-HCI pH7.6 y 1 mM de EDTA pH8. Se esteriliza mediante calor himedo (15
minutos a 121°C).

Solucion I: 100 ul de ARNasa (10 mg/ml) en 10 ml de TE.
Solucidn I1: 1% SDS y 0,2 M de NaOH. Se prepara en el momento antes de usar.

Solucién I1l: 60 ml de KAc 5M, 11,5 ml de HAc glacial y 28,5 ml de H,O. Se esteriliza

mediante calor hiimedo (15 minutos a 121°C).
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7.2.3.5 Amplificacion mediante PCR convencional

Las amplificaciones para deteccion de deleciones (4nku y AuapC) y verificacion de clones con
inserto se realizaron con la enzima Taq Pol (Invitrogen) en un volumen final de 25 pl con: 2,5 pl
de buffer de Taqg Pol, 1 ul de MgCly, 2,5 ul de dNTPs (10 mM) (Promega), 1,5 ul de cada primer
(10 pM), 0,25 pl de Taq Pol y 10-100 ng de ADN. Se utiliz6 un programa de: 5 minutos a 94°C,
30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 2-5 minutos™ a 72°C, y por ultimo 5
minutos a 72°C

Las amplificaciones de genes (completos) y amplificaciones para Fusién PCR y verificacion de
cassette se realizaron con la enzima Hi Fidelity (Thermo Scientific) en un volumen final de 50 pl
con: 5 ul de buffer de enzima, 2 ul de MgCl,, 5 pl de dNTPs (10 mM) (Promega), 2,5 pl de cada
primer (10 uM), 0,5 pl de enzima y 10-100 ng de ADN. Para las amplificaciones de phZ y azgA
se agrego 5 pul de DMSO (Sigma).

El programa utilizado involucra una desnaturalizacidn inicial de 2 minutos a 94°C, y 30 ciclos de:
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50-58°C (segun el caso) y 2-3 minutos a 72°C (segun el caso),
por ultimo 5 minutos a 72°C. La temperatura de hibridacion utilizada fue: 52°C (phZ y azgA),
50°C (phU), 57°C (5" de azgA) y 58°C (3" de azgA). El tiempo de extension fue: 2 minutos (5
azgAy 3" de azgA), 2 minutos y medio (phZ y phU) y 3 minutos (azgA).Todas las amplificaciones
se llevaron a cabo en termociclador Corbett (CG1-96). Para verificacion de cassette en las cepas

se utilizo el mismo programa que para Fusién por PCR.
7.2.3.6 PCR para fusiéon

Los cassettes 5 azgA-transportador-gfp-ribo-3"azgA y 5'azgA-transportador-gfp-ribo-3"azgA (ver
Figura 4-8) se construyeron mediante el protocolo descripto por Szewczyk et al., 2007 con

algunas modificaciones.

Tanto para amplificar los componentes del cassette como para fusionarlos se utilizé la enzima Hi
Fidelity (Thermo Scientific) en un volumen final de 50 pl, con los mismos componentes de

reaccion que los descriptos para PCR convencional con esta enzima.

Para amplificar los componentes se utilizd el programa descripto en PCR convencional a
excepcion de la amplificacién de gfp-ribo-3" de azgA y ribo-3" de azgA para lo cual se utiliz6 un
programa con una desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 94°C, luego 10 ciclos de 10 segundos a
94°C, 30 segundos a 58°C y 6 minutos a 72°C, seguidos de 15 ciclos de 10 segundos a 94°C, 30
segundos a 58°C y 6 minutos mas 20 segundos en cada ciclo a 72°C, por Gltimo una extension

final de 7 minutos a 72°C. Para fusionar los componente del cassette se utiliz6 el mismo
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programa pero con 8 minutos de extension. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en

termociclador Corbett (CG1-96) y fueron purificadas mediante QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen).

7.2.3.7 RACE (Rapid amplification of cDNA ends)
Para completar el clonado del gen puZ se utilizo la técnica de RACE (Yeku & Frohman, 2011).

Para amplificar el extremo 3"se utilizé el protocolo descripto en Frohman et al., 1988 con algunas
modificaciones. EI ADNc se sintetiza con el mismo protocolo descripto en reacciéon de RT-PCR
para el clonado de genes (ver 7.2.3.10) pero utilizando 1 pl (50uM) del primer oligodT (con la
cola adaptadora, ver Tabla7-3) . EI ADNc obtenido (2 pl) se amplificé con puzZ-qF6 y el
adaptador mediante la enzima Hi Fidelity (Thermo Scientific) en las mismas condiciones descritas
para PCR convencional (ver seccion 7.2.3.5), utilizando una temperatura de hibridacion de 55°C y
un tiempo de extension de 1 minuto y medio. El producto obtenido (1 ul) se amplificé en una
segunda ronda con el mismo primer reverso (adaptador) y puZ-gF16, en las mismas condiciones
que la amplificacion anterior .Para amplificar el extremo 5°se utiliz6 el protocolo descripto por el
fabricante del kit 5° RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, version 2.0 (Life
Technologies). EI ADNc se sintetiza con un primer especifico (puZ-gR6). Al ADNc obtenido se
le adicionan citosinas en el extremo 5 mediante una wuna transferasa terminal de
desoxinucledtidos. Posteriormente se amplifica con un primer oligodG que hibrida (con cola
adaptadora) y un primer reverso especifico (puZ-gR17). El producto obtenido se amplifica en
una segunda ronda con un primer que hibrida con la secuencia adaptadora y un primer reverso

especifico mas interno (puZ-gR18). Ver tabla Tabla 7-3 y Figura 7-1.

RACE 3"

AN c——— s o s o i e o s o o AAAAARAANANA

PRl /e o ITITTITTTIrT T ——
pul-qFG [ —{ adaptadorR

PCRZ ee—— e e TTTITTTITTTTT T e

puZ-qF16|s adaptadorf
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Figura 7-1: Esquema de la amplificacion de puZ mediante RACE PCR. Las Lineas cortadas representan la
secuencia desconocida y las enteras la conocida.

7.2.3.8  Amplificacién mediante PCR en tiempo real

Los ensayos de gRT-PCR se realizaron utilizando QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (2x)
(Qiagen) en un volumen final de reaccién de 10 ul conteniendo 0,5 pl de cada primer (6 uM) y 2
pl de molde ya sea ADNg (5 ng/pl) o ADNc (dilucion ¥ del total sintetizado). Las
amplificaciones se llevaron a cabo (termociclador Corbett Rotor Gene™ 6000) utilizando un
programa con una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 15 minutos y luego 30 ciclos de 15
segundos a 94°C (desnaturalizacién) y un minuto a 59°C (hibridacion-extensién). Las reacciones

se realizaron por duplicado o triplicado.
7.2.3.9 Purificacion de productos de PCR

Los productos de amplificacion utilizados como componentes a fusionar para la construccion del
cassette se purificaron mediante QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) segun el protocolo

recomendado por el fabricante. Los productos se eluyeron en 30 ul de buffer TE (1X).
7.2.3.10 Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realiz6 con algunas modificaciones del protocolo recomendado por el
fabricante de la DNAsa y la transcriptasa reversa (Invitrogen). La eliminacién del ADN presente
se realiza en un volumen de reaccion de 9,4 pl con 1 pl de buffer 10x, 0,4 pl de DNAsa
(Invitrogen), 1 pg de ARN y agua DEPC. La enzima se deja actuar durante 17 minutos hasta la
preinactivacion con 1 ul de EDTA. Finalmente la inactivacion se realiza durante 10 minutos a
65°C. La reaccién de RT-PCR para utilizar en gPCR se realizé en un volumen final de 20,4 ul. Se
agregaron 4 ul de buffer 5x, 2 ul dTT (Invitrogen), 1 ul dNTPs (10 mM c/u), 1 pl random primers
(0,2 pg/ul) (Qiagen), 1 ul inhibidor de RNAsay 1 pl MMLYV (200U/ul) (Invitrogen) a los 10,4 pl
resultantes del tratamiento con ADNasa. Para llevar a cabo la reaccidn se utiliz6 un programa de
10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15 minutos a 70°C. Una vez obtenidos los ADNc se

diluyeron al cuarto y se almacenaron a -20°C. La reaccién de RT-PCR para el clonado de phZc y
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phUc se realiz6 con primers especificos. A los 10,4 pl de la muestra tratada con ADNasa se le
agreg6 1 pmol de cada primer especifico y 1 pl de dNTPs 10 mM c/u (Promega), la mezcla se
incub6 por 5 minutos a 65°C y se enfrié rapidamente en hielo. Luego se le adicionaron 4 pl buffer
5%, 2 ul dTT (0.1M) y 1 pl de RNAsa OUT (40 U/ul) y se incubd durante 2 minutos a 37°C, por
altimo se agregd 1ul MMLYV (200U) se incubé durante 50 minutos a 37 °C y luego 15 minutos a
70°C. Al ADNCc sintetizado se le agregé 2 unidades de ARNasa H (Fermentas) y se incubo
durante 20 minutos a 37°C. Luego de la eliminacion del ARN el ADNc puede ser clonado.

7.2.3.11 Electroforesis de ADN

Para visualizar ADN genomico, plasmidico y productos de amplificacion se realizd una
electroforesis en gel de agarosa 0,8 % 0 2,5% (segln tamafio del producto) en buffer TBE 0,5x
con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Las muestras se sembraron con ayuda del buffer de carga 5x.
La corrida se realizé a 100-150 V durante 20-60 minutos. Como marcador de peso molecular se
utilizé 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific 0 100pb DNA Ladder Thermo Scientific

Buffer Tris Borato (TBE) (10X): 108 g de Tris base, 55 g de acido bérico y 40 ml de EDTA 0.5
M (pH=8) en 1L de agua destilada.

Buffer de carga (5x): 0,25% de azul de bromofenol y 30% de glicerol en agua.

7.2.3.12 Electroforesis de ARN

El ARN se visualizé mediante electroforesis en agarosa 0,8% en buffer TBE 0,5x preparado con
agua DEPC. Se sembraron 2 ul de ARN con 3 pl de buffer de carga y se migraron durante 10
minutos a 125 V.

Buffer de carga: 80 pl de Buffer NaPO4 (100 mM), 100 ul de azul de carga, 25 ul de EtBr
(120 mg/ml), 500 ul de glicerol y 295 ul de H,O

Azul de carga: 1 ml de Buffer NaPO, 100 mM, 5 ml de glicerol, 0,025 g de azul de bromofenol,
0,025 g de Xilenxianol y 4 ml de H,O.

Buffer Tris Borato (TBE) (10X): 108 g de Tris base, 55 g de &cido bérico y 40 ml de EDTA 0.5
M (pH=8) en 1L de agua DEPC.

7.2.3.13 Clonado en vector T

Los productos de PCR se corren en un gel de agarosa para escindir las bandas y purificarlas. Para
llevar a cabo la purificacién mediante minicolumnas Wisard (Promega), las bandas se cortan en

trozos y se introducen en las columnas, se centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
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Posteriormente se realiza la precipitacion con 1/10 de volumen de NaAc y 2 volimenes de EtOH
absoluto durante toda la noche a —20°C. Luego se centrifuga durante 15 minutos a 4°C a
13000 rpm, se lava con 1 ml EtOH 70 y se centrifuga 15 minutos a 4°C a 13000 rpm. El pellet se
seca y se resuspende en 10-20 pl de agua mQ. El clonado en los vector pCR 2.1 (Invitrogen) y
pGemTeasy (Promega) se llevaron a cabo segun las recomendaciones de los fabricantes Los
productos de ligacion se precipitaron con ARN-t y se transformaron células TOP10 de E .coli.

mediante electroporacion.

Precipitacion de los productos de ligacién con ARN-t

La mezcla de precipitacion se realiza con 5 ul del producto de ligacion, 5 ul de ARN-t
(0,2 ug/uL) (Invitrogen), 10ul de H,O mQ y 50ul de EtOH absoluto. Se centrifuga a 14000 g
durante 20 minutos a 4°C. EI pellet se lava con 100 ul de EtOH 70% y se centrifuga a 14000 g
durante 20 minutos a 4°C, se deja secar y se resuspende en 2 ul de H,O mQ (Zhu & Dean, 1999).

Transformacion de células de E. coli mediante electroporacion

Para llevar a cabo un proceso de transformacion mediante electroporacion (equipo MicroPulser ™
BIO-RAD) en primer lugar se descongelan las células en hielo y se agregan a la ligacion
precipitada con ARN-t. Se transfiere la mezcla a la celda (0,2 cm), se electropora (modo Ec2) y se
agrega 1 ml SOC. Los parametros de pulso deben ser de aproximadamente 5 milisegundos y entre
2,5y 3 KV. La mezcla de transformacién se incuba con agitacion durante 1 hora a 37°C. Se
plaquea 1/10 del producto de transformacién en placas de LB ampicilina con X-gal e IPTG y se

incuba a 37°C no mas de 20 horas.

Preparacion de células electrocompetentes

Para la preparacion de las células electrocompetentes de E. coli Top 10 se realiza un precultivo en
3 ml de LB que se incuba toda la noche a 37°C. Con 1 ml de precultivo se inoculan 250 ml de LB
y se incuban a 37°C a 300 rpm donde se dejan crecer las células hasta obtener una DOgq entre 0,5
y 0,7. Posteriormente se transfiere el cultivo a tubos de centrifuga y se deja en hielo durante 20
minutos. Se centrifuga durante 15 minutos a 4°C a 4000 g, se elimina todo el sobrenadante, se
resuspende en 1 volumen de glicerol 10% y se centrifuga en las mismas condiciones. Se
resuspende en ¥ volumen de glicerol 10% y se vuelve a centrifugar. Posteriormente se resuspende
en 1/25 volumen de glicerol 10% y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. Por Gltimo
se resuspenden en 1 ml de glicerol 10%. Se alicuotan 50 ul de las células en eppendorf, se
congelan en N, liguido y se guardan a —70°C. La evaluacion de las células competentes se realiza
mediante electroporacion con 10 pg del plasmido pUC19, se debe obtener una eficiencia de

transformacion igual o mayor de 10® tansformantes por g de vector electroporado.
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7.2.3.14 Clonado sin enzimas de restriccion (RF-PCR)

Para clonar la secuencia de 3’azgA en el plasmido pHL82 se sigue el protocolo descripto por Van
den Ent & Lowe, 2006 con algunas modificaciones.

Se amplific6 3"~ de azgA con los primers disefiados para este fin (RF3ZpHL82F1 y
RF3ZpHL82R1) utilizando la enzima Hi Fidelity (Thermo Scientific) en las condiciones
descriptas para PCR convencional (Ver seccion 7.2.3.5). El producto obtenido se purifico
mediante QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) (ver 7.2.3.9) y la insercion se realiz6 mediante
una amplificacion con Hi Fidelity (Thermo Scientific) en un volumen final de 50 ul con: 5 pl de
buffer de enzima, 5 pl de MgCl,, 5 pl de dNTPs (10 mM) (Promega), 0,5 pl de enzima, 200 ng
del producto amplificado anteriormente (3" de azgA) y 200 ng de vector pHL82. Se utilizé un
programa de 30 segundos a 94°C y 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°C y 7 minutos
y medio a 72°C, por ultimo 7 minutos a 72°C. Para eliminar la hebra parental del plasmido el
producto obtenido se tratd6 con Dpnl (Fermentas) en un volumen de reaccion de 20 pl se
agregaron: 2 ul de buffer Tango (10x), 10 ul del producto amplificado y 2 pl de enzima (20
unidades) se incub6 a 37°C durante 2 horas. El volumen total de digestion se dializo para eliminar

sales y se transformo células TOP10 de E. coli segun el protocolo descripto en 7.2.3.13.
7.2.3.15 Digestion de ADN plasmidico con enzimas de restriccion

La eleccion de las enzimas de restriccion se realizd analizando las secuencias con los programas
Webcutter2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) y NEBcutter V2.0 (New England Biolabs,
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). La digestion de los plasmidos (500 ng
aproximadamente) se realiz6 en un volumen final de 20 pl empleando las recomendaciones del
fabricante de las enzima utilizadas (New England Biolabs). Agel y Aval en buffer 4 y Kpnl en

buffer 1 con BSA. Se incubd a 37 °C durante 2 horas y media.
7.2.3.16 Secuenciacion de ADN

El secuenciado fue realizado por la empresa Macrogen Korea con los primers descriptos para ese

uso en Tabla 7-3.
7.2.3.17 Mutagénesis sitio dirigida

Las mutaciones en el gen phZ se introdujeron en el plasmido pMBO02 (VerTabla 7-2) mediante el
método descripto por Papworth et al., 1996 con algunas modificaciones del protocolo. Los
primers se disefiaron de forma tal de que el Forward y el Reverse tuvieran un solapamiento total o
casi total, que el cambio a introducir quedaréa situado en la parte central de los primers y que la

longitud fuera de 25-45pb (Ver Tabla 7-3 ). Las amplificaciones se realizaron con Hi Fidelity
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(Thermo Scientific) en un volumen final de 50 ul con: 5 pl de buffer de enzima, 5 pl de MgCl,, 5
pl de dNTPs (10 mM) (Promega), 5 pl de DMSO (Sigma), 2,5 pl de cada primer (10 puM), 0,5 pl
de enzima y 200 ng de vector. Se utiliz6 un programa de 30 segundos a 94°C y 20 ciclos de 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 65°C y 6 minutos a 72°C. Para eliminar la hebra parental del
plasmido el producto obtenido se tratd con Dpnl (Fermentas) en un volumen de reaccion de 20 pl
se agregaron: 2 pl de buffer Tango (10x), 10 ul del producto amplificado y 2 ul de enzima (20
unidades) se incub6 a 37°C durante 2 horas. El volumen total de digestion se dializo para eliminar
sales y se transformaron células TOP10 de E. coli segln el protocolo descripto en 7.2.3.13.
Mediante secuenciacion se verificd que los vectores seleccionados hubieran incorporado la
mutacion. Los cassette con el transportador mutante se construyeron segun el protocolo descripto

en seccién 7.2.3.6.
7.2.4 Analisis Bioinformaticos

Bases de datos utilizadas: “Aspergillus Comparative Database” (Broad Institute,
http://www.broad. mit.edu/annotation/fungi/aspergillus), Joint Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/), “National Center for Biotechnology Information”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y “Transporter Classification Database” (http://www.tcdb.org/).

Programas utilizados:

Alineamiento de secuencias:

e ClustalW:

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

e Blast: http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi

Predictores de estructura secundaria de proteinas:

e Sosui: http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.html
o  TMHMM Server v. 2.0: http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM-2.0/

Secuencias analizadas:

Proteinas NAT: UapA y UapC de A. nidulans (Gl: 88984992, 790973); Lpel de Zea mays (Gl:
162462794); SNBT1 de Rattus norvegicus (Gl: 284010030); SVCT1 y SVCT2 de Homo sapiens
(Gl: 6652824, 6048257); XanQ, XanP, YgfU, UraA y RutG de E. coli (Gl: 161784262,
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84028014, 85675700, 187775829, 89107857); PucJ de Bacillus subtilis (GI: 16080296) y PyrP de
Lactococcus lactis (Gl: 15673585).

Proteinas AzgA-like: AzgA de A. nidulans (Gl: 67903094); AfAzgA de A.fumigatus (Gl:
70997864); Atzgl y Atzg2 de A. thaliana (GI: 9759032, 9759032); PurP, YicO, YjcD y YgfQ de
E. coli (Gl: 16131582, 161784317, 84028043, 55977858); BBB22 y BBB23 de B. burgdorferi
(GI: 11497023, 364556795).

Hipotéticas: GI: 358370293 (A.kawachii), Gl: 189191058 (P.tritici), Gl: 169622172
(P.nodorum), GI: 396492637 (L. maculans), GI: 116193889, GI: 367034109 (M.thermoph), GI:
596709773 (C.gloespor), GIl: 453080163 (S.musiva), GIl: 590012949 (C.coronata), GI:
358393328 (T. atrovir), Gl: 119479369 (N.fischeri), Gl: 512189572 (O. piceae), Gl: 494830282
(C.apollin), GI: 398388717 (Z. tritici), GI: 451854940 (B. sorok), Gl: 576917527 (B. zeicola), Gl:
578485511 (B. victoriae), Gl: 452001101 (B. maydis9, Gl: 573991943 (C. militaris), GlI:
443411638 (A. versicolor), Gl: 589991804 (C. psammophila), GI: 350639049 (A. niger), GlI:
576930940 (B. oryzae), Gl: 576035558 (C. thermophil), GI: 615469318 (C. fioriniae), GlI:
402077590 (G. graminis), Gl: 599156565 (A. ruber), GI: 315055049 (A. gypseum), GI:
213408273 (S. japonicus), Gl: 400596682 (B. bassiana), Gl: 472239713 (B. fuckeliana), Gl:
310793980 (C.graminicola), Gl: 584145752 (F. verticillioides), GI: 401882702 (T.asahii), Gl:
156048879 (S. sclerotiorum), Gl: 517318811 (F. fujikuroi), Gl: 565936782 (C. carrionii), GlI:
471559286 (E. utyplata), GIl: 320589670 (G. clavigera), GIl: 500251892 (T. minima), GI:
58997366 (C. yegresii), Gl: 302884187 (N. haematococca), Gl: 528062016 (S. octosporus), Gl:
225556475 (A. jellcapsulatus), Gl: 407920054 (M. phaseolina), Gl: 501307230 (P. hubeiensis),
Gl: 521584086 (P.flocculosa), Gl: 573065280 (P. fici), Gl: 557998249 (P. brasiliensis), Gl:
440468906 (M. oryzae), Gl: 343428447 (S. reilianum), GI: 573029754 (P. aphidis), GI:
443899388 (P. antarctica), Gl: 521722925 (Gloeophyllum trabeum), Gl: 595781246 (Fomitiporia
mediterranea), Gl: 597992433 (Dichomitus squalens), GI1336369088 (Serpula lacrymans), Gl:
599122090 (Punctularia strigosozonata), Gl: 618806649 (Stereum hirsutum), Gl: 392588600
(Coniophora puteana), GI: 554914259 (Moniliophthora roreri), Gl: 353235156 (Piriformospora
indica), GIl: 590011739 (Capronia epimyces) Gl: 330906269 (Pyrenophora teres), Gl:
(Setosphaeria turcica), GIl: 477525551 (Colletotrichum orbiculare), GI: 599397707
(Phanerochaete carnosa), GIl: 575060964 (Heterobasidion irregulare),Gl: 597992433
(Dichomitus squalens), GI: 302683160 (Schizophyllum commune), Gl: 449544940(Ceriporiopsis
subvermispora), Gl: 636625831 (Trametes versicolor), Gl: 170109364 (Laccaria bicolor), Gl:
299738341 (Coprinopsis cinerea okayama), Gl: 597994313 (Agaricus bisporus), Gl: 598048335
(Auricularia delicata), Gl: 326499876 (Hordeum vulgare),Gl: 125551859 (Oryza sativa), Gl:
502136834 (Cicerarietinum), GI: 302796270 (Selaginella moellendorffii), GI: 147819656 (Vitis
vinifera), GIl. 567886708 (Citrus clementina), GIl. 565391207 (Solanum tuberosum), Gl:
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527197732 (Genlisea aurea), Gl: 21554071 (Arabidopsis thaliana), GI: 168033073
(Physcomitrella patens), Gl: 567200656 (Eutrema salsugineum), Gl: 593328366 (Phaseolus
vulgaris), Gl: 571460543 (Glycine max), Gl: 255586115 (Ricinus communis), Gl: 587908567
(Morus notabilis), GI: 470144135 (Fragaria vesca), Gl: 604300267 (Mimulus guttatus), Gl:
224139332 (Populus trichocarpa), Gl: 449441564 (Cucumis sativus), GI: 460381162 (Solanum
lycopersicum), Gl: 586689742 (Amborella trichopoda), Gl: 473826365 (Triticum urartu), Gl:
226528310 (Zea mays), Gl: 546160295 (C.intestinale), GI: 116696514 (Ralstonia eutropha), Gl:
22127989 (Yersinia pestis), Gl: 516122851 (Bacillus coagulans), Gl: 515872313 (Spirulina
subsalsa), GIl: 497052303 (Parvimonas sp.), Gl: 428211868 (Oscillatoria acuminata), GI:
167631128 (Heliobacterium modesticaldumlice), Gl: 495748271 (Lactobacillus geriorum), Gl:
544922058 (Treponema socranskii), Gl: 551033242 (Butyrivibriosp.), GIl: 118444346
(Clostridium novyi), GI: 510834695 (Clostridium sartagoforme), Gl: 515922313 (Clostridium
botulinum), Gl: 491355611 (Clostridium celatum), GI: 494497625 (Clostridium bartlettii),GlI:
546544774 (Clostridium chauvoei), GI: 550917807 (Clostridium saccharobutylicum), Gl:
488642934(Clostridium butyricum), Gl: 488667816 (Clostridiumcolicanis), Gl: 302874741

(Clostridium cellulovorans).
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Los hongos utilizan una amplia variedad de compuestos como fuente de nitrogeno. EI amonio y la
glutamina son los compuestos preferidos pero cuando no estan disponibles, son capaces de crecer
con fuentes alternativas para lo cual cuentan con vias catabdlicas y transportadores especificos y
regulados. En particular, las purinas son utilizadas como fuente de nitrégeno por diferentes especies.
La identificacion de varios transportadores ha permitido caracterizar tres familias, NCS1 y NAT,
conservados desde bacterias a plantas y mamiferos respectivamente; y, AzgA- like, que incluye
homdlogos en procariotas, hongos y plantas. Entre los hongos secuenciados, todos los filamentosos y
Schizosaccharomycetes sp poseen secuencias tipo AzgA pero hasta la fecha los Gnicos integrantes
con funcion verificada son: AzgA de Aspergillus nidulans y AfAzgA de Aspergillus fumigatus.

En el marco de estudios de basidiomycotas degradadores de madera y bajo la premisa de que el
habitat de estos organismos es limitante en nitrégeno, nuestro grupo se propuso analizar la presencia
de transportadores de purinas en dos especies: Phanerochaete chrysosporium (organismo modelo
cuyo genoma ha sido secuenciado) y Punctularia atropurpurascens (aislado de nuestra region).
Ambos crecen en presencia de purinas como Unica fuente de nitrégeno.

En el presente trabajo demostramos que P. chrysosporium tiene dos transportadores especificos de
purinas funcionales: PhU, del tipo NAT; y PhZ que pertenece a la familia AzgA-like. El gen phU se
induce en presencia de purinas y en condicién de carencia de nitrogeno y se reprime en presencia de
amonio, urea o aminoacidos. El gen phZ se induce en presencia de adenina o hipoxantina, y se
reprime en presencia de urea o aminoacidos. Con el objetivo de estudiar su funcionalidad, los genes
fueron expresados en A. nidulans (cepa deficiente en los transportadores principales), cuyo
catabolismo y sistema de captacion de purinas estan ampliamente estudiados. Asi, phU y phZ fueron
introducidos mediante recombinacion homdloga en el mismo contexto genético. Los transformantes
obtenidos permitieron identificar los sustratos trasportados por cada proteina, PhZ transporta las
purinas mas reducidas y sus analogos mientras que PhU transporta todas las purinas y analogos. La
fusion a GFP permitié establecer que ambos transportadores se localizan en la membrana en
presencia de sustrato y responden a los mecanismos de regulacion postraduccional del organismo
hospedero: endositosis del transportador en respuesta a amonio y presencia de sustratos.

P. atropurpurascens (cuyo genoma no ha sido secuenciado) tiene por o menos un gen (puZ) con alta
homologia con transportadores AzgA-like, que fue clonado obteniéndose una secuencia parcial a
partir de la cual se deduce una proteina de 494 residuos. Los mayores niveles de expresion del gen
puZ a nivel transcripcional, se observan en ausencia de nitrégeno.

Por Gltimo, con las proteinas AzgA- like de funcidn conocida (incluida PhZ) y proteinas hipotéticas
homologas (incluida PuZ parcial) identificamos 34 residuos invariantes y cuatro motivos
conservados que caracterizan esta familia de transportadores. Seis residuos en dos de estos motivos
se mutagenizaron in vitro para su posterior analisis con el objetivo de establecer los determinantes

estructurales de la funcién de los transportadores de esta familia.



