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RESUMEN

Los factores transcripcionales AP-1 son proteinas de union a ADN del tipo bZIP
(cremallera de leucina), que activan la transcripcion en respuesta a diferentes estimulos,
y estan conservados en organismos eucariotas desde hongos a humanos. En
Sacharomyces cerevisiae se han descrito varias proteinas del tipo AP-1, como las
proteinas Yap, un grupo de 8 factores transcripcionales, y entre ellas Yap1, que
participa en la resistencia a varios compuestos téxicos y al peroxido de hidrégeno. En
hongos filamentosos se han identificado proteinas homélogas a las proteinas Yap, como
por ejemplo AfYAP1 de Aspergillus fumigatus, principal regulador en la respuesta de
defensa contra especies reactivas de oxigeno en este hongo, o RsmA de Aspergillus
nidulans, que posee sitios de union especificos en el promotor del regulador de los
genes de esterigmatocistina. En Aspergillus parasiticus se ha identificado el factor
transcripcional AtfB, no perteneciente al tipo AP-1, que regula la tolerancia conidial al
estrés oxidativo y se une a los promotores de siete genes del cluster de biosintesis de
aflatoxina. Existe cada vez mayor evidencia de que hay una relacién estrecha entre la

respuesta al estrés oxidativo y el metabolismo secundario

En Penicillium chrysogenum, el factor transcripcional Ptal se une a la secuencia
TTAGTAA en el promotor del gen de biosintesis de penicilina pcbAB. Esta secuencia es
idéntica o muy similar a las secuencias de unién de factores de transcripcion de tipo
Yap. Mediante una blsqueda en la base de datos GenBank hemos encontrado en el
genoma de P. chrysogenum genes presuntamente homélogos de los genes que
codifican AfYap1, RsmA y AtfB en especies de Aspergillus. El objetivo de este proyecto
es expresar los genes codificantes de los factores transcripcionales PcYap1, RsmA y
AtfB de Penicillium chrysogenum en Pichia pastoris como proteinas de fusion a His-tag,
y purificarlos para su utilizacion posterior en analisis de union a secuencias reguladoras
del promotor pchAB.

A partir de ADN genémico de P. chrysogenum se amplificaron mediante PCR los genes
PcYap1, RsmA y AtfB, y a partir de ellos se obtuvieron sus secuencias codificantes
(CDS), mediante PCR recombinante en el caso de RsmA, RT-PCR en el caso de
PcYap1, y PCR convencional para AtfB. Las CDS de estos genes se clonaron en el
vector de expresion pPICZ, obteniéndose los plasmidos pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-
B/RsmA y pPICZ-B/AtfB, los cuales fueron transformados por electroporacion en Pichia
pastoris. Para la obtencién de las proteinas recombinantes heterélogas se cultivaron los
transformantes de P. pastoris, seleccionados por fleomicina, que portaban cada uno de

los plasmidos, utilizando metanol como inductor. La extraccién de proteinas heterodlogas



intracelulares se realizo después de 72 horas de incubacion, y se purificaron por
cromatografia de afinidad usando un gradiente de imidazol. Finalmente se analizaron las
fracciones eluidas en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

En el caso de la proteina PcYap1, fusionada al epitopo c-myc y la cola de 6 histidinas,
se esperaba un peso molecular de 66 kDa de acuerdo a la secuencia aminoacidica de la
proteina de fusién, tamafo que se observd en los geles SDS-PAGE en una banda
parcialmente purificada en la fraccion correspondiente a la elucion con 500 mM de
imidazol. Para RsmA se esperaba una proteina de fusion de 35 kDa, la cual se detectd
en los geles desde la fraccion de la elucion con 200 mM de imidazol, y purificada en la
fraccion eluida con 500 mM. En el caso de AtfB se esperaba una proteina de fusion de
38 kDa, que fue detectable en gel desde la elucion con 200 mM de imidazol, y purificada
en la elucion con 500 mM de imidazol. Estas proteinas purificadas se utilizaran para
realizar ensayos mediante la técnica EMSA, donde se analizara la union de estas

proteinas a secuencias reguladoras del promotor pchAB.

ABSTRACT

Transcriptional factors AP-1 are bZIP (leucine zipper) DNA binding proteins that activate
transcription in response to different stimuli, and are conserved in eukaryotes from fungi
to humans. In Saccharomyces cerevisiae several types of AP-1 proteins have been
described, such as Yap proteins, a group of 8 transcription factors, and among them
Yap1, which participates in resistance to various toxic compounds and hydrogen
peroxide. In filamentous fungi, proteins homologous to S. cerevisiae Yap proteins have
been identified, such as Aspergillus fumigatus AfYap1, the main regulator in defense
response against reactive oxygen species in this fungus, or RsmA from Aspergillus
nidulans, which has specific binding sites in the promoter of the sterigmatocystin cluster
regulator. In Aspergillus parasiticus, transcriptional factor AtfB, which does not belong to
type AP-1, was identified as a regulator of conidial oxidative stress tolerance and it binds
to seven gene promoters in the aflatoxin biosynthesis cluster. There is a growing body of
evidence about a close relationship between oxidative stress response and secondary
metabolism in fungi.

In Penicillium chrysogenum, transcription factor Pta1 binds to a TTAGTAA sequence in
the pcbAB penicillin biosynthesis gene promoter. This sequence is identical or very

similar to the binding sequences for transcription factors of the Yap type. By searching



the GenBank database we found in the P. chrysogenum genome putative orthologs to
genes encoding AfYap1, RsmA and AtfB in Aspergillus species. The aim of this project
was the expression of the genes encoding the transcription factors PcYap1, AtfB and
RsmA of Penicillium chrysogenum in Pichia pastoris as fusion proteins to His-tag, and
their purification for subsequent use in binding assays to pcbAB promoter regulatory

sequences.

From genomic DNA of P. chrysogenum, the PcYap1, RsmA and AifB genes were
amplified by PCR. The coding sequences (CDS) of the genes were obtained by different
methods: recombinant PCR for RsmA, RT-PCR for PcYap1, and conventional PCR for
AtfB. The CDS of each gene was cloned into the expression vector pPICZ, yielding
plasmids pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA and pPICZ-B/AtfB, which were transformed
into Pichia pastonis by electroporation. For heterologous recombinant protein production,
P. pastoris transformants carrying each of the plasmids were cultured and selected by
phleomycin, using methanol as inductor. Extraction of intracellular heterologous proteins
was performed after 72 hours of incubation, and purification was performed by affinity
chromatography using an imidazole gradient. Finally, the eluted fractions were analyzed
on polyacrylamide gels under denaturing conditions (SDS-PAGE).

In the case of the PcYap1 protein fused to the c-myc epitope and 6-histidine tail, a
molecular weight of 66 kDa was expected according to the amino acid sequence of the
fusion protein; a band of this size was observed partially purified in the fraction
corresponding to the elution with 500 mM imidazole in SDS-PAGE gels. For RsmA, a
fusion protein of 35 kDa was expected; a protein of this molecular weight was detected in
the gels from the fraction eluted with 200 mM imidazole, and purified in the fraction
eluted with 500 mM. In case of AtfB, a fusion protein of 38 kDa was expected, which was
detected in the gel from the fraction eluted with 200 mM imidazole, and purified with 500
mM imidazole elution. These purified proteins will be used for EMSA (Electrophoretic
Mobilkity Shift Assay), in which the binding of these proteins to pcbAB promoter

regulatory sequences will be analyzed.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION

1:1.
1.2

1.3.
1.4.

Regulacioén de la biosintesis de penicilina

Pichia pastons: levadura metilotréfica para expresion de proteinas
heterdlogas

Promotor AOX1

Produccién de proteinas heterélogas

2. ANTECEDENTES

2.
2.2.

El factor transcripcional Pta1
Factores transcripcionales Yap1 de levaduras y hongos filamentosos

3. JUSTIFICACION
4. HIPOTESIS
5. OBJETIVO

51.

Objetivos particulares

6. MATERIALES Y METODOS

6.1.
6.2.
6:2:1.
6.2.2.
6.3.
6.4.
6.4.1.
6.4.2.
6.4.3.
6.4.4.
6.4.5.
6.4.6.
6.5.
6.5.1.
6.5.2.

6.5.3.

6.5.4.

Mantenimiento de la cepa de Penicillium chrysogenum

Vectores de clonacion

pBLUESCRIPT KS+

pPICZ

Extraccién de ADN genémico de Penicillium chrysogenum
Amplificacion y clonacion de los genes PcYap1, RsmA y AtfB
Megapreparacion para ADN plasmidico de pBLUESCRIPT KS+
Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Digestiones dobles para ligacion

Ligacion de PcYap1, RsmA y AtfB en pBLUESCRIPT KS+
Transformacion de E. coli por resistencia a ampicilina
Minipreparaciones para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli
Acondicionamiento de Pichia pastoris y el vector pPICZ
Mantenimiento de la levadura P. pastoris

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de fleomicina en
P. pastoris

Transformacion del vector pPICZ en E. coli y seleccion por resistencia
a fleomicina

Transformacion de P. pastoris con el vector pPICZ

w

w W N OO O,

12
12
12
13
13
14
14
15
15
17
17
19
21
22
22
23
23
23

24

25
25



6.6. PCR recombinante (fusién de exones)

6.6.1. Disefio de oligonucleétidos para PCR recombinante

6.6.2. Fusion de exones por PCR recombinante

6.7. RT-PCR para la obtencion de la CDS del gen PcYap1

6.7.1. Extraccion de ARN total de P. chrysogenum

6.7.2. Obtencion de ADNc total

6.7.3. Amplificacion por PCR de la CDS del gen PcYap1

6.8. Construccion de los vectores de expresion para los genes PcYap1,
RsmA y AtfB

6.8.1. Digestiones dobles de los fragmentos con la secuencia CDS de los
genes

6.8.2. Ligacion de las CDS de los genes con los vectores pPICZ

6.9. Expresion y purificacion de proteinas heterélogas en P. pastoris

6.9.1. Expresion de proteinas heter6logas.

6.9.2. Extraccion de proteina y purificacion

6.9.3. Cromatografia de afinidad por medio de iones metalicos inmovilizados
(IMAC)

6.9.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

6.9.4.1. Tincion con azul de coomassie

6.9.4.2. Tincién con plata

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.  Amplificacion y clonacion en pBKS+ de los genes PcYap1, RsmA y
AtfB de P. chrysogenum

7.1.1. Extraccion de ADN gendmico de Penicillium chrysogenum

7.1.2. Megapreparacion para ADN plasmidico de pBKS+

7.1.3. Amplificaciéon de los genes PcYap1, RsmA y AtfB por PCR

7.1.4. Clonacion de los genes PcYap1, RsmA y AtfB en pBKS+

7.2.  Acondicionamiento de Pichia pastons y del vector pPICZ

7.2.1. Concentracion minima inhibitoria para P. pastoris

7.2.2. Obtencion de ADN plasmidico de los vectores pPICZ-Ay B

7.3. Obtencion de la secuencia codificante (CDS) de los genes PcYap1,
RsmA y AtfB

7.3.1. Fusion de exones por PCR recombinante para la obtencién de la CDS
de RsmA y AtfB

27
27
28
31
31
34
35

36

36
37
38
38
39

40

41
43
43
45

45
45
45
46
48
50
50
52

53

53



7.3.2. Obtencion de la CDS del gen PcYap? mediante RT-PCR

7.4.  Obtencion de transformantes de P. pastoris para la expresion de los
genes PcYap1, RsmAy AtfB

7.4.1. Construccion de los plasmidos pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA y
pPICZ-B/AtB

7.4.2. Transformacion de P. pastoris con los plasmidos pPICZ-A/PcYap1,
pPICZ-B/RsmA y pPICZ-B/AtfB

7.5.  Extraccion, purificacion y deteccion de las proteinas PcYap1, RsmAy
AtfB expresadas en Pichia pastoris

7.5.1. Purificacion de PcYap1

7.5.2. Purificacion de RsmA

7.5.3. Purificacién de AtfB

8. CONCLUSIONES

9. PERSPECTIVAS

10. REFERENCIAS

56

57

57

60

61
62
63
65
67
67
68



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ruta biosintética de penicilina

Figura 2. Organizacién de los genes responsables de la biosintesis de antibiéticos B-
lactamicos en organismos procariotas y en hongos

Figura 3. Metabolismo del metanol en levaduras metilotroficas
Figura 4. Promotor del gen pcbAB

Figura 5. Vector pBLUESCRIPT KS+

Figura 6. Vector de expresién pPICZ

Figura 7. Oligonucleétidos disefiados para la amplificaciéon de los genes PcYap1, RsmA
y AtfB

Figura 8. Diagrama de disefio de oligonucleétidos para PCR recombinante

Figura 9. Extraccion ADN genémico de Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255
Figura 10. Vector pBKS+ obtenido mediante megapreparacion

Figura 11. Genes PcYap1, RsmA y AtfB amplificado por PCR

Figura 12. Esquema de los fragmentos amplificados por PCR

Figura 13. Digestiones dobles del vector pBKS+

Figura 14. Digestion doble de fragmentos amplificados correspondientes a los genes
PcYap1, RsmA y AtfB

Figura 15. Minipreparaciones de E. coli con los genes PcYap1, RsmA y AtfB en el vector
pBKS+ linearizando dichas construcciones con la enzima BamHI

Figura 16. PCR recombinante para obtener “in vitro" la CDS del gen RsmA a partir de
ADN genoémico. |-1 e |-2 indican las posiciones de los dos intrones. E-1, E-2 y E-3 las
posiciones de los exones. Los fragmentos obtenidos se fusionan por medio de PCRs

Figura 17. Exones E-1y E-3 del gen PcYap1
Figura 18. Exones E-1, E-2 y E-3 del gen RsmA
Figura 19. CDS del gen A(fB.

Figura 20. Ex6n E-2 del gen PcYap1

Figura 21. Exones purificados |

Figura 22. Exones purificados Il

14

15

19

27

45

46

47

48

49

49

50

53

54

54

54

55

55



Figura 23. Fusion de los exones E-1 y E-2 de RsmA, en una PCR usando los
oligonuclettidos RsmA-1 y -4

Figura 24. Fusion de los tres exones de RsmA tras la ultima PCR usando los
oligonucleétidos RsmA-1y -6

Figura 25. Gel de agarosa con ARN

Figura 26. CDS del gen PcYap? obtenida mediante PCR usando ADNc y los
oligonucleétidos PcYap1 -1y -6

Figura 27. Digestion doble del fragmento de CDS de RsmA y AtfB
Figura 28. Digestion doble del fragmento CDS de PcYap1
Figura 29. Digestion doble del vector pPICZ

Figura 30. Megapreparaciones de plasmidos pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA y pPICZ-
B/AtB linearizados con Sacl

Figura 31. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la
purificacion de la proteina PcYap1 tefiido con azul de coomassie

Figura 32. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la
purificaciéon de la proteina RsmA teflido con azul de coomassie

Figura 33. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la
purificacion de la proteina RsmA, tincién con plata

Figura 34. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la
purificaciéon de la proteina AtfB tefiido con azul de coomassie

Figura 35. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la
purificacién de la proteina AtfB, tincién con plata

56

57

57

58

58

58

60

63

64

65

66



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Composicion medio Power para el mantenimiento de la cepa Wisconsin 54-1255
de Penicillium chrysogenum

Tabla 2. Sales Power para suplementar el medio Power

Tabla 3. Composicion medio PMY para obtencion de biomasa de Penicillium
chrysogenum

Tabla 4. Composicién tampén A para lavado de biomasa de Penicillium chrysogenum
Tabla 5. Composicion solucién de lisis para rotura de micelio de Penicillium chrysogenum
Tabla 6. Composicién medio LB (Miller, 1972), para crecimiento de células de E. coli
Tabla 7. Composiciéon de STET para lisis alcalina de E. coli

Tabla 8. Perfi de PCR con gradiente de temperatura de alineamiento para la
amplificacién de PcYap1, RsmA y AlfB

Tabla 9. Mezcla de reaccién de PCR para la amplificacion de PcYap1, RsmA y AtfB con
la polimerasa pfu ultra ||

Tabla 10. Mezclas para digestiones dobles de pBKS+ con las enzimas de restriccion
seleccionadas del sitio muitiple de clonacion

Tabla 11. Mezclas para digestiones dobles de los fragmentos PcYap1, RsmA y AtfB para
su insercién en el vector pBKS+

Tabla 12. Reacciéon de ligacion para obtener las construcciones pBKS+/PcYap1,
pBKS+/RsmA y pBKS+/AtfB

Tabla 13. Mezcla A medio YPD para crecimiento de la levadura P. pastoris
Tabla 14. Mezcla B medio YPD para crecimiento de la levadura P. pastoris

Tabla 15. Medio LB bajo en sales para crecimiento de E.coli transformada con el vector
pPICZ

Tabla 16. HEPES 1 M para obtencién de células electrocompetentes de P. pastoris

Tabla 17. YPD/HEPES para obtencion de células electrocompetentes de P. pastoris
Tabla 18. Sorbitol 1 M para obtencién de células electrocompetentes de P. pastoris

Tabla19. DTT 1 M para obtencion de células electrocompetentes de P. pastoris

Tabla 20. Oligonucleétidos para PCR recombinante

13

13

14

16

16

17

18

20

20

21

21

22

23

24

25

26

26

26

26

28



Tabla 21. Perfil de PCR para amplificacién de los exones de los genes PcYap1, RsmA y
AtfB

Tabla 22. Mezcla de reaccion de PCR para amplificacién de los exones de los genes
PcYap1, RsmA y AtfB

Tabla 23. Perfil para fusién RsmA exones 1-2
Tabla 24. Mezcla de reaccion para fusionar los exones 1y 2 de RsmA
Tabla 25. Perfil fusion RsmA exones 1-2-3

Tabla 26. Mezcla de reaccion para fusionar el fragmento con los exones 1-2 al exén 3
del gen RsmA

Tabla 27. Preparacion de amortiguador MAE 10x para electroforesis en gel de agarosa
de ARN

Tabla 28. Preparacion de amortiguador de carga para muestras de ARN para
electroforesis en gel de agarosa

Tabla 29. Primer mezcla ADNc siguiendo las especificaciones del kit SuperScript 111 First-
Strand de Invitrogen

Tabla 30. Mezcla de sintesis de ADNc para P. chrysogenum
Tabla 31 Perfil de PCR para amplificacion de la CDS del gen PcYap1
Tabla 32. Mezcla de reaccién para la amplificacién de la CDS del gen PcYap1

Tabla 33. Reacciones de digestion doble con enzimas de restriccion de pPICZ-Ay B, y
CDS de PcYap1, RsmA y AtfB

Tabla 34. Reacciones de ligacion para obtener las construcciones pPICZ-A/PcYap1,
pPICZ-B/RsmA y pPICZ-BIAtfB

Tabla 35. Mezcla A del medio YPD con 2% de glicerol para etapa batch del cultivo de P.
pastoris en |la expresion de proteinas heterélogas

Tabla 36. Mezcla B medio YPD para etapa batch del cultivo de P. pastoris en la
expresion de proteinas heterélogas

Tabla 37. Composicién medio YP para la etapa de expresion con metanol en un cultivo
de P. pastoris

Tabla 38. Composicién amortiguador de rotura para lisis de células de P. pastoris

Tabla 39. Composicién amortiguador de unién para ultrafiltracion y purificacién de
proteinas heterdlogas extraidas de P. pastoris

29

29

30

30

31

31

33

33

34

35

35

36

37

38

39

39

40

40



Tabla 40. Gel de resolucién 12% para deteccion de proteinas por peso molecular en
SDS-PAGE

Tabla 41. Gel concentrador 5% para deteccion de proteinas por peso molecular en SDS-
PAGE

Tabla 42. Amortiguador de carga para extracto crudo de proteina y gradiente de imidazol
en SDS-PAGE

Tabla 43. Composicion solucién fijadora para tincién con azul de coomassie de geles de
acrilamida SDS-PAGE

Tabla 44. Solucion fijadora para tincion con plata de geles de acrilamida SDS-PAGE del
kit Silver Stain Plus de BIO-RAD

Tabla 45. Solucion de tincién para tincion con plata de geles de acrilamida SDS-PAGE
del kit Silver Stain Plus de BIO-RAD

41

42

42

43

43



LISTA DE FOTOGRAFIAS

Fotografias 1, 2, 3, 4 y 6. Medio YPD agar con diferentes concentraciones de fleomicina
y estria cruzada de P. pastoris para gradiente de concentracion minima inhibitoria

Fotografias 6, 7 y 8. Medio LB agar con 100 pL de células de E. coli DH5a
electrocompetentes con pPICZ-A, pPICZ-B y control negativo. Marcador de seleccion 25
pg/mL de fleomicina

Fotografias 9, 10, 11 y 12. Medio LB agar con 100 uL de células de E. coli DH5a
electrocompetentes transformadas con las ligaciones del vector pPICZ con los
fragmentos CDS de los genes RsmA, AfB y PcYap1, y control negativo, seleccionadas
con 25 pg/mL de fleomicina.

Fotografias 13, 14, 15 y 16. Medio YPD agar con 100 uL de células de P. pastoris
electrocompetentes transformadas con los plasmidos pPICZ-B/RsmA, pPICZ-B/AtB,
pPICZ-A/PcYap1 y control negativo. Marcador de seleccién 75 pg/mL de fleomicina

51

52

59



1. INTRODUCCION

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso del grupo de los ascomicetos, usado a
nivel industrial en la produccion de penicilina, un antibidtico de la familia de los B-
lactamicos. La ruta biosintética de la penicilina esta hoy totalmente establecida (Liras y
Martin, 2006), y se conocen muchos de los circuitos reguladores de la biosintesis de este
compuesto, tanto en Penicillium chrysogenum como en Aspergillus nidulans, otra especie
fungica productora de penicilina (Brakhage et al. 2004).

La ruta biosintética de la penicilina (Fig. 1) tiene como precursores directos tres
aminoacidos: L-aaa (acido L-u-aminoadipico), L-cisteina y L-valina. Los dos primeros
pasos de la via biosintética son comunes a todas las B-lactamas. El primero de ellos
consiste en la condensacion de los tres aminoacidos para formar el tripéptido ACV (L-a-
aminoadipil-L-cisteinil-D-valina), reaccién llevada a cabo por la enzima ACV sintetasa, que
pertenece a la familia de las péptido sintetasas, y estad codificada por el gen pcbAB. El
segundo paso de la via biosintética es la ciclacion oxidativa del tripéptido ACV para dar
isopenicilina N, compuesto que consiste en un nicleo de acido 6-amino penicilanico (6-
APA) y una cadena lateral de acido L-a-aminoadipico. Esta reaccion es llevada a cabo por
la enzima isopenicilina N sintasa, codificada por el gen pcbC. En el dltimo paso de la via
se intercambia la cadena lateral de 4cido a-aminoadipico de la isopenicilina N por un acido
aromatico activado en forma de acil-CoA, reaccion llevada a cabo por la enzima
isopenicilina N aciltransferasa, codificada por el gen penDE.

Los tres genes responsables de la biosintesis de penicilina se encuentran agrupados en un
cluster (Diez et al. 1990) (Fig. 2), en el cual los genes pcbC y pchAB estan situados en
orientacién invertida. Estos dos genes se cree que tienen un origen procariético, y que
fueron transferidos a hongos productores de antibidticos B-lactamicos mediante un
mecanismo de transferencia horizontal de genes (Pefialva et al. 1990). De hecho, la ruta
biosintética de penicilina, al igual que la ruta de cefalosporina, otro antibiético B-lactamico
producido el hongo Acremonium chrysogenum, son versiones truncadas y ligeramente
modificadas de la ruta de cefamicina presente en bacterias del género Streptomyces.
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1.1. Regulacién de la biosintesis de penicilina

La regulacién de la biosintesis de penicilina se ha estudiado con gran profundidad,
principalmente en Aspenillus nidulans (Brakhage et al. 2004 y 2009). Al contrario que
en el caso de ofras rutas de metabolitos secundarios de hongos, no se ha identificado un
regulador especifico de los genes de penicilina, sino que existen varios reguladores
globales (factores transcripcionales de amplio dominio) que controlan la expresion de uno
o varios de los tres genes de la ruta de penicilina. A continuacion se describen
brevemente los circuitos reguladores y factores transcripcionales que se han descrito
como moduladores de la expresion de los genes de penicilina:

 Regulacién por fuente de carbono. Esta regulacion se lleva a cabo mediante un
mecanismo conocido como represion por fuente de carbono. En presencia de
fuentes como la glucosa, algunos de los genes de la ruta de penicilina son
reprimidos transcripcionalmente. En P. chrysogenum, la represion es llevada a
cabo por el regulador transcripcional CreA (Fierro ef al., resultados no
publicados), mientras que en A. nidulans se ha demostrado que este regulador no
juega un papel importante en la regulacion por fuente de carbono (Espeso et al.
1993).

» Regqulacion por fuente de nitrégeno. Los genes biosintéticos de penicilina también

estan sujetos a regulacién por fuente de nitrégeno. Fuentes como el amonio
reprimen la expresion de los genes pcbAB y pcbC en P. chrysogenum (Feng et al.
1994). El regulador global responsable de la regulacion por fuente de nitrégeno en
A. nidulans es el factor transcripcional AreA, y en Neurospora crassa el factor Nit-
2. Ambos factores son proteinas de unién a ADN de tipo dedos de zinc, y
reconocen cajas GATA. En P. chrysogenum se ha caracterizado el factor
transcripcional NRE, posible ortélogo de AreA, el cual es capaz de unirse in vitro a
un lugar en la region intergénica que separa los genes pcbC-pcbAB y que
contiene dos sitios GATA (Haas y Marzluf, 1995), por lo cual el factor NRE es un
candidato a ser el responsable de la regulacién por fuente de nitrégeno de los
genes de penicilina.

» Regulacion por pH. Los genes de penicilina se expresan mejor a niveles de pH

ligeramente alcalinos, mientras que se ven reprimidos a pH acido tanto en P.
chrysogenum (Chu et al 1997) como en A. nidulans (Espeso et al. 1993). La
regulacion por pH en Aspergillus nidulans es llevada a cabo por el regulador
global PacC (Tilburn et al. 1995), el cual sufre un procesamiento proteolitico



cuando el pH del medio es alcalino para unirse a promotores de genes que se
expresan a pH alcalino y activar su transcripcion. En P. chrysogenum PacC se
une a varios sitios de uniébn consenso en la region intergénica pcbAB-pcbC
(Suarez y Pefalva, 1996).

» Regqulacién por el factor transcripcional AnCF. En A. nidulans se ha descrito la

funcion de las cajas CCAAT, presentes en muchos promotores de organismos
eucariotas, en la regulacion de los genes de penicilina, y se demostré que el factor
de transcripcion AnCF se une a estas cajas para activar la transcripcion de estos
genes (Litzka et al. 1998). Varias cajas CCAAT estan también presentes en la
region intergénica pcbAB-pchC y en el promotor penDE en Penicillium
chrysogenum.

« Regulacién por el factor transcripcional Pta1. En P. chrysogenum se identifico una

secuencia de ADN en la region intergénica pcbAB-pcbC que era reconocida por
una proteina de uniébn a ADN y cuya mutacién causaba una importante
disminucion de la expresion del promotor pcbAB (Kosalkova et al. 2000). Dicha
secuencia se determind mediante un ensayo de interferencia de uracilo (UIA,
Uracil Interference Assay) como TTAGTAA, y la proteina que se une a ella se
denominé Pta1.

Ademas de los circuitos y factores transcripcionales mencionados, la biosintesis de
penicilina se regula a través del regulador global del metabolismo secundario LaeA, tanto
en A. nidulans (Bok y Keller, 2004) como en P. chrysogenum (Kosalkova et al. 2009).
LaeA es una proteina con actividad metiltransferasa que forma parte del complejo Velvet,
formado por las proteinas VeA, velB y LaeA, el cual regula procesos como la
diferenciacion sexual y asexual en respuesta a estimulos de luz en A. nidulans (Bayram
et al. 2008). El mecanismo de accion de este complejo parece ser mediante la
modificacion del estado de la cromatina. Otro regulador de los genes de penicilina que
actia a nivel epigenético es la histona desacetilasa HdaA, cuya actividad reprime la
expresion de clusters del metabolismo secundario proximos a regiones teloméricas en A.
nidulans, como ocurre con el cluster de penicilina (Shwab et al. 2007).

También se ha demostrado la participacion de la ruta de transduccion de sefal de las
proteinas G heterotriméricas en la biosintesis de penicilina. La subunidad a FadA de A
nidulans (Tag et al. 2000) y la subunidad a Pga1 de P. chrysogenum (Garcia-Rico et al.
2008) regulan positivamente la biosintesis de penicilina.



1.2. Pichia pastoris: levadura metilotréfica para expresion de proteinas

heterélogas

La levadura metilotréfica facultativa Pichia pastoris pertenece también al grupo de los
ascomicetos y es uno de los organismos huésped mas utilizado en la produccion de
proteinas heterélogas recombinantes. Entre las principales razones de su éxito, se
destaca el hecho de que cuenta con un promotor fuerte y altamente regulable que es el
promotor de la alcohol oxidasa Paox: (Cregg; et al, 2000).

Al ser un organismo con un metabolismo preferentemente respiratorio se evita la
formacion de subproductos indeseables que son comunes en procesos fermentativos, por
ejemplo el etanol, por lo que es mas facil su cultivo a elevadas densidades celulares. Esto
es conveniente ya que la expresion de proteinas esta relacionada con el crecimiento
celular y la produccion de altas cantidades de biomasa. Ademas las modificaciones post-
traduccionales que tienen lugar en P. pastoris se asemejan mucho a las de organismos
eucariotas superiores permitiendo la obtencion de proteinas funcionales (Macauley-
Patrick; et al, 2005).
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El sistema de expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris esta principalmente
basado en la utilizacién del promotor de la enzima alcohol oxidasa (Paoxi), que esta
fuertemente regulado e inducido por metanol. La oxidacion completa de metanol a CO; y
H,O engloba vias desasimilatorias (generando energia) y vias asimilatorias (biosintesis
de material celular) reacciones que ademas se realizan de forma compartimentalizada
como se muestra en la figura 3 (Daly, et al. 2005).

En P. pastoris, la primera reaccion de oxidacion del metanol esta catalizada por la enzima
alcohol oxidasa (AOX), la cual esta ubicada en el interior del peroxisoma y su sintesis
puede alcanzar hasta un 30% de la proteina soluble total de la célula. La AOX necesita la
presencia del metanol y de oxigeno molecular como aceptor final de electrones sin
generar energia para la célula y generando como productos formaldehido y peroxido de
hidrégeno (que deben de ser eliminados ya que son téxicos para la célula). Aqui es
donde entra en accion la enzima catalasa sintetizada paralelamente a la AOX en niveles
elevados la cual se encarga de la eliminacion del peréxido de hidrégeno.

1.3. Promotor AOX1

La enzima alcohol oxidasa (AOX) es la responsable de la primera de las reacciones de
oxidacién del metanol en P. pastoris y su sintesis la regula el promotor Paoxi. Cabe
sefialar que existen dos isoformas de la enzima codificadas por dos genes diferentes,
AOX1 y AOX2, que presentan un 92% de identidad y que estan regulados de forma
similar a nivel transcripcional. Sin embargo, el nivel de transcripcién alcanzado por cada
uno de estos genes es muy diferente: mientras el 90% de la alcohol oxidasa formada en
la célula proviene de la expresion del gen AOX1, el gen AOX2 es responsable solo del
10% restante (Cregg et al. 2000); esta diferencia entre los niveles de transcripcion se
debe a las diferencias existentes en las regiones reguladoras de los promotores de
ambos genes.

El Paox1 es el promotor mayoritariamente usado para la expresion de proteinas
heterologas principalmente por su elevada tasa de transcripcion y en segundo lugar
porque cuenta con un sistema de regulacion muy estricto mediante dos diferentes
mecanismos, un sistema de represion/desrepresion por catabolito y un sistema de
induccion especifica por sustrato como por ejemplo el metanol. En P. pastoris las

condiciones de desrepresion no son suficientes para que se dé una transcripcion



significativa del gen AOX1, se requiere ademas de la presencia del sustrato inductor. Asi
se establece que no se requiere la presencia de concentraciones elevadas de una fuente
de carbono represora (glicerol) durante la primera etapa del cultivo, sino tan solo la
suficiente como para satisfacer los requerimientos nutricionales de la célula y una vez
consumida esta fuente de carbono la induccién de la expresién se consigue mediante la
adicién de metanol al medio de cultivo (Lin Cereghino, et al. y Cregg 2000).

1.4. Produccién de proteinas heterélogas

El proceso de expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris; usando el promotor
Paoxi, requiere de una primer etapa, denominada etapa batch, de crecimiento celular,
donde se busca obtener grandes cantidades de biomasa usando una fuente de carbono
que proporcione un alto rendimiento biomasa/sustrato como el glicerol, que a su vez
reprime muy poco el promotor Paoxs €n comparacion a otras fuentes de carbono. En una
segunda etapa se induce la expresion de la proteina heterélogas mediante el cambio de
fuente de carbono a metanol activando asi el Pnox; para elevar los niveles de expresion
de la proteina alcohol oxidasa y del gen heterélogo clonado y expresado desde el mismo
promotor (Lin Cereghino, et al. 2002).

Esta segunda etapa es la de mayor importancia y de ella depende el éxito del proceso,
pues se debe de considerar que se generan subproductos toxicos para la célula, como lo
son el formaldehido y el formato, ademas de la propia toxicidad del metanol en elevadas
concentraciones; por esto es preciso determinar la velocidad de adicion de metanol de
manera que no se perjudique la viabilidad celular y al mismo tiempo se asegure la
expresion optima de la proteina heterologas en cuestion. A esto hay que afadir la posible
toxicidad que la propia proteina heterdloga que se esta formando pueda tener sobre P.
pastoris.

El fenotipo Mut es la principal caracteristica a considerar para determinar la capacidad de
asimilacion del metanol en células de P. pastoris. Asi, en el fenotipo Mut® se recomienda
una adicion de metanol del 1% en relacion al volumen total del medio, con un maximo de
adicion del 3%, compensando cada 24 horas el metanol consumido y el evaporado para
mantener el porcentaje presente de metanol constante (Krainer, et al. 2012).



2. ANTECEDENTES
2.1. El factor transcripcional Pta1

Como se mencioné con anterioridad, en la regién intergénica pcbAB-pcbC de P.
chrysogenum ha sido identificada una secuencia de ADN a la cual se une de forma
especifica un posible factor de transcripcion que se denominé Pta1. Dicha secuencia de
unién se determin6 mediante ensayo de interferencia de uracilo (UIA, Uracil Interference
Assay), obteniéndose la secuencia TTAGTAA. En ensayos de retardo en gel (EMSA,
Electrophoretic Mobility Shift Assays) se observé que Pta1 se unia con alta especificidad a
esta secuencia, y que mutaciones en cualquiera de sus nucleétidos ocasionaban la pérdida
de la capacidad de union del factor de transcripcion (Kosalkova et al. 2000).

La secuencia de union TTAGTAA se encuentra ubicada entre las posiciones -766 a -760
corriente arriba del codén ATG de inicio del gen pcbAB. En la figura 4 se muestra la
posicion de dicha secuencia asi como de otras cajas reguladoras hipotéticas con
secuencias iguales o similares a secuencias consenso de unién de varios factores de
trascripcion: cajas CCAAT (factor de transcripcion AnCF), cajas GCCARG (PacC), cajas
SYGGRG (CreA) y cajas GATA (NRE), ademas de dos hipotéticas cajas TATA.

La funcion in vivo de la caja TTAGTAA se estudio fusionando el promotor pcbAB al gen
reportero /acZ de E. coli, e integrando dicha fusion de forma dirigida en el locus pyrG de la
cepa P. chrysogenum npel10 pyrG, cepa que carece de todo el cluster de genes de
penicilina (Kosalkova et al. 2000). Se observ6 que la delecion de dicha caja suprimia por
completo la expresion del gen, tanto en células incubadas en medio con lactosa como en
medio con glucosa, mientras que una mutacion puntual en la primera T y una mutacion
doble en la primera y quinta T (en ambos casos cambiandolas por C) disminuian la
expresion aproximadamente un 35% y un 50% respectivamente, aunque este efecto sélo
era observado en células incubadas en medio con glucosa.
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2.2. Factores transcripcionales Yap1 de levaduras y hongos filamentosos

Los factores transcripcionales AP-1 son proteinas de unién a ADN del tipo bZIP (cremallera
de leucina), conservados en organismos eucariotas desde hongos a humanos, y que
activan la transcripcion en respuesta a diferentes estimulos. Contienen una cremallera de
leucina implicada en la dimerizacion y una regién basica adyacente de unién a ADN. Su
secuencia preferida de union es TGACTCA.

En Saccharomyces cerevisiae se han descrito varias proteinas del tipo AP-1. Entre ellas se
encuentran las proteinas Yap, un grupo de 8 factores transcripcionales definidos por su
union especifica a la secuencia de ADN: TTACTAA (Fermnandez ef al. 1997). El factor
transcripcional Yap1 participa en la resistencia a varios compuestos toxicos, metales y al
peréxido de hidrogeno.

En la levadura Schizosaccharomyces pombe se ha identificado un factor de transcripcion
homologo a Yap1, denominado Pap1, que participa igualmente en resistencia a multiples
farmacos y a condiciones de estrés oxidativo (Toone ef al. 1998). Las secuencias
preferidas de union de Pap1 son TTAGTAA y TTACGTAA (Toda et al. 1992; Fujii et al.
2000).

En hongos filamentosos se han identificado proteinas homélogas a Yap1 y Pap1, las
cuales no muestran una identidad de secuencia elevada a lo largo de toda la proteina, pero
si conservan los dominios funcionales propios de ellas y son funcionalmente equivalentes,
promoviendo la expresion de genes en respuesta a condiciones de estrés oxidativo y otros



tipos de estrés. En Aspergillus fumigatus, AfYap1 es el principal regulador en la respuesta
de defensa contra especies reactivas de oxigeno, aunque no participa en el proceso
infeccioso en un modelo de ratén (Lessing et al. 2007).

Recientemente se ha vinculado la respuesta al estrés oxidativo con el metabolismo
secundario en hongos. En Aspergillus parasiticus, el factor transcripcional AtfB, del tipo
bZIP, regula la tolerancia conidial al estrés oxidativo, y tiene la capacidad de unirse a los
promotores de siete genes del cluster de biosintesis de la micotoxina aflatoxina (Roze et al.
2011). Su sitio de unién consiste en una secuencia compuesta de un sifio de tipo AP-1 mas
un sitio CRE1 adyacente.

En Aspergillus nidulans, RsmA es un regulador positivo de la biosintesis de
esterigmatocistina, y se une a dos sitios en el promotor del regulador de los genes de
esterigmatocistina, AfIR (Yin et al. 2012). RsmA también es un factor transcripcional de tipo
bZIP, y tiene su mayor similitud con Yap3 de S. cerevisiae, cuya funcion se desconoce. En
el promotor del gen afiR estan presentes dos secuencias a las que RsmA se une con
elevada especificidad: TGACACA y TTAGTAA.

La secuencia de union de Pta1 en P. chrysogenum, TTAGTAA, es idéntica o muy similar a
las secuencias de union de factores de transcripcion de tipo Yap de diversos hongos y
levaduras. Este hecho, conjuntamente con los recientes hallazgos de la regulacién del
metabolismo secundario en Aspergillus spp. por factores transcripcionales tipo Yap y por
estrés oxidativo, nos induce a pensar que un factor de este tipo esta regulando la expresion
del gen pcbAB, y por tanto la produccion de penicilina, en P. chrysogenum.

Mediante una busqueda en la base de datos GenBank del NCBI, se encontr6 en el genoma
de P. chrysogenum un gen presuntamente homologo a Yap1 y Pap1. Este gen esta
anotado con el nombre Pc20g15280, posee un tamarfio de 1884 pb y contiene dos intrones.
La proteina hipotética a la que da lugar tiene un tamano de 583 aa, y muestra un elevado
grado de identidad con AfYap1 de A. fumigatus (59% a lo largo de toda la secuencia
polipeptidica) y con proteinas similares de otras especies de Aspemillus. Pc20g15280
presenta una identidad de 42% y 49% en dos regiones conservadas de 102 y 57
aminoacidos, situadas en los extremos amino y carboxilo terminal respectivamente, del
regulador Yap1 de S. cerevisiae. También presenta una identidad importante con Pap1 de
S. pombe, 56% en la region conservada del extremo amino (70 aa) y 25% en la mitad
carboxilo terminal de la proteina (283 aa).

En el genoma de P. chrysogenum también estan presentes otros dos genes posibles
homologos de los genes que codifican a RsmA y AtfB en otros hongos. El gen anotado con
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el nombre Pc12g16510 codifica una proteina hipotética de 300 aminoacidos con un
dominio bZip1 en la parte central. Esta proteina deducida presenta una identidad de un
28%, con un 48% de aminoacidos conservados, con la proteina Yap3 de S. cerevisiae a lo
largo de una region de 187 aminodcidos, y una identidad de 55% a lo largo de toda la
proteina con RsmA (AN4562.2) de Aspergillus nidulans (Shaaban et al. 2010).

Finalmente, el gen anotado con el nombre Pc21g08330 codifica una proteina hipotética de
319 aminoacidos, también con un dominio bZip1 conservado en su regién central, y que
presenta una identidad de un 42% con el factor transcripcional AtfB de Aspergillus
parasiticus descrito por Roze et al. (2011).

Nuestra hipotesis es que la proteina codificada por Pc20g15280, a la que denominaremos
PcYap1, o bien la proteina codificada por el gen Pc12g16510, a la que denominaremos
RsmA al igual que la de A. nidulans, regulan la expresion del gen pcbAB mediante unién al
sitio TTAGTAA ubicado en su promotor. Igualmente proponemos que la proteina codificada
por el gen Pc21g08330, a la que denominaremos AtfB como en A. parasiticus, puede ser
también un regulador de los genes de penicilina; AtfB se une a secuencias que contienen
un sitio de tipo AP-1 mas un sitio CRE1 adyacente, situacién que también se da en la
region intergénica pcbAB-pcbC de P. chrysogenum. El objetivo del proyecto es clonar estos
tres genes, expresarlos en Pichia pastoris y purificar las proteinas correspondientes, para
en una etapa posterior analizar mediante ensayos de retardo en gel (EMSA) la unién de las
mismas con la secuencia TTAGTAA y otras posibles secuencias de union en la regién
intergénica pcbAB-pchC.
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3. JUSTIFICACION

La clonacién de los genes codificantes de los factores transcripcionales PcYap1, RsmA 'y
AtfB de Penicillium chrysogenum, su expresion y purificacion en Pichia pastoris, nos
permitira analizar su posible unién a secuencias reguladoras en la region promotora del
gen pcbAB, aumentando de esta forma los conocimientos sobre la regulacion de la

transcripcion de los genes biosintéticos de penicilina.

4. HIPOTESIS

Los genes Pc20g15280, Pc12g16510 y Pc21g08330 de Penicillium chrysogenum que
codifican respectivamente los factores transcripcionales PcYap1, RsmA y AtfB, se
expresaran en Pichia pastoris como proteinas de fusion a una cola de poli-histidina lo que
permitird su purificacion por cromatografia de afinidad para utilizarlos posteriormente en
ensayos de union a secuencias especificas de ADN.

5. OBJETIVO

Clonar los genes codificantes de los factores transcripcionales PcYap1, RsmA y AtfB de
Penicillium chrysogenum, expresarlos en Pichia pastoris como proteinas de fusién a His-
tag, y purificarlos para su utilizacion posterior en andlisis de union a secuencias
reguladoras del promotor pchbAB.

51. Objetivos particulares

« Amplificacion mediante PCR de los genes codificantes de PcYap1, RsmA y AtfB de
Penicillium chrysogenum.

« Obtencién de la secuencia CDS de cada uno de los genes mediante PCR
recombinante o RT-PCR y clonacion en el vector pPICZ.

« Expresion en Pichia pastoris de las proteinas fusionadas a His-tag, y purificacion
mediante cromatografia de afinidad.

« Analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas purificadas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Mantenimiento de la cepa de Penicillium chrysogenum

En una primer etapa se propagaron 300 pL de un concentrado de esporas de la cepa
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255 en placas de Petri con medio Power (Tabla
1), este medio consiste en una fusion de los medio PM1 (Lépez-Nieto et al. 1985) y
Czapek-KCI 0.7 M; y se utiliza para esporulacion y mantenimiento de la cepa.

COMPONENTE g/L
Sacarosa 25
Lactosa 5

Peptona de caseina 25

Soélidos de maceracion de maiz| 0.5

KCI 26.1
NaCl 2
NaNO; 1.5
K;HPO4 0.25

Se afiade agar bacteriolégico en una
MgSO7H.0 0.25 concentraciéon 2% (P/V) y se verifica
Sales PW (Tabla 2) 1mL elpHde6.75+0.2

Tabla 1. Medio Power

COMPONENTE | g/200mL
KH,PO, 6
FeSO,*7H,0 1
FeCl;"6H,0 0.4
CuSO4*7H,0 0.2

Tabla 2. Sales medio Power

Por otro lado para obtener micelio suficiente para extraccion de ADN se inocularon 300 pL
de un concentrado de esporas de P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 en 100 mL de medio
PMY estéril (Tabla 3) y se incubaron a 150 rpmy 25°C durante 72 horas.
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COMPONENTE g/l

bJardC)g 3

Extracto de levadura 2

NaCl 0.5

MgSO4*7H,0 0.05
FeSO,*7H,0 0.01
Glucosa 40

Tabla 3. Medio PMY

6.2. Vectores de clonacién
6.2.1. pBLUESCRIPT KS+

pBLUESCRIPT KS+ (que denominaremos pBKS+) es un vector de aproximadamente 2.9

kb derivado del pUC; este vector es utilizado para transformacion de células bacterianas
con genes de interés insertados dentro de su sitio multiple de clonacién.

En la figura 5 se muestran las principales caracteristicas de este vector.
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Figura 5. Vector pBLUESCRIPT KS+. Este vector contiene: 1. Fragmento del gen

lacZ; 2. Gen de resistencia para seleccion por ampicilina; 3. Origen de replicacion
colE1 para E. coli y 4. Sitio multiple de clonacion.
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6.2.2. pPICZ

pPICZ-A, B o C es un vector de expresion de 3.3 kb utilizado para expresar proteinas
recombinantes en Pichia pastoris. Las proteinas se expresan como fusiones a un péptido
C-terminal que contiene el epitopo c-myc y una cola de poli-histidinas (6xHis) también

denominada His-tag.

Este vector permite un alto nivel en la expresion del gen de interés gracias a la presencia
del promotor AOX1, inducible por metanol. En la siguiente figura se indican los principales

componentes del vector pPICZ:

Figura 6. Vector de expresion pPICZ. Este vector contiene: 1. Promotor 5'AOX1 inducible por
metanol; 2. Gen de resistencia para seleccion por zeocina (fleomicina); 3. Secuencias que
codifican el epitopo c-myc unido a una cola de 6 histidinas (His-tag); 4. Tres versiones
diferentes (A, B y C), con un sitio multiple de clonacién diferente cada una de ellas, lo que
facilita la clonacién en el marco de lectura correcto para la fusion del epitopo c-myc y la cola
His-tag en el extremo C-terminal de la proteina expresada.

6.3. Extraccion de ADN gendmico de Penicillium chrysogenum

Para la extraccion de ADN genomico de P. chrysogenum se sigui6 el método de
Fenol:CIA; una vez terminado el periodo de incubacion en medio PMY el micelio se filtro
a través de un filtro Nytal estéril y se lavé con 100 mL de solucién de NaCl 0.9% (p/v),
seguido por 100 mL de tampén A (Tabla 4). Se transfirié el micelio a un mortero estéril
donde se le anadi6 nitrogeno liquido y se pulverizo, conservandose el polvo a -20°C
hasta su utilizacion.

15



COMPONENTE CONCENTRACION
EDTA 100 mM, pH 8

NaCl 150 mM

Tris-HCI 50 mM, pH 8

Tabla 4. Tampén A

La extraccion de ADN gendmico a pequena escala se llevo a cabo siguiendo el método
descrito por Fernandez (1997), y se emple6 para la obtenciéon de ADN necesario para las
reacciones de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

El micelio pulverizado se colocé en un microtubo estéril (100 mg de micelio) y se
afadieron 500 pL de amortiguador de lisis (Tabla 5), homogeneizandose la mezcla por
inversion. A continuaciéon, se anadieron 500 pL de fenol y 500 upL de CIA
(cloroformo:alcohol isoamilico; 24:1), se mezclo cuidadosamente y se incubdé a 50°C
durante 20 minutos (mezclando por inversion cada 5 minutos).

COMPONENTE VOLUMEN
Tris-HCI 1M 10 mL
EDTAO0.5M 20 mL
SDS 10% 5mL

Agua estéril 15 mL

Tabla 5. Solucién de lisis

Transcurrido este tiempo, se centrifugdé la mezcla a 14,000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se recupero la fase superior; la eliminacion de proteinas se
realizd6 mediante extracciones sucesivas con fenol-CIA hasta obtener una interfase limpia.
Se realizd una extraccion con un volumen de CIA, y el ADN se precipitd con 1/10 de
volumen de acetato sodico 3M pH 5,2 y 2,5 volumenes de etanol absoluto frio, dejandolo
a-20° C toda la noche.

Transcurrido el tiempo se centrifugd el ADN precipitado a 14,000 rpm durante 20 minutos
a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y se lavo el precipitado con 500 pL de etanol 70% (v/v);
se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente, se deseché
el sobrenadante, y se dejo secar el precipitado; por ultimo, se resuspendié el ADN en 30
HL de agua estéril y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

16



Una vez extraido el ADN se realizé un tratamiento con ARNasa para eliminar ARN y
desproteinizar la muestra, afiadiendo ARNasa (concentracion final 100 ug/mL)
incubandose a 37°C durante 90 minutos. Terminado este periodo se agregé un volumen
de fenol neutro mezclando por inversion y centrifugando a 14,000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se recuperd la fase acuosa y se mezclé por inversion con un
volumen Fenol:CIA para enseguida centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente, este paso se repitid tantas veces fue necesario para obtener una interfase
limpia, finalmente se realizé una ultima extraccién con un volumen de CIA centrifugando a
14,000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente y la fase acuosa se precipité con 1/10 de
volumen de acetato soédico 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de etanol absoluto frio. Se
centrifugd a 14,000 rpm durante 20 minutos a 4°C.

Se eliminé el sobrenadante y se lavo el precipitado con 500 pL de etanol 70% (v/A), se
centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
deseché el sobrenadante para el secado del precipitado, resuspendiendo el ADN en 30
pL de agua estéril y se mantuvo a -20 °C hasta su uso.

6.4. Amplificacién y clonacion de los genes PcYap1, RsmA y AtfB
6.4.1. Megapreparacion para ADN plasmidico de pBLUESCRIPT KS+

Se realiz6 una megapreparacion para obtener ADN plasmidico de Escherichia coli que
contiene el vector pBKS+ (pBLUESCRIPT KS+) que se uso para clonar y mantener los
genes PcYap1, RsmA y AtfB estables y disponibles para futuros experimentos.

Se parti6 de un glicerol de E. coli con el vector pBKS+, que se atemper6 y se
homogeneizé, se tomé una alicuota de 100 pL y se plaqued en una caja Petri con medio
LB (Tabla 6) suplementado con ampicilina (100 pg/mL) incubandose 24 horas a 37°C.
Transcurridas las 24 horas se tomd una asada con la que se inocularon 100 mL de medio
LB caldo con 100 ug/mL de ampicilina incubando a 150 rpm por 16 horas a 37°C.

COMPONENTE g/L
Bacto-triptona 10
NaCl 10

Extracto de levadura 5 :
TN Ajustar pH a 7.5

Agar 20 con NaOH

Tabla 6. Medio LB (Miller, 1972)
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Terminado el periodo de incubacion se recuperaron las células centrifugando a 5,000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente en tubos tipo Falcon estériles, el precipitado
obtenido se resuspendié en 6 mL de STET (Tabla 7) homogeneizando con vortex y este
volumen se distribuy6 en alicuotas de 350 pL en microtubos.

COMPONENTE CONCENTRACION
EDTA 50 mM, pH 8
Sacarosa 8% (p/v)
Tris-HC | 10 mM, pH 8
Tritén X-100 0.5 % (vV/v)

Tabla 7. STET

Se anadieron 20 pL de solucion de lisozima con una concentracion 10 mg/mL en agua y
se mezclé durante 30 segundos hirviendo las muestras durante 1 minuto en un bario de
agua. Las proteinas, restos celulares y el ADN cromosémico bacteriano se precipitaron
centrifugando a 14 000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente y los
precipitados se eliminaron con palillos estériles.

El ADN plasmidico se precipito tras anadir 40 pyL de acetato sédico 3M pH 5.2 y 600 pL
de isopropanol, se mezclé por inversion y se dejaron reposar durante 15 minutos a
temperatura ambiente; se centrifugé a 14,000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente decantando la fase acuosa para posteriormente lavar con 700 pL de etanol al
70% y nuevamente se centrifugd a 14,000 rppm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se decanto la fase acuosa y se dejaron secar los precipitados, finalmente las
muestras se rehidrataron con 100 pL de agua estéril y se colectaron todas las muestras
en un mismo microtubo.

Una vez extraido el ADN plasmidico se le realizé un tratamiento con ARNasa para
eliminar ARN y desproteinizar la muestra. Para ello se afadi6 ARNasa (concentracion
final 100 pg/mL) y se incubd durante 90 minutos a 37°C, terminado este periodo se
agrego un volumen de fenol neutro mezclando por inversion y centrifugando a 14,000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente. Se recuper6 la fase acuosa y se mezclé por
inversion con un volumen Fenol:CIA para enseguida centrifugar a 14,000 rpm, 5 minutos
a temperatura ambiente, este paso anterior se repitio tantas veces como fue necesario
para obtener una interfase limpia.
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Se realizé6 un Ultimo lavado con un volumen de CIA centrifugando a 14,000 rpm, 5
minutos a temperatura ambiente y se precipité con 1/10 de volumen de acetato sédico 3M
pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol absoluto frio, centrifugando a 14,000 rpm, 20 minutos a
4°C, se elimind el sobrenadante y se lavo el precipitado con 500 pL de etanol 70% (v/v),
se centrifugdb nuevamente a 14,000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, se
deseché el sobrenadante, y se dejaron unos minutos los microtubos abiertos para el
secado del precipitado. Por ultimo, se resuspendié el ADN en 30 pL de agua estéril y se
mantuvo a -20°C.

6.4.2. Amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los genes de interés a partir del ADN genémico se disefiaron los
oligonucledtidos requeridos para la técnica de PCR; para este disefio se tomé como base
la secuencia de los genes Pc20g15280 (PcYap7?), Pc12g16510 (RsmA) y Pc21g08330
(AtfB) de P. chrysogenum que se encuentran en la base de datos del NCBI.

Como parte del disefio a cada oligonucleétido se le adicionaron colas que corresponden a
secuencias que reconocen enzimas de restriccion: BamHI, Xbal, Hindlll y EcoRI (Fig. 7),
para poder realizar digestiones de estos fragmentos y asi realizar ligaciones con
extremos cohesivos dentro del sitio multiple de clonacién del vector pBLUESCRIPT KS+
lo que evita que durante la reaccion el vector se religue.

PcYap1
PcYap1-F: TAGGATCCATAGACCTGCGATAAGCACACCC (BamHl)
PcYap1-R: AATCTAGACCCTTACAGCTTTCTTCTGGAGT (Xbal)

RsmA
RsmA-F: ACGGATCCTATGACGTTTCGGATTCTGTACC (BamHI)
RsmA-R: CATAAGCTTGACGAGGACGACTACAAGAAAGA  (Hindll)
AtfB
AtfB-F: TCGGATCCATCTGTTCGGTATTTGGGCTACT (BamHil)
AtfB-R: AGAATTCGGAGTTTCTCAACCCCGTATATC (EcoRI)

Figura 7. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los genes PcYap1, RsmA y AtfB. En negrita se
muestran las secuencias de corte para enzimas de restriccion afiadidas en el extremo 5' de los primers para
facilitar la clonacién de los fragmentos amplificados en pBKS+
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Los tamarios de los fragmentos esperados eran:

PcYap1 = 3648 pb
RsmA =2632pb
AtfB = 2585 pb

Se prob6 un gradiente de temperaturas de hibridacion para encontrar las condiciones
optimas de amplificacion para lo que se siguio el perfil de la tabla 8.

No. DE
ETAPA TEMPERATURA | TIEMPO | cicLos
Inicio 94°C 5 min. 1
Desnaturalizacién 94°C 30 seg.
Hibridacién 52°C-62°C 45 seg. 30
Elongacion 72°C 3 min.
Elongacion final 72°C 10 min. 1
Conservacion 4°C * 1

Tabla 8. Perfil de PCR.

También se disefd la mezcla de reaccion (Tabla 9) para la PCR y se eligié la polimerasa
que funcionara de forma mas eficiente para amplificar los fragmentos de interés, que
resultd ser la polimerasa de alta fidelidad Pfu Ultra |l Fusion HS de Agilent Technologies.

COMPONENTE VOLUMEN (pL)
Agua esteril 33
Amortiguador 5
ADN (50 ng) 5
dNTP'’s 1
Oligonucleotido F 2.5
| Oligonucleétido R 2.5
pfu ultra |l 1

Tabla 9. Mezcla de reacciéon de PCR.

20



6.4.3. Digestiones dobles para ligaciéon

Para poder realizar las ligaciones de cada uno de los genes amplificados con el vector
pBKS+ se realizaron digestiones dobles utilizando las enzimas que reconocen tantos los
sitios de restriccion del sitio multiple de clonacién como los incorporados en los extremos
de los fragmentos amplificados. Para ello se prepararon las mezclas de reaccion
indicadas en las tablas 10y 11.

COMPONENTE pBKS+/PcYap1 | pBKS+/RsmA | pBKS+/AtfB
| Agua esteril 15.5 pL 13 pL 13 pL

Amortiguador Tango 2.5 pL (1x) - 5 pL (2x)

Amortiguador R - 5 L -

pBKS+ 5 pL 5L 5 uL

BamHI 1L 1L 1L

Xbal 1pL : -

Hindlll - 1 L &

EcoRI - . 1L

Tabla 10. Mezclas para digestiones dobles de PBKS+.

COMPONENTE PcYap1 RsmA AtfB
| Agua esteéril 15.5 uL 13 pL 13 uL
Amortiguador Tango 2.5 pL (1x) - 5 pL (2x)
Amortiguador R 2 Syl =
Fragmento 5pL 5L 5uL
BamHI 1 L 1L 1L
Xbal 1L 4 .
Hindlll - 1 pL -
EcoRl . - 1 uL

Tabla 11. Mezclas para digestiones dobles de los genes.

Estas preparaciones se incubaron a 37 °C en bafo Maria por 2 horas.
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El volumen total de estas digestiones se cargé en un gel de agarosa para electroforesis y
asi poder purificar las bandas correspondientes para lo que se usé el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega).

6.4.4. Ligacion de PcYap1, RsmA y AtfB en pBLUESCRIPT KS+

Para la ligacion de los genes de interés, con el propésito de conservarios estables y
disponibles, se realizé la siguiente reaccion de ligacion (Tabla 12), que se incub6 a 13°C
durante 12 horas.

COMPONENTE VOLUMEN
| Agua esteril 3.5uL
Amortiguador 5X ligasa 2 pL

Inserto (Yap1, RsmA o AtfB) 3L

pBKS+ 0.5 uL

ADN Ligasa 1pL

Tabla 12. Reaccion de ligacion. Volumen final: 10 pL

6.4.5. Transformacion de E. coli por resistencia a ampicilina

Transcurrido este tiempo se realizd la transformacion en células de E. coli DH5a
electrocompetentes siguiendo el siguiente procedimiento:

Se mezclé todo el volumen de cada reaccion de ligacion con 50 pL de células
electrocompetentes, se transfind a una cubeta GenePulser de BIO-RAD de 0.2 cm
previamente enfriada y se aplicaron dos pulsos eléctricos de 1500 V en el electroporador
GenePulser Xcell (BIO-RAD). Se anadieron a continuacion 800 pL de medio LB (Tabla 6)
homogeneizando la mezcla por inversion y se incubaron las muestras a 150 rpm por 1
hora a 37°C; de esta suspension se tomaron 50 pL y se extendieron en una placa con LB
agar suplementado con ampicilina a una concentraciéon de 100 pg/mL.

Se incubaron las placas toda la noche a 37°C; las colonias formadas se picaron con un
palillo estéril y se inocularon placas nuevas de LB agar con ampicilina 100 pg/mL,
incubandose a 37°C toda la noche.
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6.4.6. Minipreparaciones para la extraccién de ADN plasmidico de E. coli

Se inocularon microtubos con 1 mL de caldo LB con 100 pg/mL de ampicilina,
incubandose a 37 °C, 200 rpm durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion se recogieron las células por centrifugacion a 5,000 rpm durante 3 minutos a
temperatura ambiente, y a continuacién se deseché el sobrenadante; el precipitado se
resuspendié con 350 pL de STET (Tabla 7) méas 10 pL de lisozima a una concentracion
de 10 mg/mL y se hirvi6 durante 1 minuto, las proteinas y el ADN cromosémico se
precipitaron por centrifugacion a 14,000 rpm, 10 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado formado se eliminé con un palillo estéril. EI ADN plasmidico se precipité con
40 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 mas 600 pL de isopropanol, el contenido del tubo
se mezclé por inversion y se incubé a temperatura ambiente por 15 minutos para
posteriormente centrifugar a 14,000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante se elimindé y el precipitado se lavdo con 600 pL de etanol al 70%
centrifugando a 14,000 rpm por 5 minutos, eliminando el sobrenadante; los precipitados
se dejaron secar por 15 minutos después de los cuales se resuspendieron con 25 pL de
agua estéril y con estas muestras se comrié una electroforesis en gel de agarosa para
confirmar la presencia de las construcciones: pBKS+/PcYap1, pBKS+/RsmA pBKS+/AtfB.

6.5. Acondicionamiento de Pichia pastoris y el vector pPICZ

6.5.1. Mantenimiento de la levadura P. pastoris

Para la expresion de la proteina heteréloga se requirid de la cepa de la levadura
metilotréfica Pichia pastoris por lo que se realizd su mantenimiento partiendo de un
glicerol del cual se tomaron 50 pL para inocular 50 mL de medio YPD (Tabla 13 y 14), el
medio se incubé a 200 rpm, 30°C por 60 horas.

COMPONENTE CANTIDAD Una vez estériles A y B se
mezclan para su uso
Extracto de levadura 1049
Bactopeptona 20g
| Agua 900 ML

Esterilizar en autoclave

Tabla 13. Mezcla A del medio YPD.
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COMPONENTE CANTIDAD

Dextrosa 29

Agua 100 mL

Esterilizar con filtro de 0.22 ym

Tabla 14. Mezcla B del medio YPD.

Transcurrido el tiempo de incubacion el medio se centrifugé a 4 000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente, se decantd hasta dejar un volumen final de 5 mL y se volvié a
resuspender en el medio; esta mezcla se afor6 a 10 mL con glicerol al 80% esteril
homogeneizando suavemente para repartir en alicuotas que se conservaron a -70 °C.

Para confirmar el crecimiento de P. pastoris se tom6 una azada de uno de los gliceroles
prepararos y se inoculo por estria cruzada una placa de YPD con 20 g/L de agar,

incubandose a 30 °C durante 60 horas.

6.5.2. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de fleomicina en P.

pastoris

Para determinar a qué concentracion del antibiotico fleomicina es sensible P. pastoris en
su crecimiento y de esta forma evitar falsos positivos en posteriores experimentos se
realizo la siguiente metodologia:

Partiendo de un stock de fleomicina a una concentracion de 20 mg/mL se prepararon por
triplicado placas de medio YPD (Tablas 13 y 14) con 20 g/L de agar con las siguientes
concentraciones de fleomicina.

e 0pg/mL e 10 yg/mL
s 2 pug/mL e 20 pg/mL
s 4 pug/mL e 30 pg/mL
o 6 pg/mL e 40 pg/mL
e 8pg/mL o 50 pg/mL

Una vez preparadas las placas se inocularon con una asada de glicerol de P. pastoris por
estria cruzada incubando las placas de forma invertida a 30°C por 72 horas
aproximadamente observandose entonces el crecimiento de las colonias.
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6.5.3. Transformacién del vector pPICZ en E. coli y seleccién por resistencia a

fleomicina

El vector pPICZ en sus versiones A y B se utilizd para la introduccién de los genes de
interés (PcYap?, RsmA y AtfB) en la levadura P. pastors. Para obtener una
concentracion alta de estos vectores se realizo previamente la transformacion de células
electrocompetentes de la cepa E. coli DH5a. Se mezclaron 2 pL de cada vector (A y B)
con 50 pL de células electrocompetentes, esta mezcla se electropordé a 2500 kV en el
electroporador GenePulser Xcell (BIO-RAD) y se homogeneizé posteriormente con 800
uL de medio LB bajo en sales (Tabla 15) incubandose a 700 rpm 37 °C por 1 hora.

COMPONENTE CANTIDAD
Bactotriptona 109
NaCl 5g
Extracto de levadura 5g
| Agua 1000 MI
Esterilizar en autoclave
Para medio solido complementar con 15 g/L de agar bacteriologico

Tabla 15. Medio LB bajo en sales

Se plaquearon 100 pL de la mezcla en medio LB bajo en sales con agar y 25 pg/mL de
fleomicina incubando a 37°C toda la noche, para obtener colonias viables que tengan
integrado los vectores pPICZ A y B. Una vez elegidas las colonias viables se pasaron a
nuevas placas de LB bajo en sales con agar y fleomicina 25 pg/mL asi como a
microtubos con el mismo medio para realizar la técnica de minipreparaciones (y
posteriormente megapreparaciones) y poder elaborar gliceroles como se describid
anteriormente.

6.5.4. Transformacion de P. pastoris con el vector pPICZ

* Preparacion de células electrocompetentes:

Se inocularon 50 mL de medio YPD (Tablas 13 y 14) con una alicuota de un cultivo fresco
de toda la noche de P. pastonis y se incubé a 300 rpm, 30°C, toda la noche hasta
alcanzar una DQOgq (1:10 dilucién) = 0.24 — 0.3. Una vez alcanzada la densidad deseada
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se centrifugd el medio a 5,000 rpm, 5 minutos y 4°C, se desech¢ el sobrenadante y se
adicionaron 10 mL de YPD/HEPES (Tabla 17) estéril resuspendiendo el sedimento con
vortex. Posteriormente se adicionaron 250 uL de ditiotreitol (DTT) 1 M (Tabla 19), se

mezcl6é suavemente y se incubd por 15 minutos a 30°C.

COMPONENTE CANTIDAD

HEPES 238g COMPONENTE CANTIDAD
| Agua 100 mL YPD medio liquido estéril | 100 mL

Disolver y ajustar a pH 8 HEPES 1 M (Tabla 16) 20 mL

Esterilizar el filtro de 0.22 ym Disolver y ajustar a pH 8

Tabla 16. Preparacién de HEPES 1 M

Tabla 17. Preparacion de YPD/HEPES

COMPONENTE | CANTIDAD COMPONENTE | CANTIDAD
Sorbitol 182.2 g DTT 385¢g
Agua 1000 mL  Agua 22 mL

Disolver y esterilizar en filtro de 0.22 pm

Mezclar y esterilizar en autoclave
Tabla 18. Preparacion de Sorbitol 1 M

Tabla 19. Preparacién de DTT 1 M

Terminada la incubacion se aforé a un volumen de 50 mL con sorbitol 1 M frio (Tabla 18)
y se centrifugd a 5,000 rpm, 5 minutos a 4°C, se desechdé el sobrenadante para
enseguida resuspender con 25 mL de sorbitol 1 M frio y volver a centrifugar a 5,000 rpm,
5 minutos a 4°C desechando nuevamente el sobrenadante. Finalmente se resuspendio
en 0.5 mL de sorbitol 1 M frio y este volumen se repartié en alicuotas de 40 uL que se
conservaron a -70°C para utilizarlas en la electroporacion.

» Transformacion de P. pastons

Se mezclé 1 pL de cada uno de los siguientes vectores: pPICZ-A y pPICZ-B, con 40 pL
células electrocompetentes de P. pastorns en cubetas Gene-Pulser (BIO-RAD) de 0.2 cm,
ademas de un control negativo con solo células electrocompetentes. Se incubaron 5
minutos en hielo, y a continuaciéon se dio un solo pulso de 1500 kV de acuerdo al
protocolo indicado por el fabricante para células de P. pastors. Inmediatamente después
se adicion6 1 mL de sorbitol 1 M frio y se incubo a 30°C por una hora sin agitacion. Una
alicuota de 200 pL se sembré en placas con agar YPD con una concentracion de 50
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pg/mL de fleomicina, las cuales se incubaron a 30°C por espacio de 72 a 96 horas hasta
ver colonias seleccionables para posteriores analisis.

6.6. PCR recombinante (fusion de exones)
6.6.1. Disefio de oligonucleétidos para PCR recombinante

Para poder obtener una proteina heter6loga funcional fue necesario insertar en el vector
pPICZ solo la secuencia codificante (CDS) de cada uno de los genes, es decir eliminar
los intrones y las regiones del promotor y terminador, de cada uno de los genes

estudiados.

En base a las secuencias de los genes PcYap1, RsmA y AlfB clonados previamente en el
vector pBKS+ se disefiaron oligonucleétidos para poder hacer una PCR recombinante
que nos permitira fusionar los exones de los genes. Estos nuevos fragmentos comienzan
en el codon ATG de inicio (oligonucledtido 1) y terminaran un codon antes del codon de

fin (oligonucleétido 6).

Ademas se disenaron oligonucledtidos que corresponden a las regiones limites entre
exones e intrones (oligonucledtidos 2-5), los cuales contienen en su mitad 3’ secuencias
correspondientes al exén donde van a hibridar, y en su region 5 (cola) secuencias
correspondientes al exén que esta al otro lado del intrén que se quiere eliminar (Fig. 8).

En una primera PCR se amplifican solo los exones de cada uno de los genes de interés
(en reacciones separadas usando los oligonucleodtidos 1y 2; 3 y 4; 5 y 6); partiendo de
estos productos de PCR (exones) como molde se haran PCR’s subsecuentes que
permitiran fusionar el exén 1 con el 2 (usando los oligonucledtidos 1 y 4). Después de la
primera fusion, en una ultima PCR se integrara el fragmento correspondiente al exén 3
usando los oligonucleotidos 1 y 6, para obtener un fragmento que incluya toda la regiéon
codificante o CDS, que sera insertado en pPICZ-A o B y a su vez utilizado para
transformar P. pastors.

1

M~ g m N e 2 N Ea3
ATG : b { t TGA
2\ s —

Figura 8. Diagrama de disefio de oligonucledtidos para PCR recombinante. I-1 e |-2 indican las posiciones de
los dos intrones. E-1, E-2 y E-3 las posiciones de los exones. Los fragmentos obtenidos se fusionan por
medio de PCRs
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El disefio de los juegos de oligonucleétidos para PCR recombinante fue el siguiente:

ougonucLeoTipo | SECUENCIA

PcYap1 1 AAGGTACCACAATGGGTGATTACGAACGGATAC

PcYap1 2 GATTTTGGGCCTTGCGCTTCGTAGTAGGCTCTGAAGTCAGTGG

PcYap1 3 CCACTGACTTCAGAGCCTACTACGAAGCGCAAGGCCCAAAATC

PcYap1 4 ACCTTTCCATAGATTGAAGACGATCCCAAATTTTCGTGCATGACAGCATCT
PcYap1 5 AGATGCTGTCATGCACGAAAATTTGGGATCGTCTTCAATCTATGGAAAGGT
PcYap1 6 TCGGGCCCCTTGGCTCGCCCCATAATGTCGTC

RsmA 1 TCGAATTCCGTAATGGATTACTCTTTCTATGATCCC

RsmA 2 AGCCAGGGAGGTTTTGGTAATTCTTCAAAGGGGCGAATGTATCTGGTT
RsmA 3 AACCAGATACATTCGCCCCTTTGAAGAATTACCAAAACCTCCCTGGCT
RsmA 4 CTCCCGGAACGCTCGTTGAGCTGCTCGGTTCTGTGCCTT

RsmA 5 AAGGCACAGAACCGAGCAGCTCAACGAGCGTTCCGGGAG

RsmA 6 AGTCTAGAATCAACTCATCACGACCAGCAGC

AtfB 1 TCGAATTCTGACATGTCTACCAACCTCAAATC

AtfB 2 TCTCTAGATTGATCAAGTCATCAAAGGATGC

Tabla 20. Oligonucleétidos para PCR recombinante. En negrita se indica la secuencia de las enzimas de
restriccion que se utilizaron para clonar cada gen (su CDS) en pPICZ (Kpnl y Apal para PcYap1,; EcoRl y
Xbal para RsmA y AtfB)

6.6.2. Fusion de exones por PCR recombinante

Considerando las Ty de los pares de oligonucledtidos y la longitud de los exones se
disefiaron los ciclos de PCR que se llevarian a cabo asi como las mezclas de reaccion
(Tabla 21) quedando el primer perfil de PCR como se muestra en la tabla 22 donde la
finalidad es amplificar los exones correspondientes a cada gen para usarios
posteriormente como molde para las subsecuentes PCR’s, se utilizd el equipo T100
Thermal Cycler de BIO-RAD.

PcYap1
e Exon 1:449 pb
s Exo6n2: 1147 pb
e« Exé6n 3: 150 pb
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RsmA
» Exon1:114 pb
o Exon 2: 253 pb
¢ Exo6n3:531pb

AtfB
e Exon 1:960 pb

No. DE
ETAPA PcYap1 RsmA AtfB CICLOS
Inicio 95°C; 4 minutos 95°C; 4 minutos 95°C; 4 minutos L
Desnaturalizacion 95°C; 30 segundos | 95°C; 30 segundos | 95°C; 30 segundos
Hibridacion 53°C; 30 segundos | 54°C; 30 segundos | 50°C; 30 segundos *
Elongacion 72°C; 2 minutos 72°C; 1 minutos 72°C; 1 minutos
Elongacién final 72°C, 4 minutos 72°C, 4 minutos 72°C, 4 minutos !
Conservacion 4°C; = 4°C; = 4°C, = :

Tabla 21. Perfil de PCR para amplificacién de los exones de los genes PcYap1, RsmA y AtiB

COMPONENTE VOLUMEN (VOLUMEN FINAL: 50 pL)
| Agua esteril 33 L

Amortiguador 5 pL

ADN (50 ng) 5l

dNTP's 1L
| Oligonucleétido F 25uL
| Oligonucledtido R 2.5l

Pfu ultra |1 1L

Tabla 22. Mezcla

de reaccion de PCR

Las reacciones de PCR se corrieron en un gel de electroforesis con agarosa al 0.8% para

los exones de menos de 600 pb y de 1% para los mayores a 600 pb, para poder cortar
las bandas correspondientes y purificarlos con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System de Promega y asi utilizarlos como molde en la segunda etapa donde se inici6 la

fusion de los exones.
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En un segundo ciclo de PCR se fusionaron los exones 1 y 2 del gen RsmA bajo las

siguientes condiciones:

Fusion: RsmA (exon 1) — RsmA (exén 2) (114 pb + 253 pb = 367 pb); utilizando los
oligonucledtidos RsmA 1y 4.

ETAPA RsmA E-1 - RsmA E-2 No. DE CICLOS
Inicio 95°C; 4 minutos :
Desnaturalizacion 95°C; 30 segundos

Hibridacion 56°C; 30 segundos 30
Elongacion 72°C; 1 minutos

Elongacién final 72°C, 5 minutos !
Conservacion 4°C: w 1

Tabla 23. Perfil fusion RsmA exones 1-2

COMPONENTE VOLUMEN (VOLUMEN FINAL: 50 L)
| Agua estéril 36 uL

Amortiguador 5 pL

RsmA E-1 1yl

RsmA E-2 1L

dNTP’s 1 uL
| Oligonucledtido RsmA 1 | 2.5 uL
| Oligonucledtido RsmA 4 | 2.5 uL

Pfu ultra Il 1L

Tabla 24. Mezcla de reaccion para fusionar los exones 1y 2 de RsmA

Esta reaccion de PCR se cargd en un gel de agarosa con una concentracion de 1.8%
para poder cortar la banda correspondiente y purificarla con el kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega).

Este fragmento purificado se usaria como molde para el ultimo perfil de PCR bajo las
siguientes condiciones:
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Fusion RsmA (exones 1-2) — RsmA (exén 3) (367 pb + 531 pb = 898 pb); con los
oligonucledtidos RsmA 1y 6.

ETAPA RsmA (E1-2) - RsmA E-3 N° CICLOS
Inicio 95°C; 4 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C; 30 segundos

Hibridacién 54°C; 1 minuto 30
Elongacion 72°C; 1 minuto

Elongacién final 72°C, 5 minutos 1
Conservacion 4°C; = 1

Tabla 25. Perfil fusion RsmA 1-2-3

COMPONENTE VOLUMEN (VOLUMEN FINAL: 50 uL)
| Agua estéril 36 pL
| Amortiguador 5L

RsmAE 1-2 1L

RsmA E-3 1L

dNTP’s 1yl

Oligonucledtido RsmA 1 2.5uL

Oligonucledtido RsmA6 | 2.5 uL

Pfu ultra 1l 1L

Tabla 26. Mezcla de reaccion para fusionar el fragmento con los exones 1-2 al ex6n 3 del gen RsmA

6.7. RT-PCR para la obtencién de la CDS del gen PcYap1
6.7.1. Extraccién de ARN total de P. chrysogenum

En el caso del gen PcYap1 no fue posible realizar la fusion de exones asi que se decidio
seguir una segunda estrategia que consistié en la extraccion de ARN total para poder
obtener este gen con solo la secuencia codificante (CDS) mediante RT-PCR.
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Para ello se inocularon tres matraces con 100 mL de medio PMY (Tabla 3) estéril se
inocularon con 200 pl de un concentrado de esporas de P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255 y se incubaron a 150 rpm, 36 horas a 25°C.

Ya que PcYap1 es un gen relacionado con el estrés oxidativo se utilizé una concentracion
1 mM de H,0O, adicionada a diferentes tiempos para inducir esta condicion en el cultivo y
asi lograr |la expresion del gen por lo que se usé un matraz para el control sin peroxido de
hidrégeno, un matraz con una concentracion de 1 mM de peroxido de hidrogeno en el
tiempo O horas y un ultimo matraz con la misma concentracion de peréxido de hidrégeno
pero adicionado a las 33 horas.

transcurrido el tiempo de incubacion se realizé la extraccion de ARN utilizando la técnica
de Trizol Reagent® de Invitrogen (Sambrook y Rusell; 2009) como se describe a
continuacion:

Se recogié el micelio por filtracion a través de filtros de nylon estériles de 30 ym de
diametro de poro y se lavé con un volumen de NaCl 0.9 % (P/V) estéril; el micelio se
congelé con nitrégeno liquido y se macero, se tomaron aproximadamente 50 pg de cada
macerado y se depositaron en microtubos estériles congelados.

A cada microtubo con macerado se le adicion6 1 mL de Trizol® y se homogeneizd
vigorosamente en vortex para posteriormente dejar reposar 5 minutos a temperatura
ambiente después de lo cual se adicionaron 200 pL de cloroformo y se mezclé
vigorosamente por 15 segundos en vortex incubando 3 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugdé a 14,000 rpm, 15 minutos a 4°C después de lo cual se transfirié la fase
acuosa a microtubos limpios. EI ARN presente en la fase acuosa se precipité con 500 pL
de isopropanol, mezclando por inversiébn y almacenando a -20°C toda la noche
Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm, 30 minutos a 4°C descartando el
sobrenadante. El precipitado se lavo con 1 mL de etanol al 70% (V/V) y se centrifugo a
8,000 rpm, 5 minutos a 4°C para desechar el sobrenadante y el precipitado se dejé secar
de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

El ARN se resuspendié en 20 pL de agua DEPC estéril (libre de ARNasa) y se colocé en
un bafio de hielo durante 10 minutos y a continuacién se incub6 a 65°C por 10 minutos
con agitacion constante, conservandose a -70°C hasta su uso.

Para verificar la integridad del ARN total extraido se realizé una electroforesis en gel de
agarosa donde se consider6 el asegurar que la movilidad electroforética del ARN sea
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dependiente tnicamente del tamario, evitando la formacién estructuras secundarias con
formaldehido al 37% (12.3 M), ello impide usar en la electroforesis tampones con grupos
amino como el Tris por lo que para ARN se usé tampon MOPS para el amortiguador MAE
10x (Tabla 27).

COMPONENTE CONCENTRACION

MOPS 0.2M

Acetato sodico 50 Mm

EDTA 10 mM

Ajustar a pH 7 con NaOH, esterilizar por filtro y conservar en refrigeracion
protegido de la luz

Tabla 27. Preparacién del amortiguador MAE 10x

También se preparé amortiguador de carga para ARN 1.25x de la siguiente forma:

COMPONENTE VOLUMEN
Formamida 2.2mL
Formaldehido 0.8 mL
MAE 10 x 0.5mL
Glicerol 80% 0.4 mL
Azul de bromofenol 2% 0.1 mL
Bromuro de etidio 10 mg/mL 20 pL

Tabla 28. Amortiguador de carga para muestras de ARN

Para la electroforesis por cada 100 mL de solucién de agarosa se necesitaron 1.2 gr de
agarosa mas 87 mL de agua DEPC estéril, la mezcla se fundié y cuando llegd
aproximadamente a 50-55°C se adicionaron 10 mL de MAE 10x.

Antes de verter a la cubeta, y en la campana de extraccion, se afiadieron 3 mL de
formaldehido. Tras la gelificacion se adicioné dentro del tanque de electroforesis tampon
MAE 1x. El gel se comi6é a 150 V por 60 minutos después de lo cual se visualizaron las
bandas con luz ultravioleta.
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6.7.2. Obtencién de ADNc total

Una vez verificada la integridad del ARN asi como su concentracion se disefid una
reaccion de retrotranscripcion para obtener ADNc total siguiendo las especificaciones del
kit SuperScript Il First-Strand (Invitrogen) para lo cual se preparé una primera mezcla

como se muestra a continuacion:

COMPONENTE ARN (Hz0; tiempo 0 y sin H202) | ARN (H20; tiempo 33 horas)
ARN 0.5 pL 1 pL
| Oligo(DT)2o 50 mM | 1 pL 1L
dNTP mix 10 mM 1 ul 1L
Agua DEPC 7.5 L 7pL

Esta mezcla se incubd a 65°C por 5 minutos y a continuacion se colocé en hielo durante
1 minuto; ademas se prepar6 una segunda mezcla para la sintesis de ADNc como se

indica a continuacion:

Tabla 29. Primera mezcla ADNc

COMPONENTE VOLUMEN PARA 1 REACCION
Amortiguador RT 10x 2 pL
MgCl, 25 mM 4 L
DTT0.1M 2L
ARNasaOUT 40 U/ pL 1pL
SuperScript Il RT 200 U/ pL | 1 L

Se mezclaron 10 pL de la segunda mezcla de sintesis de ADNc (Tabla 30) con la primera
mezcla (Tabla 29) incubando durante 50 minutos a 50°C y después 5 minutos a 85°C. a
continuacion se colocaron los tubos de reaccion en hielo adicionando a cada tubo 1 pL de

Tabla 30. Mezcla de sintesis de ADNc

ARNasa H. Finalmente se incubd 20 minutos a 37°C obteniendo asi ADNc total.
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6.7.3. Amplificacién por PCR de la CDS del gen PcYap1

Para obtener la secuencia codificante (CDS) del gen PcYap1 (1746 pares de bases) se
tomaron 2 pL de la reaccion de retrotranscripcion como molde para una PCR bajo las
siguientes condiciones (Tablas 31 y 32) considerando las Ty del par de oligonucleétidos
PcYap1 1y 6 (Tabla 20) asi como la longitud del gen:

ETAPA PcYap1 N° CICLOS
Inicio 95°C; 4 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C; 30 segundos

Hibridacion 54°C: 1 minuto 30
Elongacién 72°C; 2 minutos

Elongacién final 72°C, 5 minutos 1

Tabla 31. Perfil de PCR con 30 ciclos

COMPONENTE VOLUMEN (VOLUMEN FINAL: 50 pL)
Agua estéril 36 L

Amortiguador 5L

ADNc 2L

DNTP's 1L

Oligonucledtido PcYap1 1 2.5 uL

Oligonucleétido PcYap16 | 2.5 uL

Pfu ultra Il 1L

Tabla 32. Mezcla de reaccidn para la amplificacion de la CDS del gen PcYap1

Una vez finalizados los ciclos de PCR estas reacciones se corrieron en una electroforesis
en gel de agarosa para cortar la banda correspondiente al gen PcYap? y purificarlo con el
kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega, lo que nos permitié poder
utilizarlo posteriormente para una ligacion en el vector de expresion pPICZ.
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6.8. Construccion de los vectores de expresion para los genes PcYap1,
RsmA y AtfB
6.8.1. Digestiones dobles de los fragmentos con la secuencia CDS de los

genes

Una vez realizada la fusion de exones (RsmA) o la RT-PCR (PcYap1) fue necesario
integrarlos a un vector de expresion para poder obtener las proteinas recombinantes
correspondientes para lo cual se utilizaron los vectores pPICZ A y B por su capacidad
para expresar proteinas recombinantes, debido a la presencia de un promotor AOX1
inducible por metanol, y a las secuencias correspondientes a un epitopo c-myc y una cola
de histidinas que facilita el proceso de identificacion y purificacion de las mismas.

Para realizar las construcciones que pemitieran la expresion de cada uno de los genes
se disefaron los oligonucleétidos de los extremos 5 y 3' con colas que contenian
secuencias de corte para diferentes enzimas de restriccion (Fig. 6), de manera que cada
fragmento se introdujera en el vector correspondiente (pPICZ-A para PcYap1; pPICZ-B
en el caso de RsmA y AtfB) en el marco de lectura adecuado para que se genere una
proteina recombinante que contenga en su extremo carboxilo terminal el epitopo c-myc y
la cola de poli-histidina. Asi mismo, en el extremo 5’ debe considerarse que el codon ATG
de inicio se encuentre dentro de una secuencia Kozak reconocible en Pichia pastoris, tal
y como se describe en las instrucciones del fabricante (Invitrogene/Life Sciences).

Para cumplir con este objetivo se digirieron los fragmentos de los genes a clonar y los
vectores pPICZ comrespondientes con las enzimas de restriccion especificas que
permitirian la insercion de los genes en los vectores, utilizando las siguientes mezclas de

reaccion (Tablas 33 y 34).

COMPONENTE pPICZ-A | pPICZ-B | PcYap1 | RsmA AtfB

| Agua estéril 11 pL 11 pL 8 uL 8 pL 8 pL
amortiguador 2X 10 pL 10 pL 5pL 5 L 5 pL
Muestra 25 yL 25 yL 10 L 10 pL 10 pL
EcoRI - 2 yL - 1L 1L
Xbal < 2l - 1L 1uL
Apal 2 uL 1L - B
Kpnl 2 uL 1L .

Tabla 33. Reacciones de digestion
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Dichas mezclas se incubaron por 3 horas a la temperatura correspondiente a la actividad
optima de cada enzima (entre 30 y 37°C), y se corrieron en una electroforesis en gel de
agarosa para cortar y purificar las bandas de cada fragmento con el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System de Promega.

6.8.2. Ligacién de las CDS de los genes con los vectores pPICZ

Se determinaron entonces en otro gel de agarosa las cantidades a utilizar en la reaccion
de ligacién (Tabla 34).

COMPONENTE pPICZ-AlPcYap1 | pPICZ-B/IRsmA | pPICZ-B/AtfB
| Agua estéril 1pL 1L 1pL
Amortiguador ligasa 2L 2L 2L
Inserto 10 L 10 pL 10 pL
Vector 5 pL 5 pL 5 pL
| Ligasa 2l 2L 2L

Tabla 34. Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacion se incubaron a 13°C por 12 horas; una vez terminado este
periodo se electroporaron en células electrocompetentes de E. coli DH5a en el equipo
T100 Thermal Cycler de BIO-RAD para posteriormente plaquear 100 pyL en medio LB
bajo en sal con agar (Tabla 15) y suplementado con 25 pg/mL de fleomicina.

Las placas de medio LB bajo en sal con agar se incubaron por 12 horas a 37°C, después
de este tiempo se seleccionaron las colonias que aparecieron y se inocularon para
realizar una minipreparacion en medio LB bajo en sal caldo suplementado con 25 pg/mL
de fleomicina, incubandose a 37°C por 12 horas, y realizando a continuacion una lisis
para poder extraer la construccion y confirmar la integracién del vector con cada uno de
los genes dentro de las células de E. coli para ello las muestras se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Las construcciones para la expresion de las
proteinas en P. pastoris se denominaron pPICZ- A/PcYap1, pPICZ- B/RsmA y pPICZ-
B/AtB.
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Una vez confirmado por minipreparacion que las construcciones eran las correctas se
inoculd LB bajo en sal caldo suplementado con 25 pg/mL de fleomicina para poder
obtener gliceroles que se conservaron a -70°C, ademas de realizar lisis alcalina para
recuperar una cantidad mayor de dichas construcciones por la metodologia de
megapreparacion y estas usarlas para la posterior transformacion de células de Pichia
pastoris (seccion 6.5.4.).

6.9. Expresion y purificacién de proteinas heterélogas en P. pastoris
" 6.9.1. Expresion de proteinas heterélogas.

Para la obtencion de las proteinas recombinantes heterélogas se cultivaron los
transformantes de Pichia pastoris que portaban cada uno de los vectores pPICZ con el
gen correspondiente. Se utilizé metanol como inductor de la expresion, siendo una
levadura metilotrofica capaz de metabolizarlo como tnica fuente de carbono, de manera
que el promotor AOX1 se indujera por la presencia de metanol, lo que desencadenaria la
transcripcion de los genes incorporados al vector para asi sintetizar las proteinas
correspondientes.

Se partié de una unica colonia transformante obtenida de la electroporacion de células
electrocompetentes de Pichia pastoris con cada una de las construcciones pPICZ-
A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA y pPICZ-B/AtfB y plaqueadas en medio YPD agar (Tabla 13)
suplementado con 75 pg/mL de fleomicina, incubadas por 72 horas a 30°C.

La colonia seleccionada se utilizé de ino6culo para 25 mL de medio YPD con 2% de
glicerol (Tablas 35 y 36) en un matraz de 250 mL cubierto Unicamente con dos capas de
gasa estéril para garantizar la disponibilidad de oxigeno.

COMPONENTE CANTIDAD Una vez estériles Ay B
se mezclan para su uso
Extracto de levadura 1g
Bactopeptona 2g
Glicerol 2mL
| Agua 90 mL

Esterilizacion por autoclave

Tabla 35. Mezcla A para medio YPD
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COMPONENTE CANTIDAD

Dextrosa 1

Agua 10 mL

Esterilizacién por filtro de 0.22 p

Tabla 36. Mezcla B para medio YPD

Se usé un matraz por cada construccion (pPICZ-AlPcYap1, pPICZ-B/IRsmA y pPICZ-
B/AtfB) suplementado cada uno con 75 pg/mL de fleomicina.

Se incubaron a 200 rpm y 30°C hasta alcanzar una DOsxo= 2 — 6 (fase logaritmica,
aproximadamente 16 a 18 horas), una vez alcanzada la densidad deseada se centrifugo
a 5,000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se decantd y el
sedimento celular se resuspendié en aproximadamente 100 mL de medio YP con 1% de
metanol (Tabla 37) para la induccién de la expresion.

COMPONENTE CANTIDAD
Extracto de levadura 10g
Bactopeptona 20g
Metanol 10 mL

| Agua 1000 mL

Tabla 37. Medio YP
Una vez resuspendidas las células se incubaron en matraces de 1 L a 200 rpm por 72
horas a 30°C cubiertos Ginicamente con 2 capas de gasa estéril: cada 24 horas se afiadio
1% de metanol en relaciéon al volumen total de medio para compensar el metanol
evaporado y el consumido manteniéndose asi la fuente de carbono siempre disponible

sin llegar a niveles toxicos para la célula.

6.9.2. Extraccion de proteina y purificacion

Después del periodo de incubacion de 72 horas fue necesario extraer la proteina
intracelular de Pichia pastoris para lo cual se siguio el siguiente procedimiento:

El medio de cultivo se centrifugb a 10,000 rpm, 5 minutos a 4°C desechando el
sobrenadante y resuspendiendo las células en 15 mL de amortiguador de rotura pH 7.4
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(Tabla 38) mas 50 pL de inhibidor de proteasas (Sigma P9599) y perias de vidrio usando
vortex para favorecer la lisis celular durante aproximadamente 3 horas con 2 periodos
intermedios de sonicacion de 20 minutos cada uno. Se trabajé siempre en hielo de
manera que se mantuvieron frias todas las muestras para evitar la hidrolisis de las
proteinas.

COMPONENTE CONCENTRACION

Fosfato de sodio 50 mM

EDTA 1mM

Glicerol 5%

Tabla 38. Amortiguador de rotura

Se centrifugé a 10,000 rpm por 5 minutos a 4°C, el sobrenadante se transfirié a unidades
de ultrafiltracion de 50 mL de Millipore conservando 1 mL a -70°C para su posterior
analisis como extracto crudo.

La unidad de ultrafiltracion se centrifugé a 10,000 rpm, 10 minutos a 4°C, desechando el
filtrado y lavando por lo menos 2 veces con amortiguador de unién pH 8 (Tabla 39) hasta

concentrar las muestras a un volumen final de aproximadamente 1.5 mL.

COMPONENTE | CONCENTRACION
NaCl 500 mMm

Na,HPO, 50 mM

NaH,P0O4 50 mM

Tabla 39. Amortiguador de unién para ultrafiltracion

6.9.3. Cromatografia de afinidad por medio de iones metalicos inmovilizados
(IMAC)

Para la purificacion de las proteinas heterélogas por cromatografia en columnas de niquel
se uso el kit Ni-NTA Spin Kit (50) (Qiagen). Se armaron las columnas y se adicionaron a
cada una 600 pL de Ni-NTA agarosa, centrifugando a 14,000 rpm, 5 minutos a
temperatura ambiente; se afadieron 600 pL de amortiguador de unién pH 8 (Tabla 39)
para equilibrar y dejar cargadas las columnas; se incubaron a temperatura ambiente 10
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minutos para enseguida centrifugar a 14,000 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente,
desechando el filtrado, este paso se repiti6 3 veces. Finalmente se adicionaron 600 pL
del ultrafiltrado con proteinas incubandose a 13°C toda la noche.

Terminado el periodo de incubacidon las columnas se lavaron con 600 puL de
amortiguador de union pH 8 suplementado con diferentes concentraciones de imidazol
(10 mM, 20 mM, 50 mM, 200 mM, 300 mM y 500 mM) esto se realizé para poder eluir la
proteina del soporte de agarosa al competir por carga con el imidazol, recuperando cada
elucién por centrifugacion a 10,000 rpm, 5 minutos y 4°C y conservando los eluidos a -
20°C para su analisis en geles de acrilamida SDS-PAGE.

6.9.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)
Se preparé en un matraz de 150 mL el primer gel (gel de resolucion al 12%) con la
siguiente composicion:

COMPONENTE VOLUMEN
| Agua miliQ 3.4 mL
Acrilamida/BIS 30% 4mL
Amortiguador Tris-HC| pH 8.8 2.5mL
SDS 10% (w/v) 0.1 mL

Tabla 40. Gel de resoluciéon 12%

Se mezcl6 y desgasificé durante 10 minutos.

En 1 mL de agua miliQ se disolvié 0.1 g de APS (persulfato de amonio), que se conservd
en refrigeracion hasta su uso. Una vez desgasificado el gel se afiadieron 50 uL de APS
10% mas 5 pL de TEMED, se mezcl6 y se colocd entre los vidrios a una altura 1 cm por
debajo del peine rellenando el espacio sobrante con agua miliQ y dejando gelificar por 30
minutos aproximadamente a temperatura ambiente.

Se prepar6 el segundo gel (gel concentrador al 5%) de la siguiente forma:
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COMPONENTE VOLUMEN
| Agua miliQ 57 mL
Acrilamida/BIS 30% 1.7 mL
Amortiguador Tris-HCI pH 6.8 2.5mL
SDS 10% (w/v) 0.1 mL

Tabla 41. Gel concentrador 5%

Se mezclé y desgasificé durante 10 minutos para enseguida anadir 50 yL de APS 10%
mas 10 pL de TEMED. El agua en el espacio superior del vidrio se eliminé con ayuda de
papel filtro y se coloco el segundo gel hasta el tope del vidrio, colocando a continuacion el
peine y dejando gelificar por 30 minutos aproximadamente.

Se prepar6 el amortiguador de carga de la siguiente forma:

COMPONENTE VOLUMEN
| Agua miliQ 3.55 mL

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25 mL

Glicerol 2.5 mL

SDS 10 % 2mL

Azul de bromofenol 0.5 % 0.2 mL

Tabla 42. Amortiguador de carga

Se tomaron 950 pyL de amortiguador de carga y se mezclaron con 50 pL de f-
mercaptoetanol. Para cargar el gel se mezclaron 20 pL de cada muestra mas 20 pL de
amortiguador de carga, se incubd a 90°C por 5 minutos para posteriormente colocar las
muestras en los pocillos del gel y correr la electroforesis en la camara Mini-Protean Tetra
System de BIO-RAD. Una vez finalizada la electroforesis se usaron dos técnicas
diferentes de tincion para ver las bandas de proteina en los geles las cuales se describen
a continuacion.
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6.9.4.1. Tincién con azul de coomassie

El gel se separé del vidrio y se colocé en un recipiente limpio donde se lavo 2 veces con
agua miliQ. A continuacion se afadieron 50 mL de solucion fijadora.

COMPONENTE CONCENTRACION
Acido acético glaciar 10 %
Etanol absoluto 40 %

| Agua miliQ 50 %

Tabla 43. Solucion fijadora

El gel se dejo 1 hora en agitacion para después desechar la solucién fijadora y hacer
lavados con agua miliQ hasta eliminar el olor a acido acético. Se afadieron 50 mL de azul
de coomassie y se dejo el gel en agitacion toda la noche; después se lavd el colorante
con agua miliQ hasta poder ver de forma clara las bandas tanto del marcador como de
las proteinas a estudiar y finalmente se fotodocumentaron los geles en el equipo Gel-Doc
EZ Imager de BIO-RAD.

6.9.4.2. Tincidén con plata

Una vez que se separo0 el gel del vidrio se lavo una vez con agua miliQ, y se ariadieron 50
mL de solucion fijadora (Tabla 44) del kit Silver Stain Plus de BIO-RAD.

COMPONENTE VOLUMEN
Metanol 25 mL
Acido acético 5 mL
Fijador (Potenciador) 5 mL

| Agua miliQ 15 mL

Tabla 44. Solucién fijadora, tincién con plata

Se dejoé en agitacion constante por 12 horas después de lo cual se desecho la solucién
fijadora y se lavé 3 veces con agua miliQ. Se agregaron 50 mL de solucion de tincién
(Tabla 45) anadiendo el acelerador justo antes de adicionarlo al gel.
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COMPONENTE VOLUMEN
| Agua miliQ 17.5 mL
Solucién de complejo de plata 2.5mL
Solucién de reduccion 2.5mL
Reactivo desarrollador de imagen 2.5mL
Acelerador 25 mL

Tabla 45. Solucién de tincion

Se mantuvo el gel en agitacion por aproximadamente 5 minutos hasta observar el
revelado de las bandas de proteina y se detuvo la reaccién desechando la solucién de
tincién y adicionando 50 mL de acido acético al 5%. Se dejé en agitacion por 30 minutos
después de los cuales se hicieron lavados con agua miliQ hasta eliminar el olor a acido
acético del gel, para finalmente fotodocumentar en el equipo Gel-Doc EZ Imager de BIO-
RAD.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.4. Amplificacion y clonacion en pBKS+ de los genes PcYap1, RsmA y AtfB
de Penicillium chrysogenum

7.1.1. Extraccién de ADN genémico de Penicillium chrysogenum

Se utilizé el método descrito en la seccion 6.3. de Materiales y Métodos para la extraccion
de ADN total de Penicillium chrysogenum. Para verificar la calidad y concentracion del
ADN obtenido se corri6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% (Fig. 9). En el gel se
observé un ADN total integro y en una concentracion suficiente para poder utilizarlo como

molde para reacciones de PCR.

MARCADOR ADN GENOMICO

1 kb | ' i

Figura 9. Extraccion de ADN genomico de
Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255. Se
cargaron 2 pL de marcador Ladder de 1 kb como
referencia (carril 1), y 1 pL de muestra mezclada
con 2 pL de amortiguador de carga 10x mas 10 pL
de agua estéril (carriles 2 y 3). El gel se corrié con
un voltaje de 80 V durante 45 minutos, y se tifié con
Bromuro de etidio por 15 minutos.

7.1.2. Megapreparacién para ADN plasmidico de pBKS+

Se obtuvo ADN plasmidico del vector pBLUESCRIPT KS+ (pBKS+) segun el método
descrito en la seccion 6.4.1. de Materiales y Métodos. Se realizd a continuacion una
electroforesis en gel de agarosa al 0.7%, para comprobar la cantidad e integridad del

mismo (Fig. 10).
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MARCADOR pBKS
1 kb

10040 p
BOO0 ph

K000 pb
5000 pb
LK) pt
M pb
2500 pb

2000 plb

1500 pt

1008 pb Figura 10. Vector pBKS+ obtenido mediante
750 pb megapreparacion. Se sefiala la posicion de las formas
ccc (superenrrollada), lineal y OC (relajada). Se
cargaron 2 pL de marcador Ladder de 1 kb como
250 pi referencia (carril 1), y 1 pL de vector pBKS+ mezclado
con 2 L de amortiguador de carga 10x mas 10 pL de
agua (carril 2).

500 pb

En la figura 10 se pueden observar las 3 bandas caracteristicas de un vector, las cuales
corren a diferentes velocidades en una electroforesis, representando los 2 niveles de
enrollamiento del ADN plasmidico: circular relajado y superenrollado, mas la forma lineal
con el tamario correspondiente al plasmido pBKS+, que es de aproximadamente 2.9 kb.

Este plasmido se utilizé para insertar los fragmentos de los 3 genes amplificados por PCR
y asi mantener estos fragmentos estables y disponibles para todos los experimentos
subsecuentes.

7.1.3. Amplificacion de los genes PcYap1, RsmA y AtfB por PCR

El objetivo de la técnica de PCR es la obtencién de un gran numero de copias de un
fragmento de ADN, partiendo de una concentracién minima y aprovechando la propiedad
natural de la ADN polimerasa para replicar la hebras de ADN; con lo que se obtiene
material suficiente de regiones especificas de interés para estudios posteriores de forma
eficiente y rapida ademas de que los productos obtenidos son faciles de purificar.

En la amplificacion de los 3 fragmentos deseados utilizando un gradiente de temperatura
de alineamiento los resultados 6ptimos se obtuvieron con una temperatura de 62°C y
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usando la polimerasa pfu Ulfra |l Fusion HS de Agilent Technologies, una polimerasa de

alta fidelidad y muy eficiente.

Figura 11. Genes amplificado por PCR. Se cargaron 2
pL de marcador Lader de 1 kb como referencia (carril
1) y 2 pL de producto de PCR mezclado con 2 pL de
amortiguador de carga 10x mas 10 pL de agua (carril
2: RsmaA, carril 3: PcYap1 y carril 4: AtfB)

Para comprobar la presencia de los fragmentos amplificados se corrié un gel de agarosa
al 0.7% (Fig. 11).

Se observa en la figura 11 que se obtuvieron los tamafos esperados para los genes
RsmA, PcYap1 y AtfB de 2632 pb, 3648 pb y 2585 pb respectivamente con una
concentracion tal que permitié purificar los fragmentos y posteriormente digerirlos para su

insercion en pBKS+.

Estos fragmentos amplificados contienen las regiones indicadas en la figura 12,
comprendiendo la region codificante (con sus intrones), una regién de aproximadamente
1 kb corriente arriba que incluye el promotor, y una region de varios cientos de pares de

bases en la parte 3' que incluye el terminador.
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Figura 12. Esquema de los fragmentos amplificados por PCR.

Las lineas grises representan ADN cromosémico.

Las flechas naranjas indican los oligonucledtidos Forward y Reverso respectivamente.

Las flechas verdes son la regién correspondiente a la ORF del gen dentro de cada
fragmento. Y las franjas azules corresponden a los intrones.

7.1.4. Clonacién de los genes PcYap1, RsmA y AtfB en pBKS+

Se llevaron a cabo digestiones dobles con enzimas de restriccion de los fragmentos de
los genes amplificados y del vector pBKS+, para proceder a continuacion a la ligacion e
insercion de los mismos en el vector. Se utilizaron las enzimas BamH| y Xbal para
PcYap1, BamHIl y Hindlll para RsmA y BamHI y EcoRI para AtfB.

Los geles de agarosa comrespondientes a la confirmacion de las digestiones dobles tanto
del vector pBKS+ como de cada uno de los genes (PcYap?, RsmA y AtfB) se muestran
en las figuras 13y 14.

En estos geles también se corrieron controles que permitieron comprobar la eficiencia de
los pares de enzimas de restriccion utilizadas y asi asegurar los cortes de ambas
enzimas en el vector.
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MARCADOR BamiiEcoRI EcoRl BamHVXbal Xbal BamHiHindll Hindi BamHi
1kb CONTROI CONTROL CONTROL

Figura 13. Digestiones dobles pBKS+. Se cargaron 2 pL de marcador Lader de 1 kb como referencia (carril 1)
y 2 uL de reaccién de digestion mezclado con 2 pL de amortiguador de carga 10x mas 10 pL de agua (carril
2: pBKS+ con BamHI-EcoR, carril 3: control EcoRI, carril 4: pBKS+ con BamHI-Xbal, carril 5: control Xbal,
carril 6: pBKS+ con BamHI-Hindlll, carril 7: control Hindlll y carril 8: pBKS+ con BamHI)

MARCADOR AtfB RsmA PeYap1
1 kb

Figura 14. Digestion doble de fragmentos
amplificados correspondientes a los genes. Se
cargaron 2 pL de marcador Lader de 1 kb como
referencia (carrili 1) y 2 pL de reaccion de
digestion mezclado con 2 pL de amortiguador de
carga 10x mas 10 pL de agua (carril 2: AtfB con
BamHI-EcoRl, carril 3: RsmA con BamHI-Hindlll y
carril 4: PcYapl con BamHI-Xbal

Una vez confirmadas las digestiones dobles por electroforesis en gel de agarosa (Figuras
13 y 14) se ligaron cada uno de los genes con el vector pBKS+. A continuacion se
transformé E. coli usando como marcador de seleccion 25 pg/mL de ampicilina; con las
colonias crecidas se realizaron minipreparaciones para correr una electroforesis en gel de
agarosa y asi corroborar la presencia de los fragmentos comrespondientes a los genes
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PcYap1, RsmA y AtfB en el vector pBKS+ linearizando dichas construcciones con la

enzima BamHI| como se indica en la figura 15.

MARC

10000

Figura 15. Minipreparaciones de E. coli con los
genes PcYap1, RsmA y AtfB en el vector pBKS+
linearizando dichas construcciones con la enzima
BamHI. Se cargaron 2 L de marcador Lader de 1
kb como referencia (carril 1) y 2 pL de reaccién de
minipreparacién mezclado con 2 pL de
amortiguador de carga 10x mas 10 pL de agua
(carril 2: pBKS+-PcYap1, carril 3: pBKS+-RsmA y
carril 4: pBKS+-AtfB

7.2. Acondicionamiento de Pichia pastoris y del vector pPICZ
7.2.1. Concentracién minima inhibitoria para P. pastoris

La levadura Pichia pastoris es utilizada como sistema de expresion de proteinas
heter6logas debido a un gran numero de propiedades que la hacen adecuada para esta
tarea, como lo es una alta tasa de crecimiento, capacidad para crecer en un medio
simple, su adaptacion tanto en cultivos de pequefia como de gran escala para la
produccion y su facil manejo a nivel laboratorio.

Al ser la primera vez que se trabajaba en nuestro laboratorio con esta levadura fue de
vital importancia determinar todas las condiciones de crecimiento y mantenimiento
adecuadas para poder tener un control total sobre los cultivos y asi tener la certeza de
que todas las colonias obtenidas fueran realmente transformantes con el ADN

recombinante de nuestro interés.

En primer lugar se determino la sensibilidad de Pichia pastons al antibiético fleomicina asi
como las condiciones de crecimiento de esta levadura. Se realizdé un gradiente probando
distintas concentraciones de fleomicina en medio YPD obteniéndose crecimiento de un
gran numero de colonias en concentraciones por debajo de 50 pg/mL, mientras que en
esta concentracién y superiores ya no se obtuvieron colonias (Fotografias 1-5), por lo que
se determindé esa concentracion como la necesaria para la seleccion de células de P.
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pastoris transformadas que tengan incorporado el vector pPICZ, lo que nos permitira
evitar el crecimiento de células no transformadas como falsos positivos reduciendo asi el
numero de colonias a analizar.

Fotografia 5. Medio YPD con 50 pg/mL de fleomicina
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7.2.2. Obtencién de ADN plasmidico de los vectores pPICZ-Ay B

pPICZ, en sus diversas formas (A, By C), es un vector de expresion de 3.3 kb utilizado
para expresar proteinas recombinantes en Pichia pastoris; dichas proteinas se sintetizan
como proteinas de fusiéon (proteinas recombinantes) con un péptido C-terminal que
contiene el epitopo c-myc junto a una etiqueta de poli-histidina (6xHis) que es de gran
utilidad para la deteccion y purificacion de proteinas de fusion recombinantes. Esta
caracteristica fue importante para elegir este vector como sistema de expresion para

nuestras proteinas.

Para realizar las megapreparaciones de ADN plasmidico de los vectores pPICZ, con la
finalidad de obtener por medio de lisis alcalina suficiente cantidad de vector para los
experimentos de ligacion, se transformaron por electroporacion células competentes de
E. coli con los vectores pPICZ-A y pPICZ-B, utilizando como marcador de seleccion el
antibiotico fleomicina, y se seleccionaron las colonias resistentes a dicho antibiotico
(fotografias 6, 7 y 8).

Fotografia 6. E. coli DH5a transformada con pPICZ-A Fotograffa 7. £. coliDH5a transformada con pPICZ-B

otograffa 8. Control negativo
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7.3. Obtenciéon de la secuencia codificante (CDS) de los genes PcYap1,
RsmA y AtfB

7.3.1. Fusidn de exones por PCR recombinante para la obtencién de la CDS de
RsmA y AtfB

Esta estrategia se utilizd para poder obtener una CDS “in vitro”, con los exones
fusionados tras haberse eliminado los intrones del gen comrespondiente. El punto critico
de esta técnica es el disefio del juego de oligonucleétidos a utilizar de tal forma que solo
se amplifiquen los exones excluyendo los intrones presentes en el ADN molde y que
estos se fusionen mediante la estrategia indicada en la figura 16.

El oligonucledtido 1 se disefia en el codon de inicio ATG, vy el 6 un codén antes del
codén de fin, ambos contienen en sus extremos 5’ secuencias de corte para enzimas de
restriccion que pemmitiran la ligacion del fragmento CDS final amplificado con el vector
pPICZ en el marco de lectura correcto. Por su parte los oligonucleétidos 2 y 3 son
reversos complementarios, y contienen secuencias del exén donde anillan y del exén
contiguo; lo mismo sucede con los oligonucleétidos 4 y 5. Esto permite la fusion de los
exones E-1y E-2 en un primer paso, y la fusion de ambos con el E-3 en el paso final.

1 . :
N—p E-1 N3 Ea2 i g s
ATG § b — t TGA
2‘-. “\ ‘—\

Figura 16. PCR recombinante para obtener “in vitro" la CDS del gen RsmA a partir de
ADN genémico. I-1 y I-2 indican las posiciones de los dos intrones. . E-1, E-2 y E-3 las
posiciones de los exones. Los fragmentos obtenidos se fusionan por medio de PCRs

Este disefio permite la obtenciéon de la CDS, y mediante la eleccién de las enzimas de
los extremos 5’ y 3’ permite que al integrarse en el vector pPICZ-A o B quede en el marco
de lectura correcto para la expresion de la fusionada al epitopo c-myc y a His-tag. Al no
incluirse los intrones se evita la posibilidad de que estos no se procesen correctamente
en P. pastoris, lo que resultaria en la obtencién de una proteina no funcional o en la no
expresién de la misma.

Una vez realizadas las PCRs para obtener los exones de los diferentes genes se
confirmo la amplificacion mediante geles de agarosa; para los exones de menor tamario
(PcYap1 E-1, PcYap1 E-3, RsmA E-1, E-2 y E-3) se corrié un gel de agarosa de 1.8% de
concentracion (Fig. 17 y 18), mientras que para los exones de mayor tamaiio (PcYap? E-
2 y AtfB) se comié un gel de 1% de concentracion (Fig. 19 y 20).
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Figura 17. Exones E-1 y E-3 del gen PcYap1.
Se cargaron 2 yL de marcador Ladder de 1 kb
como referencia (carril 1) y 2 pL del producto de
PCR mezclado con 2 plL de amortiguador de
carga 10x (carriles 2, 3 y 4: PcYap! E-1;
carriles 5,6y 7: PcYap1E-3)

MARCADOR
1kb

10000 pb

Figura 19. CDS del gen AtfB. Se cargaron 2 uL
de marcador Ladder de 1 kb como referencia
(carril 1) y 2 pL del producto de PCR mezclado
con 2 pL de amortiguador de carga 10x (carriles
2, 3y 4: CDS AifB)
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Figura 18. Exones E-1, E-2 y E-3 del gen
RsmA. Se cargaron 2 pL de marcador Ladder de
1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL del
producto de PCR mezclado con 2 uL de
amortiguador de carga 10x (carriles 2, 3 y 4:
RsmA E-1; carril 5, 6 y 7: RsmA E-2 y carriles 8,
9y 10: RsmA E-3)

MARCADOR
1kb

10000 pb

E2 PcYapl
1147 pb

6000 pb

3000 pb

2000 pb

1000 pb

750 pb

500 pb

Figura 20. Exén E-2 del gen PcYapi. Se
cargaron 2 PL de marcador Ladder de 1 kb
como referencia (carril 1) y 2 pL del producto de
PCR mezclado con 2 gL de amortiguador de
carga 10x (carril 2: PcYap1 E-2)



Una vez confirmada la amplificacion de todos los exones se purificaron y se determind
su concentracién en un gel de agarosa de 1% para los exones de mayor tamafio y de
1.8% para los exones de menos de 600 pb (Fig. 21 y 22), esto con la finalidad de
determinar la proporcion de exones a utilizar en las mezclas de reaccién de las

subsecuentes PCR's.

E? PcYapt CDS AtB
1347 pb 960 pb

3500 pb
3000 pb

2000 pb

1600 pb

750 pt

Figura 21. Exones purificados. Se cargaron 2 Figura 22. Exones purificados. Se cargaron 2
pL de marcador Ladder de 1 kb como referencia HL de marcador Ladder de 1 kb como referencia
(carril 1) 2 pL del producto de PCR mezclado (carril 1) y 2 pL del producto de PCR mezclado
con 2 plL de amortiguador de carga 10x (carril 2: con 2 plL de amortiguador de carga 10x (carril 2:
PcYap1 E-2y carril 3: CDS AtfB) RsmA E-1, Carril 3: RsmA E-2, Carril 4: RsmA

E-3, carril 5: PcYap1 E-1 y carril 6: PcYap1 E-3)
En el caso del gen AtfB al no contar con intrones en su secuencia con esta primera
PCR fue suficiente para obtener su secuencia codificante (CDS), por lo que después
de la purificacion del producto de PCR este fragmento estuvo listo para la digestion e

incorporacion al plasmido pPICZ-B.

A continuacion se decidi6 realizar la fusion de los exones 1y 2 del gen RsmA por ser
los de menor tamafio. En el perfil de PCR se consider6 la longitud del fragmento
esperado asi como las temperaturas de alineamiento del par de oligonucleétidos a
utilizar; el fragmento obtenido se usdé como molde para la subsecuente PCR

fusionandolo al tercer exén (Fig. 23 y 24).
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MARCADOR E1.2 RsmA
1 kb 367 pb

10000 P

Figura 23. Fusién de los exones E-1 y E-2 de
RsmA, en una PCR usando los oligonucleétidos
RsmA-1 y 4. Se cargaron 2 pyL de marcador
Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL
del producto de PCR mezclado con 2 pL de
amortiguador de carga 10x (carriles 2 y 3:
RsmA E1-2)

MARCADOR

e 1 kb 898 pb
10K il c—

3000 pby
2000 pb
4500 pby
1000 pip

150 pb

00 pb

250 pb

Figura 24. Fusion de los tres exones de RsmA
tras la ultima PCR usando los oligonucleétidos
RsmA-1 y -8. Se cargaron 2 pL de marcador
Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL
del producto de PCR mezclado con 2 pL de
amortiguador de carga 10x (carril 2: RsmA E1-
2-3)

7.3.2. Obtencion de la CDS del gen PcYap1 mediante RT-PCR

En el caso del gen PcYap? no resulté eficaz la estrategia de la PCR recombinante
para obtener la secuencia codificante CDS. Creemos que esto se debié a la diferencia
tan grande en los tamarios de cada uno de los exones, lo que dificulté el establecer las
condiciones 6ptimas de fusion por PCR. Por tanto se planteé una segunda estrategia
que fue la de llevar a cabo una RT-PCR que nos permitiera la amplificacion del gen
PcYap1 sin la presencia de intrones.

Para la extraccion de ARN se obtuvo biomasa suficiente de Penicillium chrysogenum,
y se llevd a cabo la extraccion tal y como se detalla en la seccion 6.7.1. de Materiales
y Metodos. Se confirmo la integridad del ARN corriendo un gel de agarosa con
formaldehido (Fig. 25), verificandose en este gel las estructuras caracterisitcas del
ARN total, con la presencia de los ARN ribosomales.

Usando este ARN como molde se realizd6 una reaccién con la transcriptasa reversa
para obtener ADNc total, seguida de una PCR convencional utilizando los
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oligonucledtidos PcYap1-1 y PcYap1-6, donde se obtuvo amplificada la secuencia
codificante del gen PcYap7. Esto se confirné corriendo un gel de agarosa al 1% de

concentracion (Fig. 26).

ARN total de Penicillium chrysogenum

Figura 25. Gel de agarosa con ARN total de Figura 26. CDS del gen PcYapi, obtenida

P. chrysogenum. Se cargaron 2 pl de cada mediante PCR usando ADNc y los oligonucledtidos

vial del ARN extraido mezclados con 3 pl de PcYap1 1 y 6. Se cargaron 2 pL de marcador

amortiguador de carga mas 5 pl de agua Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL del

DEPC (libre de ARNasas) producto de PCR mezclado con 2 pL de
amortiguador de carga 10x (carril 2, 3 y 4: CDS
PcYapt)

7.4. Obtenciéon de transformantes de P. pastoris para la expresion de los
genes PcYap1, RsmA y AtfB

7.4.1. Construccién de los plasmidos pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/IRsmA y
pPICZ-B/AtfB

Para poder realizar las ligaciones con el vector pPICZ que permitiran la expresion de
los genes en la levadura Pichia pastoris se realizaron digestiones con enzimas de
restriccion de cada uno de los fragmentos CDS de los genes y de los vectores pPICZ-
Ay pPICZ-B. Una vez hechas dichas reacciones se confirmé la concentracion de los
fragmentos y vectores en geles de agarosa al 0.8 % (Fig. 27, 28 y 29) y asi se
determinaron las proporciones de los fragmentos y el vector en las reacciones de
ligacion.
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MARCADOR RsmA 3
1kb coRVXbal EcoRiXbal

Figura 27. Digestion doble del fragmento CDS
de RsmA y AtfB. Se cargaron 2 pL de marcador
Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL
de la reaccién de digestion mezclado con 2 pL
de amortiguador de carga 10x (carril 2: RsmA
digerido con EcoRl/Xbal, carril 3: AffB digerido
con EcoRI/Xbal)

MARCADOR pPICZ A
1 kb KpnkApal

MARCADOR PcYapt
1 kb KpntApal

10000 pb

1000 pb
TS50 ply

500 pb

Figura 28. Digestién doble del fragmento CDS
de PcYapi. Se cargaron 2 pL de marcador
Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 plL
de la reaccion de digestion mezclado con 2 pL
de amortiguador de carga 10x (carril 2: PcYap1
digerido con Kpnl/Apal)

pPICZ-8
FcoR¥Xbal

Figura 29. Digestion doble del vector pPICZ. Se cargaron 2 uL de
marcador Ladder de 1 kb como referencia (carril 1) y 2 pL de la reaccion
de digestion mezclado con 2 pL de amortiguador de carga 10x (carril 2:
pPICZ-A digerido con Kpnl/Apal y carril 3: pPICZ-B digerido con

EcoRlI/Xbal)

Una vez hechas las ligaciones éstas se transformaron en células electrocompetentes

de E. coli y se plaquearon en cajas Petri con medio LB agar bajo en sales

suplementado fleomicina, para poder seleccionar las colonias que incorporaron los



plasmidos (Fotografias 9, 10 y 11), ademas se realiz6 un control negativo con células
electrocompetentes de E. coli sin transformar (Fotografia 12) para asegurar que todas
las colonias crecidas lo fueran porque integraron las construcciones realizadas.

Fotografia 9. Colonias transformantes con la Fotografia 10. Colonias transformantes con la
ligacién pPICZ-B - CDS RsmA ligacién pPICZ-B - CDS AffB

Fotografia 11. Colonias transformantes con la Fotografia 12. Control negativo de Ila
ligacién pPICZ-A - CDS PcYap1 transformacion de E. coli

Con las colonias positivas de la transformacion en E. coli se hicieron
megapreparaciones para obtener mediante lisis alcalina mayores concentraciones de
cada una de las construcciones, las cuales se usaron para transformar células
electrocompetentes de Pichia pastoris.

De estas megapreparaciones se tomaron muestras para linearizar las construcciones
pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA y pPICZ-B/AtfB con la enzima de restriccion Sacl y
confirmar por electroforesis en gel de agarosa la formacion de los plasmidos como se
muestra en la figura 30.

59



Figura 30. Megapreparaciones de plasmidos
pPICZ-A/PcYap1, pPICZ-B/RsmA y pPICZ-B/AfB
linearizados con Sacl. Se cargaron 2 pL de
marcador Ladder de 1 kb como referencia (carril
1) y 2 pL de reaccién de minipreparacion
mezclado con 2 pL de amortiguador de carga 10x
mas 10 pL de agua (carril 2: pPICZ-B/RsmA, carril
3: pPICZ-B/AtfB y carril 4: pPICZ-A/PcYap1

7.4.2. Transformacion de P. pastoris con los plasmidos pPICZ-A/PcYap1,
pPICZ-B/IRsmA y pPICZ-B/AtB

Se llevd a cabo la transformacion de Pichia pastonis tal y como se detalla en el
apartado 6.5.4. de Materiales y Métodos. Los productos de la electroporacion de P.
pastoris (Fotografias 13, 14 y 15) se plaquearon en cajas de Petri con medio YPD
agar suplementado con fleomicina, para poder seleccionar las colonias que se
utilizarian como inéculo en medio liquido YPD para la induccion de la expresion de las

proteinas deseadas.

También se realizé un control negativo (Fotografia 16) con células sin transformar de
Pichia pastoris y confirmar asi que no resisten el antibiético sin la presencia de los

plasmidos.

Fotografia 13. Colonias de P. pastoris Fotografia 14. Colonias de P. pastoris
transformantes con el plasmido pPICZ-B/RsmA transformantes con el plasmido pPICZ-B/AtfB
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Fotografia 15. Colonias de P. pastoris Fotografia 16. Control negativo

transformantes con el plasmido pPICZ-
AlPcYap1

7.5. Extraccion, purificaciéon y deteccién de las proteinas PcYap1, RsmA y

AtfB expresadas en Pichia pastoris

Los fragmentos con la CDS correspondientes a los tres genes que fueron insertados
en el vector pPICZ carecen de un coddn de fin, lo que posibilita la sintesis de una
proteina de fusion con el epitopo c-myc y la cola de poli-histidina (His-tag) en el
extremo C-terminal de la proteina expresada.

Esta cola de histidina es uno de los sistemas de etiquetado de proteinas mas usados,
y funciona como sistema de purificacion debido a la afinidad de la histidina con iones
metalicos inmovilizados como por ejemplo el Ni*’. Los metales son retenidos por
agentes quelantes (en este caso es usado el acido nitrotriacético Ni-TA) con grupos
reactivos, unidos covalentemente a un soporte sélido; la etiqueta de histidinas
fusionada a la proteina de interés se une a los cationes divalentes del ion,
inmovilizados en la resina de la columna de afinidad. Las proteinas que no se unen se
eluyen y la proteina de interés es recobrada posteriormente por elusion con imidazol.

Una vez realizada la extraccion de la proteina intracelular (Materiales y Métodos
apartado 6.9.2.), se cargaron columnas de niquel con el extracto crudo y se realizaron
lavados con distintas concentraciones de imidazol en amortiguador de fosfatos para
poder eluir las proteinas de la columna, ya que el imidazol compite por carga con las
proteinas retenidas en la columna. Con el incremento de la concentracion las
proteinas se van desprendiendo paulatinamente, esperando recuperarse las proteinas
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expresadas con la etiqueta His-tag en su extremo C-terminal en los lavados
correspondientes a entre 300 y 500 mM de imidazol.

Por cada proteina se comrié un gel SDS-PAGE con el extracto crudo mas el gradiente
de imidazol. Se usé tincién con azul de coomassie y tincion de plata para la deteccion
de las proteinas por peso molecular, usando como referencia un marcador de peso
molecular de proteinas de 250 a 10 kDa Precision Plus Protein Standards Dual Color
de BIO-RAD. Los resultados obtenidos se detallan en las siguientes secciones.

7.5.1. Purificacion de PcYap1

En el caso del gen PcYap? se esperaba una proteina de 64 kDa de acuerdo a la
secuencia aminoacidica, y fusionada al epitopo c-myc y la cola de 6 histidinas daria un
total de 66 kDa.

A pesar de que se obtuvo un extracto crudo poco concentrado se logra distinguir el
gradiente de purificacion con la tincibn de azul de coomassie, aunque en la
concentracion de 500 mM de imidazol, donde deberia ya de encontrarse la proteina
purificada todavia se detectan dos bandas como posibles candidatas a ser la proteina
recombinante (Fig. 31). Quiza se deba realizar un lavado intermedio de 250 mM de
imidazol para garantizar la elucion de todas aquellas proteinas del extracto crudo muy
afines al soporte de agarosa y que no sean la proteina PcYap1.

Es probable que la poca concentracion de proteina obtenida se deba principalmente a
la poca solubilidad de ésta en el amortiguador de fosfatos, o a una técnica poco
adecuada de extraccion para este caso en particular, por lo que se espera obtener
mayor cantidad de proteina intracelular partiendo de una mayor cantidad de cultivo o
haciendo algunas modificaciones al método de extraccion sobre todo en la seleccion
del amortiguador de rotura.
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MARCADOR EXTRACTO IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL
250kD . CRUDO 0OmM 20mM S0mM  200mM 300mM 500 mM

»

Figura 31. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la purificacion de la proteina
PcYap1, tefiido con azul de coomassie; como referencia se cargaron 3 pL de marcador de 250 a 10 kDa
(carril 1)

7.5.2. Purificacion de RsmA

Para la proteina RsmA la extraccion de proteina intracelular fue exitosa, ya que se
obtuvo suficiente extracto crudo para su andlisis y para el gradiente de purificacion con

imidazol.

Se esperaba una proteina de 33 kDa de acuerdo a su secuencia aminoacidica, y con
la fusion al epitopo c-myc y a la cola de 6 histidinas daria un total de 35 kDa. En el
SDS-PAGE, tanto en tincion con azul de coomassie como con tincion de plata (Fig. 32
y 33) se detecta la banda comrespondiente a esta proteina de fusion desde el lavado
con 200 mM de imidazol, y totalmente purificada en la concentracion 500 mM de
imidazol, por lo tanto esta elucién se puede utilizar tanto para andlisis de huella
peptidica como para montar la técnica EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) y
asi determinar si esta proteina efectivamente es capaz de unirse a la secuencia de
unién descrita para el factor transcripcional Pta1: TTAGTAA.
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MARCADOR EXTRACTO IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL
‘ CRUDO S50mM 200mM 300mM 500 mM

250 kD
150

100
L

k1

25
RsmA= 35 kD

Figura 32. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la purificacién de la proteina

RsmA, teflido con azul de coomassie; como referencia se cargaron 3 pL de marcador de 250 a 10 kDa
(carril 1)

MARCADOR EXTRACTO IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL
CRUDO 50 mM 200 mM 300 mM 500 mMm

R m—

PROTEINA
RsmA= 35 kD

Figura 33. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la purificacién de la proteina
RsmaA, tincién con plata; como referencia se cargaron 3 pL de marcador de 250 a 10 kDa (carril 1)
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7.5.3. Purificacion de AtfB

La extraccion de la proteina AtfB tampoco representd ningln problema obteniéndose
extracto crudo en alta concentracion para montar las columnas de niquel y asi realizar
los pasos de purificacion.

Se espera una proteina de 36 kDa de acuerdo a su secuencia aminoacidica, y
fusionada al epitopo c-myc y la cola de 6 histidinas, el tamario total seria de 38 kDa.
En el SDS-PAGE, tanto en tincion con azul de coomassie como con tincion de plata
(Fig. 34 y 35), se observa la banda del tamafio esperado para esta proteina de fusion
desde el lavado de 200 mM de imidazol, sin embargo, es hasta el lavado de 500 mM
de imidazol donde ya se detecta totalmente purificada aunque en una menor
concentracion, pero se considera que es suficiente para su andlisis de huella
peptidica, y ya que esta totalmente purificada puede iniciarse el montaje de la técnica
EMSA también para esta proteina.

MARCADOR EXTRACTO IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL
50 mM 200 mMm 300 mM 500 mM

P ¥

PROTEINA

AtfB= 38 kD

15

10

Figura 34. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la purificacién de la proteina
AtfB, tefiido con azul de coomassie; como referencia se cargaron 3 uL de marcador de 250 a 10 kDa
(carril 1)
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MARCADOR EXTRACTO IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL IMIDAZOL
250 kD

ERUDO 50 mM 200 mM 300 mM 500 mM

— R, —

[

PROTEINA
AtfB= 38 kD

Figura 35. Gel SDS-PAGE de las fracciones del gradiente de imidazol para la purificacién de la proteina
AtfB, tincién con plata; como referencia se cargaron 3 pL de marcador de 250 a 10 kDa (carril 1)
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8. CONCLUSIONES

Se amplificaron por PCR los genes PcYap1, RsmA y AtfB de Penicillium chrysogenum, y
se subclonaron en el vector pBLUESCRIPT KS+.

Se obtuvo la secuencia codificante CDS de los tres genes, mediante PCR recombinante
en el caso del gen RsmA y por RT-PCR en el caso del gen PcYap1.

Se establecieron las condiciones 6ptimas de crecimiento y conservacion de la levadura
metilotréfica P. pastoris, asi como su transformacion con el vector de expresion pPICZ,
implementando asi un sistema de expresion de proteinas heterologas util para la
obtencién de proteinas de interés.

Se llevo a cabo la expresion de los factores transcripcionales PcYap1, RsmA y AtfB de
Penicillium chrysogenum como proteinas de fusion a His-tag en Pichia pastoris, y se
purificaron mediante cromatografia de afinidad.

Deteccion de las proteinas por peso molecular en SDS-PAGE usando como referencia
un marcador de peso molecular de 250 a 10 kDa, encontrando las bandas para PcYap1
de 66 kDa, RsmA de 35 kDa y AtfB de 38 kDa.

9. PERSPECTIVAS

Inmunodeteccion mediante anticuerpos anti-c-myc para confirmar la correcta expresion
de las proteinas de fusion.

Identificacion por huella peptidica de las proteinas PcYap1, RsmA y AtfB expresadas
como proteinas de fusién a c-myc e His-tag en Pichia pastoris.

Realizacion de ensayos EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) con las proteinas
purificadas para confirmar su funcion de proteinas de unién a ADN y en particular a la
secuencia TTAGTAA en el promotor del gen pcbAB de P. chrysogenum.
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