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Introduccion. Penicillium chrysogenum es el hongo
empleado industrialmente para la produccion de
penicilina. Uno de los factores que influyen en la
biosintesis de este antibidtico y otros metabolitos
secundarios son las proteinas G (1). El objetivo de este
trabajo es un andlisis proteébmico mediante la técnica de
2D-DIGE para identificar cambios en el proteoma de P.
chrysogenum en funcién de la subunidad a Pga1 de una
proteina G heterotrimérica.

Metodologia. Se compararon los proteomas de la cepas
de P. chrysogeum Wis-541255 (control) y Apgaf
(delecion del gen pgal) (1). Los extractos proteicos de
cuatro replicas biolégicas se obtuvieron segun lo
reportado (2). Las proteinas se marcaron con los
fluor6genos Cy2 (estdndar interno), Cy3 y Cy5 de
acuerdo a lo reportado (3). Para la separacion por punto
isoeléctrico se usaron tiras IPG de 17 cm, pH 3-10, en un
equipo de isoelectroenfoque (Bio-Rad). Para la segunda
dimension (SDS-PAGE) se usaron geles al 12% en el
equipo de electroforesis Ettan Dalt Six (GE). La
adquisicion de imagenes se realizo en el equipo de
escaneo Typhoon 9400 (GE). El analisis de expresion
diferencial se realiz6 en el programa DeCyder-2D v6.5
(GE). Los puntos de proteinas de interés (Cambio: £1.5,
ANOVA: valor-p < 0.05) fueron extraidos de los geles en
el equipo Ettan Spot Handling Workstation (GE). La
identificacién de proteinas se realizo por LC-MS/MS en el
equipo LTQ-Orbitrap (Thermo) y la validacion en el
programa Scaffold (Scaffold 4.0.5).

Resultados. La figura 1 muestra la imagen
representativa de uno de los geles 2D-DIGE del
experimento. La tabla 1 muestra las proteinas
diferencialmente expresadas al comparar los proteomas.
La figura 2 muestra la intensidad de los puntos 3 y 198.
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Fig 1. 2D-DIGE representativo de P. chrysogenum, las marcas indican
las proteinas que cambian de abundancia en funcién de Pgal.

Tabla 1. Proteinas identificadas que cambian de abundancia al

comparar las cepas Wis 54-1255y Apga1

#Spot Proteina Cambio de ANOVA Proceso
abundancia (valor p) bioldgico
3 Proteina con -2.57 0.019 Sefializacion
dominio PH celular
(Pleckstrin
domain
101 Proteina de 2.44 0.00042 Plegamiento de
choque térmico proteinas,
HSP90 respuesta a
estrés
129 Chaperona Ssbh2 -3.42 0.0016 Plegamiento de
proteinas,
respuesta a
estrés
149 Sulfato- -1.7 0.033 Biosintesis de
adeniltransferasa Cisteina 'y
Metionina
174 Piruvato cinasa -1.6 0.045 Glucdlisis
175 Inosina -1.89 0.0012 Biosintesis de
monofosfato- nucleétidos de
deshidrogenasa guanina
198 Proteina con -3.42 0.00041 Interaccion
dominio Ankyrin proteina-
proteina
468 Urato oxidasa 2.84 1.4x10° Metabolismo
de purinas
556 Levodiona 1.53 0.047 Procesos de
reductasa oxido-
(deshidrogenas reduccion
de cadena corta)
557 Anhidrasa 2.2 0.0037 Utilizacion de
carbénica Carbono
562 Ran 2.39 0.00073 Transporte
intracelular de
proteinas
709 Ribotido 5- 1.87 8.8x10" Biosintesis de
aminoimidazol-4- nucleétidos de
carboxamida purina
tranformilasa
773 Trancetolasa -1.94 0.0097 Ruta de las
pentosas
fosfato
781 Proteina 3.49 2.8x10° Traduccién
ribosomal S3
782 Alcohol -2.76 0.017 Procesos de
deshidrogenasa oxido-
reduccién
i
.\;‘*
Wis-54-1255 Apgaf Wis-54-1255 Apgat

Fig. 2. Imagenes 3D de dos proteinas de interés. A) Punto 3 (dominio
Pleckstrin). B) Punto 198 (repetidos de Ankyrin)

Conclusiones.

La comparacion de

los proteomas

muestra cambios de proteinas de metabolismo general,
estrés y sefializacion celular debido a la delecién del gen
pgal. Dos proteinas de interés seran sujetas a
silenciamiento por ARNi (puntos 3 y 198) para identificar
nuevos efectores de la via de proteinas G
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