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Construccion de las proteinas recombinantes para los homaologos de los factores de NMD UPF1 y
UPF2 de Ustilago maydis

1. RESUMEN

El ARNm sirve de molde para la sintesis de proteinas, por tanto es razonable
pensar que la célula cuente con mecanismos de control de calidad del ARNm, uno
de estos, el mecanismo de NMD (nonsense mediated mRNA decay) reconoce el
ARNmM que tienen codones de terminacidon prematuros para el proceso de
traduccion, evitando de esta manera la sintesis de proteinas truncas. En
mamiferos existen al menos tres caracteristicas principales que dirigen un ARNm
a degradacion por NMD: la presencia del cap unido a CBP20 y CBP80 en el
extremo 57, la proteina de unién a la cola de poli A (PABPC1) en el extremo 3" y el
EJC; estas caracteristicas estdn asociadas a los ARN mensajeros recién
sintetizados y procesados, por lo que NMD en mamiferos probablemente se
produce como resultado del reconocimiento de codones de terminacion
prematuros durante una primera “pionera” ronda de traduccién. El mecanismo de
NMD esta presente en todas las eucariotas estudiadas hasta la fecha, el nucleo
del NMD esta compuesto por tres proteinas Up-frameshift: Upfl, Upf2 y Upf3.

Después de la publicaciéon del genoma del basidiomiceto Ustilago maydis y de la
comparacion de su proteoma con el de humano, se hizo notorio que estos
organismos tienen en comdn un mayor numero de proteinas, que al comparar al
humano con el modelo fungico mas utilizado Saccharomyces cerevisiae. Este
hecho nos hace pensar que las proteinas involucradas en el mecanismo de NMD
en humanos podrian ser las mismas que las involucradas en Ustilago maydis. Por
analisis bioinforméatico se han encontrado genes putativos homdlogos para las
proteinas del nucleo del mecanismo de NMD. En este trabajo se obtendran las
proteinas recombinantes homologas a UpflCH y Upf2 de Ustilago maydis, las
cuales seran de utilidad para realizar estudios de su funcion y participacion en el
mecanismo de NMD en este hongo para ver si podria ser propuesto como modelo
bioldgico de estudio.
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2. MARCO TEORICO
2.1 Expresion genética

La expresion genética es el proceso por medio del cual todos los organismos
procariotas y eucariotas transforman la informacion codificada por el acido
desoxirribonucléico (ADN) en las proteinas necesarias para su desarrollo y
funcionamiento. ElI dogma central de la biologia molecular que se muestra en
figura 1, describe el proceso de la expresion genética (Crick, 1958; Brenner y cols,
1961).

l Transcripcion
NN

\ b, Figura 1. Dogma central de la biologia molecular. Es un
4 concepto que describe el flujo de la informacién genética, el
l”ad“""’é" cual inicia con la molécula del ADN la cual servira de molde

para obtener el ARNm por el proceso de transcripcion, el

. i L e . L,
%‘;‘ Proteina cual seré finalmente traducido para generar una proteina.

En todos los organismos el contenido de ADN de todas sus células es idéntico;
esto quiere decir que contienen toda la informacion necesaria para la sintesis de
todas las proteinas, pero no todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en
todas las células. Inicialmente se penso6, que la complejidad de un organismo
estaba relacionada con el nimero de genes, pero la comparacion de los genomas
de distintos organismos revelé que el aumento en el nimero de genes no se
correlaciona con la complejidad del organismo analizada en términos morfolégicos
y comportamentales. Por ejemplo, el gusano Caenorhabditis elegans posee cerca
de 20.000 genes (Ruvkun y Hobert, 1998) pero carece de muchos de los tipos
celulares y tejidos presentes en la mosca Drosophila melanogaster, la cual posee
menos de 14.000 genes (Adams, 2000). La revelacién de que el genoma humano
contiene aproximadamente 20.000/25.000 genes, precipité el desconcierto sobre
las bases moleculares de la complejidad de los organismos (Baltimore, 2001;
Lander y cols, 2001; Harrison y cols, 2002); quedd claro entonces que la clave
para explicar la complejidad de un organismo no era el nimero total de genes sino
mas bien cual era la informacion contenida en estos, como y cuando se
manifestaba o era expresada y como era amplificada, es decir la clave para
determinar la complejidad de un organismo esta en su proceso de expresion
genética (Mufioz, 2009); por lo que su regulacion constituye un aspecto
fundamental en la regulacién global del metabolismo y funcién celular. Debido al
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alto coste energético de la sintesis proteica, la regulacion de la expresion genética
es esencial para que la célula pueda hacer un uso 6ptimo de la energia disponible.
Regular la concentracion de una proteina celular implica mantener un equilibrio
entre muchos procesos, existen al menos seis puntos potenciales en los que la
cantidad de proteina puede ser regulada (Figura 2): sintesis del pre-ARNm,
procesamiento postranscripcional o maduracion del ARNm, degradacion del
ARNmM, sintesis proteica, modificacion postraduccional y degradacién proteica
(Orphanides y Reinberg, 2002; Reed, 2003); la concentracion de una determinada
proteina se controla mediante mecanismos reguladores en algunos o en todos
estos puntos (Mufioz 2009; Montes, 2012).

Gen
DINA. s
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r Tty

- e
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Transcrito primario ANNNNANNS> Nucledtidos

Procesamiento
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Figura 2. Regulacion de la expresidon genética. La expresidon de genes eucariontes comprende
una serie de pasos interconectados que incluye la transcripcion, el procesamiento
postranscripcional, la degradacion del ARNm, la sintesis proteica, la modificacién postraduccional
y la degradacién de proteinas, estos pasos estan interconectados para asegurar su eficiencia y
fidelidad (Lehninger. Principios de bioquimica).
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La sintesis del pre-ARNm se lleva a cabo por el proceso de trascripcion, el cual
consta de tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion, cada una de ellas esta
altamente regulada por numerosos factores asi como por la secuencia de ADN y
la estructura de la cromatina. En células eucariotas, la transcripcion comienza con
la formacion del denominado complejo de pre-iniciacién (CPI), que consiste en el
reclutamiento de los factores de transcripcion generales y la ARN polimerasa
dependiente de ADN Il (ARN Pol Il) a la region promotora basal, posteriormente la
ARN Pol Il abandona el promotor y comienza la etapa de elongacion, la
transcripcion de los genes continla mucho mas alla de la secuencia codificante
necesaria para producir el ARNm, por lo que la finalizacion de la transcripcion
ocurre varios nucle6tidos después de superar la sefial de corte (Proudfoot 1989;
All6, 2010; Jackson y cols, 2010). El proceso de transcripcion da origen a un pre-
ARNmM que debe ser modificado o madurado en tres reacciones que son:

a) Metilacion del extremo 5’
Consiste en la adicion del grupo trifosfatado 7-metilguanosina, denominado cap,
gue es necesario para la unién al ribosoma al momento de la traduccion. La
estructura del cap es reconocida por un complejo nuclear (CBC) formado por un
heterodimero de proteinas de union al cap (CBP): CBP 80 y CBP 20 (Cowli, 2010).

b) Poliadenilacion en el extremo 3°
Consiste en la adicién de adeninas en todos los ARN mensajeros excepto en los
de las histonas. Esta secuencia denominada cola de poli A esta formada por una
secuencia de aproximadamente 50 a 250 nucledétidos, que evita la degradacion del
ARNmM (Max y cols, 1985).

c) Splicing
Es un proceso que consiste de dos reacciones de transesterificacion dependientes
de ATP por medio de la cuales se eliminan las regiones no codificantes o intrones
(escindiéndolos del pre-ARNmM) y se unen o empalman las regiones codificantes o
exones para generar el ARNm maduro (figura 3) (Jiménez y cols, 2007). El
reconocimiento del intron esta regido por los sitios 5 y 3’ de splicing. El sitio de
splicing 5’ (SS-5’) marca la unién exon/intron, este sitio contiene el dinucledétido
GU en el extremo 5’ del intron. El otro extremo del intrén, la region del sitio 3’ de
splicing (SS-3’), que delimita la unién intrén/exén, posee tres secuencias
conservadas: el sitio de empalme o branch-point (BP), un segmento de
polipirimidinas (Py) y el dinucle6tido AG en el extremo 3’ del intron (Zhang, 1998;
Reed R, 2000; Hastings M L y Krainer A R, 2001). La eliminacién de intrones y
ligacion de los exones es llevada a cabo por un complejo denominado
spliceosoma, que consta de cinco particulas ribonucleoproteicas (U1, U2, U4, U6y
U5 snRNPs) y mas de 200 proteinas auxiliares, entre las cuales se encuentran

4
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proteinas involucradas no sélo en la reaccion de splicing sino también en otros
pasos de la expresion genética (Kramer, 1996; Wahl y cols, 2009). Numerosos
estudios realizados tanto in vitro como in vivo, avalan la idea de un ensamblaje
secuencial y ordenado de los distintos factores que forman el spliceosoma (Will y
Luhrmann, 2001; Matlin y Moore, 2007; Hoskins y cols, 2011). Al final del proceso
de splicing, un complejo proteico de aproximadamente 350 kDa, denominado
complejo de union exdn-exén (EJC) se deposita de 20 a 24 nucledtidos rio arriba
de la union. El EJC esta compuesto de un complejo nucleo que incluye la helicasa
elF4Alll, la proteina MLN51 y el heterodimero de MAGOH y Y14, ademas de otras
proteinas accesorias (Tabla 1). EI EJC tiene multiples papeles en varios procesos
celulares ademas del splicing del pre-ARNm como: la exportacion, traduccion y
estabilidad del ARNm (Hwang y Ki Kim, 2012).

pre - mRNA
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Figura 3. Mecanismo de splicing. El splicing se lleva a cabo por dos reacciones de
transesterificacion dependientes de ATP por medio de las cuales se eliminan los intrones y se
empalman los exones (Modificada de Jiménez y cols, 2007).

Todos estos procesos ocurren en el nucleo y se influencian unos a otros,
permitiendo, entre otras cosas, regular la estabilidad del mensajero, la
amplificacion de la informacion genética, la traduccién de proteinas y la
localizacion del producto proteico (Orphanides y Reinberg, 2002).
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Tabla 1. Proteinas de NMD y EJC.

Proteina Localizacién celular Caracteristicas y Funciones

UPF1 Principalmente citoplasmatica. Participa en el NMD, la degradacion del ARNm de histonas y la
degradacion del ARNm mediada por Stau-1. Promueve la
traduccién, es sustrato de fosforilacion de SMG-1, es reclutada
por eRFs. Tiene dominios ATPasa y helicasa.

UPF2 Citoplasmatica, pero hay evidencias Participa en el NMD como una proteina adaptadora que une a

de localizacion nuclear. las proteinas UPF1y UPF3. Promueve la traduccion.

UPF3 Nuclear Participa en el NMD interactuando directamente con UPF2.
Puede también interactuar directamente con Y14. Promueve la
traduccion.

SMG-1 Citoplasmatica Participa en el NMD fosforilando a UPF1

SMG-5 Citoplasmatica NMD: interactia con la fosfatasa 2A y promueve la
desfosforilacion de UPF1.

SMG-6 Citoplasmatica NMD: interactia con la fosfatasa 2A y promueve la
desfosforilacion de UPF1.

SMG-7 Citoplasmatica NMD: interactta con la fosfatasa 2A y promueve la
desfosforilacion de UPF1.

Y14 Nuclear y citoplasmatica Participa en el NMD. Promueve la traduccién. Es una proteina
del nicleo del EJC, forma un heterodimero estable con
MAGOH.

MAGOH Nuclear y citoplasmatica Participa en el NMD. Promueve la traduccion. Es una proteina
del nucleo del EJC, forma un heterodimero estable con Y14.

elF4Alll Nuclear y citoplasmatica Participa en el NMD. Es una helicasa de ARN. Es una proteina

del nicleo del EJC, que probablemente ancla las otras
proteinas del EJC al ARNm.

MLN51 Nuclear y citoplasmatica Es una proteina del nicleo del EJC que interactia directamente
con elF4Alll. Se une a ARN in vitro

Modificada de Chang y cols, 2007

Después de completar todo el procesamiento nuclear, el ARNm es exportado del
nacleo al citoplasma por medio de un poro nuclear (Schell y cols, 2002, Hwang y
Ki Kim, 2012), ya en el citoplasma sirve como molde para la sintesis de proteinas,
proceso que se conoce como traduccidon. Para evitar errores en la sintesis o
funcién del ARNm, las células eucariotas tienen varios mecanismos de control de
calidad que preferentemente degradan ARN mensajeros aberrantes o no
funcionales para asegurar su funcién y por lo tanto la calidad de la expresion
genetica.

2.2 Degradacion del ARN mensajero sin sentido (Nonsense mediated
MRNA decay)

Debido a que la funcién primaria del ARNm es como templado para la sintesis de
proteinas, es razonable pensar que la célula cuente con mecanismos de control de
calidad dependientes de la traduccion, que degraden ARN mensajeros que
codifiquen para proteinas truncas. EI mecanismo de NMD (Nonsense mediated
MRNA decay), el cual esta presente en todas las eucariotas estudiadas hasta la
fecha (Culbertson, 1999), es un mecanismo que reduce errores en la expresion
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genética debido a que selectivamente reconoce y degrada ARN mensajeros que
tienen codones de terminacion prematuros (PTC) para el proceso de traduccion,
como una medida para disminuir los efectos negativos de proteinas truncas que
son comunmente generadas durante la expresion genética (Maquat y cols, 2010;
Hwang y Ki Kim, 2012). Los PTC pueden surgir por mutaciones sin sentido,
delecciones o inserciones, reordenamiento del ADN, desplazamientos del marco
de lectura o errores en el splicing del pre-ARNm (Lejeune y Maquat, 2005; Stalder
y Mihlemann, 2008).

A pesar de los estudios realizados durante los Ultimos afios, los mecanismos
moleculares de NMD no estan completamente entendidos; por lo que se han
propuesto diferentes modelos para explicar el reconocimiento del PTC por la
maquinaria de NMD que han surgido de estudios en diferentes organismos como
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
plantas y mamiferos (Kertesz y cols, 2006; Behm-Ansmant y cols, 2007; Longman
y cols, 2007; Ivanov y cols, 2008; Silva y cols, 2008).

En los ultimos afios se ha comprobado que NMD no sélo degrada transcritos con
PTC’s, sino que ademas regula el nivel de muchos ARNm involucrados en una
variedad de procesos celulares, como la reparacion del ADN, el ciclo celular y el
metabolismo; por lo que NMD no sélo es importante para la degradacién de
transcritos sino igualmente para regular la expresion de genes (Mendell y cols,
2004).

2.3 Mecanismo de NMD en mamiferos

Se sabe que en mamiferos existen tres caracteristicas determinantes para enviar
un ARNm a degradacion por NMD: la presencia del cap unido a CBP20 y CBP80
en el extremo 57, la proteina de unién a la cola de poli A (PABPC1) en el extremo
3" y el EJC; estas caracteristicas estdn asociadas a los ARN mensajeros recién
sintetizados y procesados, por lo que NMD en mamiferos probablemente se
produce como resultado del reconocimiento de codones de terminacion
prematuros durante una primera “pionera” ronda de traduccién (Sato y cols, 2008;
Wang y cols, 2011). El mecanismo de NMD es activado especificamente cuando
la proteina UPF1 interactia con UPF2 que se une a su vez a UPF3. El término del
proceso de traduccion involucra a un complejo proteico denominado SURF, el cual
consiste de UPF1, SMG-1 vy los factores de liberacion eucariéticos eRF1 y eRF3
(Wang y cols, 2001). Cuando se presenta un proceso de traduccion aberrante,
existe por lo menos un EJC rio abajo del codon de termino prematuro, permitiendo
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la interaccion de las proteinas UPF, lo que da como resultado la fosforilacion de
UPF1 y NMD, probablemente por la activacién de mecanismos de degradacion del
ARNmM (Maquat y Carmichael, 2001; Kashima y cols, 2006 Hwang y Ki Kim, 2012).
Por el contrario, en un proceso de traduccion normal se evita el mecanismo de
NMD porque todos los EJC estan rio arriba del codon de término y por tanto son
desplazados por el ribosoma antes de que la proteina UPF1 sea reclutada al
ARNmM (Maquat, 2005; Behm-Ansmant y cols, 2007; Chang y cols, 2007). Después
de la pionera ronda de traduccion, el ARNm es sometido a cambios que incluyen
el reemplazamiento de CBP80:CBP20 por elF4E en el extremo 5" y se procede a
la traduccion en masa, por lo que en mamiferos la pionera ronda de traduccién es
utilizada para el control de calidad del ARNm (Figura 4) (Ishigaki y cols, 2001,
Isken y Maquat, 2007).
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Figura 4. Mecanismo de NMD en mamiferos. Después de que el ARNm ha completado su
procesamiento nuclear es exportado al citoplasma con el cap unido en su extremo 57, los EJC y la
cola de poli A en el extremo 3°, donde servira de molde para la sintesis de proteinas por el proceso
de traduccion. A) Durante el proceso de traduccion todos los EJC presentes en el ARNm son
desplazados por el ribosoma, cuando el ribosoma se posiciona en un codén de término, el
complejo SURF es reclutado para generar la liberacion de la proteina, el CBP80:CBP20 es
reemplazado por elF4E y se procede a la traduccion en masa. B) Cuando un ARNm contiene un
PTC, no todos los EJC son desplazados por el ribosoma; cuando el ribosoma reconoce al PTC es
reclutado el complejo SURF y hay una interaccién entre la proteina UPF1 en SURF vy las proteinas
UPF2 y UPF3 en EJC que etiquetan al ARNm como aberrante e inducen su degradacion
(Modificada de Hwang y Ki Kim, 2012).
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Los mecanismos de degradacion del ARNm por NMD en mamiferos generalmente
involucran: 1) La remocion del cap por el complejo Dcpl:Dcp2 seguido de la
degradacion 5° a 3" por las exonucleasas Xrnl o Ratl y 2) la deadenilacién por
Pan2, PARN o Ccr4 seguido de la degradacion 3" a 5” por el exosoma (Figura 5).
No se ha establecido cuédl de las dos vias de degradacion contribuye
mayoritariamente al NMD (Yamashita y cols, 2005).

Remocién % - .. o
del cap Deadenilacion

PARN

Rat1 Exosoma

Figura 5. Vias de degradacion del ARNm por NMD en mamiferos. Después de que un PTC es
reconocido en un ARNm, se induce su degradacién por dos vias: la remocién del cap seguido de la
degradacion 5” a 3" y la deadenilacién seguido por la degradacion 3" a 5. No se ha establecido
cual de las dos vias de degradacion ocurre principalmente (Modificada de Isken y Maquat, 2007).

2.4 Mecanismo de NMD en levaduras

El mecanismo de NMD ha sido estudiado en la levadura S. cerevisiae, donde se
ha observado que participan las proteinas UPF1, UPF2 y UPF3 (Leeds y cols,
1992). A diferencia del mecanismo propuesto en mamiferos, el NMD en esta
levadura puede degradar ARNm recién sintetizados, es decir que tienen en el
extremo 5 el complejo Cbcl:Cbc2 (ortélogo al complejo CBP80:CBP20 en
mamiferos) y ARNm con elF4E unido en ese extremo (Gao y cols, 2005). El
mecanismo propone que el reconocimiento del PTC se genera por una distancia
anormal entre el codén de termind y la proteina de unién a la cola de poli A
(Pabl), que ha sido denominada 3"UTR faux (Amrani y cols, 2004), que origina
una terminacion de la traduccion ineficiente que permite el reclutamiento no sélo
de los factores de liberacion eucarioticos eRF1 y eRF3, sino también de los
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factores UPF de NMD por un mecanismo que no ha sido completamente
determinado. Por el contrario, cuando la traduccion ocurre eficientemente existe
una interaccion entre Pabl y eRF3 que estimula la actividad de eRF1 para liberar
la proteina recién sintetizada y el ARNm no es etiquetado para su degradacion
(Figura 6) (Maquat, 2004; Conti e Izaurralde, 2005).

-
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Reconocimiento
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®
“ -»*

Degradacion del
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Figura 6. Mecanismo de NMD en Saccharomyces cerevisiae. El NMD en esta levadura
degrada transcritos que tienen en su extremo 5 el complejo Cbcl:Cbc2 o elF4E; el PTC es
reconocido por la presencia de 3"'UTR faux que resulta en una terminacion ineficiente del proceso
de traduccion y la degradacion del ARNm (Modificada de Isken y Maquat, 2007).

El mecanismo de degradacion principal del ARNm por NMD en la levadura
Saccharomyces cerevisiae involucra la remocion del cap por el complejo
Dcpl:Dcp2 seguido de la degradacion 5” a 3" por la exonucleasa Xrnl (Muhlrad y
Parker 1994; He y Jacobson 2001; Cao y Parker 2003; He y cols, 2003). En menor
contribucion, se lleva a cabo la deadenilacion por Pan 2 o Ccr4 seguida de la
degradacion 3" a 5 por el exosoma (Figura 7) (Cao y Parker 2003; Mitchell y
Tollervey, 2003).
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Figura 7. Vias de degradacién del ARNm por NMD en S. cerevisiae. El NMD degrada ARNm
principalmente por la remocion del cap mediada por el complejo Dcpl:Dcp2 y la degradacién 5™ a
3" por la exonucleasa Xrnl. En menor contribucion se lleva a cabo la deadenilacién y degradacién
3" a5 por el exosoma (Modificada de Isken y Maqguat, 2007).

2.5 Factores de NMD: proteinas UPF

El centro de la maquinaria de NMD comprende tres factores en trans llamados
proteinas UPF (up — frameshift). Las proteinas UPF1, UPF2 y UPF3 fueron
inicialmente identificadas en la levadura Saccharomyces cerevisiae Yy
posteriormente en eucariotas superiores (Leeds y cols, 1992; Cui y cols, 1995).

La proteina UPF1 es el factor de NMD mas conservado entre los organismos
estudiados y por tanto la mas conocida por su papel central en NMD. Es un
complejo fosfoproteico que contiene mudultiples dominios (Figura 8), los mas
relevantes para NMD son: un dominio con actividad helicasa 5"- 3"dependiente de
ATP, un dominio con actividad ATPasa dependiente de ARN, un dominio de unién
a ARN y un dominio CH (Weng y cols, 1996; Bhattacharya y cols, 2000). Los
extremos N y C terminal de la proteina tienen varios residuos de serina que son de
importancia central en NMD porgue estan sujetos a un ciclo de fosforilacién y
desfosforilacién por proteinas SMG (Yamashita y cols, 2001; Ohnishi y cols,
2003). La proteina SMG-1 es una quinasa que fosforila residuos de serina y
treonina (Yamashita y cols, 2001), promueve el estado fosforilado de UPF1
(Wilkinson, 2003); en contraste, las proteinas SMG-5, SMG-6 y SMG-7 promueven
la desfosforilacion de UPF1 por medio del reclutamiento de la fosfatasa 2A
(Anders y cols, 2003). El descubrimiento de que NMD requiere a las proteinas
SMG para fosforilar y desfosforilar a UPF1, sugiere que este ciclo dirige al NMD en
mamiferos y Caenorhabditis elegans (Wilkinson, 2003). La proteina UPF1l se
localiza en el citoplasma y es reclutada al ARNm en la dltima etapa de la
traduccioén, interactda con los factores de liberacion eucaridticos eRF1 y eRF3,
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formando parte del complejo SURF (Wang y cols, 2001; Chang y cols, 2007;
Ivanov Yy cols, 2008; Gleghorn y Maquat, 2011).

SMG-6 SMG-5/ SMG-7
1 123 213 295 914 924 1118
| Dominie Helicasa |
T28 51096
UPF2 Sitie de fosforilacién
(123-213 a.a.) por SMG-1
eRF3
(123-213 a.a.)

Figura 8. Estructura de la proteina UPF1. El diagrama muestra los dominios identificados en la
proteina UPF1: el dominio rico en cisteina/histidina (CH) presente en el extremo N-terminal, el
dominio helicasa en gris y el motivo rico en serina/glutamina (SQ), presente en el extremo C-
terminal. Sobre el esquema, los nimeros en la parte superior indican el nimero de aminoacido que
delimita cada dominio y se indican dos sitios de fosforilacion en la parte inferior. También se
muestran los sitios de interaccion con otros factores de NMD.

La proteina UPF2 es una molécula adaptadora, tiene distintos sitios de union a
UPF1 y UPF3 (Lykke-Andersen y cols, 2000; Serin y cols, 2001). EI dominio de
unién a UPF1 estd presente en ambos extremos, N y C terminal y se ha
demostrado que ambos dominios son necesarios para NMD. El dominio de union a
UPF3 (Figura 9) tiene una secuencia idéntica al motivo de interaccién proteina-
proteina MIF4G inicialmente descubierto en el factor de inicio de la traduccion
elF4G (Kadlec y cols, 2004). Esta proteina se localiza principalmente en el
citoplasma, sin embargo, al formar parte del EJC es probable que sea reclutada al
ARNmM durante el proceso de splicing en el nicleo (Mendell y cols, 2000).

121 429 457 757 768 1015

i TOMIFAGT MIFAG2 | MIFdG3 T l1272

Figura 9. Dominios MIF4-G de la proteina UPF2. La proteina UPF2 presenta tres dominios MIF4-
G, siendo el tercero el mas importante por ser el sitio de unién de UPF3 (Clerici y cols, 2013).
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La proteina UPF3, a diferencia de UPF1 y UPF2, no tiene actividad bioquimica; sin
embargo probablemente participa en NMD en mamiferos, porque forma parte del
EJC. La proteina UPF3 es la menos conservada de las tres proteinas UPF. El
genoma humano tiene dos diferentes genes que codifican para la proteina UPF3.
La proteina UPF3a (también llamada UPF3) esta en el cromosoma 13 y la
proteina UPF3b (también llamada UPF3X) esta en el cromosoma X. Las proteinas
UPF3a y UPF3b tienen algunas caracteristicas comunes.

e Ambas interactan directamente con UPF2 a través de un dominio en el
extremo N- terminal (Kadlec y cols, 2004).

e Son predominantemente proteinas nucleares que son lanzadas al
citoplasma (Lykke-Andersen y cols, 2000).

e Son reclutadas al ARNm durante el splicing del pre — ARNm y después son
transportadas con esté al citoplasma (Chang y cols, 2007)

2.6 Importancia clinica de NMD

Ha sido estimado, que aproximadamente el 30% de las enfermedades genéticas
asociadas a mutaciones son generadas por ARN mensajeros que tienen PTC's y
que en muchos de los casos, el mecanismo de NMD influye en las
manifestaciones clinicas como en el gen de la B-globina (Forget y cols, 1974), el
gen de la Rodopsina (Rosenfeld y cols, 1992) y el gen del receptor de la Tirosin-
quinasa (Patton y cols, 2002). EI NMD es benéfico si previene la produccion de
proteinas truncas que tengan un efecto negativo en la célula; por el contrario, es
perjudicial si evita la produccién de proteinas truncas que tienen una funcion
residual, como por ejemplo, mutaciones que causan fibrosis quistica (Holbrook y
cols, 2004).

Los datos sugieren que el total de enfermedades genéticas relacionadas con el
mecanismo de NMD han sido subestimadas y que se requieren mayores estudios
para entender completamente el mecanismo y su importancia clinica. Por esta
razon, el establecimiento de nuevos modelos de estudio que permitan extrapolar
los datos a humanos son necesarios.
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2.7Ustilago maydis como modelo biolégico de estudio

Los hongos son un grupo de microorganismos eucariotas que tienen un papel
esencial en los ecosistemas, pero al mismo tiempo son microorganismos
patégenos de plantas y animales. Algunos hongos se utilizan como modelos para
estudiar procesos celulares basicos, el modelo fungico de estudio mas utilizado es
S. cerevisiae, a pesar de que carece de algunos procesos celulares basicos
presentes en células animales. Por otro lado, el reciente acceso al genoma
completo de Ustilago maydis lo perfila como un importante modelo de estudio para
diferentes procesos en células eucariotas (Munsterkoétter y Steinberg, 2007).

Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto que pertenece a la clase de los
Ustilaginales. Este hongo infecta al maiz dulce (Zea mays) y su progenitor el
Teozinte (Zea mexicana subesp. parviglumis), ocasionando el carbén comdn del
maiz o huitlacoche (Figura 10), una enfermedad de distribucibn mundial que
ocasiona graves pérdidas econdmicas (Agrios, 2005). U. maydis es un hongo
biotrofico dimorfico que en su fase haploide crece en forma de levaduras
unicelulares saprofitas que se dividen por gemacién. La fase diploide o sexual se
inicia con la fusibn de dos células haploides sexualmente compatibles
(Klosterman, 2007).

Figura 10. Carb6én comun del maiz. U.
maydis parasita al maiz generando tumores,
en la imagen se muestra una mazorca que fue
infectada por el hongo.

U. maydis ha sido considerado como modelo biolégico desde mediados de la
década de los 40’s para el estudio de los aspectos basicos de la patogénesis
fungica en plantas, la especificidad en el apareamiento, la recombinacién genética,
los genes que participan y controlan el proceso de dimorfismo, entre otros. Este
particular interés lo ha convertido en el miembro del orden Ustilaginales mas
estudiado en la actualidad (Martinez-Espinoza y cols, 2002).
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El genoma de U. maydis ha sido secuenciado y anotado (Kamper y cols, 2006),
revelando que posee un genoma relativamente pequefio (20.5 Mb) que codifica
aproximadamente 6,500 genes. Recientemente se volvid evidente que U. maydis y
los seres humanos tienen en comudn proteinas y procesos celulares que no se
encuentran en el modelo fungico S. cerevisiae (Figura 11).

H. sapiens
22762

U. maydis
6.925

Figura 11. Comparacion del proteoma de S.
cerevisiae, U. maydis y H. Sapiens. El
proteoma de U. maydis es mas semejante al

6.093 humano, que el de S. cerevisiae, ya que
S. cerevisiae comparte con el humano 777 proteinas.

El hecho de que U. maydis tenga en comun un mayor niumero de proteinas con el
humano, genera la siguiente pregunta: ¢ Estas proteinas tienen la misma funcién
en ambos organismos? Un estudio realizado por Munsterkotter y Steinberg
clasificé las proteinas que comparten estos dos organismos de acuerdo a su
funcion, encontrando que ambos presentan las mismas proteinas involucradas en
procesos como la degradacion de aminoacidos, la oxidacion de &cidos grasos,
splicing y modificacion del ARNm y modificacion y degradacién de proteinas
(Tabla 2). Este hecho nos hace pensar que las proteinas involucradas en el
mecanismo de NMD en humanos podrian ser las mismas que las involucradas en
U. maydis, por lo que se estudiara el mecanismo de NMD en este hongo para ver
si podria ser utilizado como modelo biolégico.

Tabla 2. Clasificacion funcional de las proteinas de U. maydis y humanos

Splicing del ARNm 38
Modificacion y degradacion de proteinas 29
Sefializacion mediada por proteinas G 17
Degradacion de aminoéacidos 14
Oxidacién de acidos grasos 10
Funcion desconocida 222

Modificada de Munsterkétter y Steinberg. 2007
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3. MARCO DE REFERENCIA

Ustilago maydis contiene un gran numero de genes que estan relacionados
cercanamente a genes humanos. Un analisis de todo el genoma demuestra que U.
maydis esta mas estrechamente relacionado con los humanos que a la levadura
S. cerevisiae (Figura 12B) y numerosas proteinas son compartidas solo por U.
maydis y Homo sapiens. Los recientes avances en nuestra compresion de los
procesos bioldgicos celulares basicos en U. maydis han indicado que este hongo
es, en muchos aspectos, mas relacionado con los metazoos que a sus primos
ascomicetos y por lo tanto, podria ser una herramienta eficaz para la investigacion
de algunos procesos celulares complejos como el mecanismo de NMD.

Los componentes centrales de la ruta de NMD son tres proteinas Up-frameshift:
UPF1l, UPF2 y UPF3 (también conocidas como SMG-2, SMG-3 y SMG-4
respectivamente), las cuales fueron inicialmente identificadas en la levadura
Saccharomyces cerevisiae y posteriormente en eucariotas superiores (Leeds y
cols, 1992; Cui y cols, 1995). UPF1 es el factor de NMD mas ampliamente
conservado entre los organismos (Stalder, 2008); presenta varios dominios
funcionales y estructurales, entre los que se encuentra el dominio CH, que es de
importancia por ser el sitio union de UPF2. El genoma de U. maydis ha sido
secuenciado, lo que ha permitido realizar la busqueda y comparacién de los genes
putativos de las proteinas UPF1, UPF2 y UPF3. La comparacion de los productos
proteicos de estos genes con sus respectivos homologos en Humano muestran
gue tienen un porcentaje de identidad del 65% para UPF1 y 33% para UPF2. A
partir de estos datos se ha obtenido el modelo del dominio CH de la proteina
UPF1 (Figura 12A) y se han realizado alineamientos de la secuencia aminoacidica
de este dominio, encontrando que existe un alto grado de homologia entre U.
maydis y Homo sapiens (Figura 12C).

El analisis de la estructura cristalografica de rayos X reportada para UPF1, revelo
qgue el dominio CH de UPF1 presenta 2 interfaces distintas de interaccién con
UPF2 (Figura 13) (Kadlec, 2006; Clerici, 2009), siendo UPF2 mas que un
adaptador entre UPF1 y UPF3, un activador de UPF1, tras la unién de UPF2 al
dominio regulador CH, UPF1 sufre un cambio conformacional importante,
provocando que el dominio helicasa catalitico se una a ARN menos extensamente
y active su helicasa. Por lo tanto, la formacion del complejo de vigilancia modifica
las propiedades de unién a ARN y la actividad catalitica de UPF1 (Chakrabarti,
2011).
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posible conformacién secundaria y terciaria del dominio CH de UPF1 obtenido con el programa
Swiis Model. B. Diagrama que muestra la relacion filogenética entre U. maydis y Homo sapiens. Se
observa que U. maydis y Homo sapiens estdn més relacionados entre si que a levadura S.
cerevisiae, que es el modelo fangico més utilizado. C. Alineamiento de la secuencia aminoacidica
del dominio CH. En color rojo se representan las regiones que presentar mayor homologia y en
azul las que presentan menor homologia. El dominio CH esta tiene un alto grado de conservacion
entre los organismos.
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Figura 13. Estructura de la proteina putativa UPF1 de U. maydis. A. Esquema de la proteina
UPF1. Se indican los dominios funcionales y estructurales de la proteina, en color azul esta
indicado el dominio CH. Los nimeros de la parte inferior indican la posicion de los diferentes
dominios. B. Estructura cerrada de UPF1. C. Estructura abierta de UPF1. Después de la unién de
UPF2, mostrada en color azul, se induce un cambio conformacional en la proteina.
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La proteina UPF2 presenta su sitio de union a UPF1 en el extremo N-terminal de
la proteina. Se ha observado que existen aminoacidos que estan altamente
conservados en los sitios de union a otras proteinas UPF (Figura 14 y 15) y que
mutaciones en éstos aminodcidos generan cambios en las interacciones de las
proteinas.

umUPF1

== Unién Upfz 1088aa
129 280
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia de la proteina UPF1. Se muestra el alineamiento de la
secuencia aminodcidica de la proteina UPF1 de varios organismos. Se indican los aminoacidos

que estan altamente conservados, los cudles son sitios posibles de mutaciones.
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia de la proteina UPF2. Se muestra el alineamiento de la
secuencia aminoacidica de la proteina UPF2 de varios organismos. Se indican los aminoacidos

gue estan altamente conservados, los cuales son sitios posibles de mutaciones.
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El dominio CH de la proteina UPF1 interacciona con el dominio 2A generando un
pocket hidrofébico, estas interacciones igualmente se ven afectadas por
mutaciones en los aminoacidos mas conservados (Figura 16).

Figura 16. Interacciones en el pocket del dominio CH. A. Se muestran las interacciones entre el
dominio CH y el dominio 2A, se observa una distancia de 3.42 A. B. Cuando se realiza una
mutacién de la fenilalanina en la posicién 200 por acido glutamico se observa que hay una
separacion de las fuerzas electrostaticas que permiten la interaccién entre ambas regiones de la
proteina. C. Cuando se realiza una mutacion de la fenilalanina por alanina, es clara la perdida de la
interaccién electrostatica, lo que genera un cambio conformacional en la proteina.

Las proteinas UPF1 y UPF2 son clave en el mecanismo de NMD, por lo que
elucidar su estructura, interacciones y funcion, es la clave para entender el
mecanismo de NMD en el modelo de estudio.
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4. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La expresion de la informacion genética es fundamental para llevar a cabo todos
los procesos bioquimicos celulares. Los sistemas de vigilancia desarrollados por
los organismos contribuyen a la correcta y regulada expresion de esta informacion;
asi, se ha identificado que los sistemas de vigilancia del ARNm son importantes
para mantener las funciones celulares y tienen un papel regulador critico en la
expresion normal de los genes, siendo el mecanismo de NMD uno de los
mecanismos de vigilancia del ARNm mas relevante.

NMD es un mecanismo importante en el reconocimiento y degradacion del ARNm
potencialmente dafiado que degrada selectivamente transcritos aberrantes que
contienen codones de terminacién prematuros (PTC), los cuales tienen el
potencial de producir proteinas truncas con efectos dafinos, por lo que constituye
un mecanismo de control de calidad importante. Mediante analisis informatico
realizado en diferentes eucariontes, hasta la fecha se ha determinado que es un
proceso conservado, involucrado en la regulacion de la expresion de 1-10% de los
ARN mensajeros fisiolégicos normales; sin embargo, se ha identificado que varios
organismos han evolucionado para desarrollar mecanismos diferentes para
discriminar ARN mensajeros que tienen PTC de codones de paro naturales y
degradar ARNm blancos. Es este sentido, la via de NMD contribuye a la supresion
0 exacerbacion de manifestaciones clinicas de desérdenes genéticos humanos
especificos, estos hallazgos se han identificado gracias a estudios realizados en
organismos modelo en donde se ha identificado a los efectores del camino NMD y
el desarrollo de estos mecanismos (Behm-Asnmant, 2007).

Los componentes centrales de la via de NMD son tres proteinas up-frameshift:
UPF1, UPF2 y UPF3 y se han descrito ortélogos en varios eucariontes. UPF1 es el
factor de NMD mas ampliamente conservado y elucidar su estructura y funcion
sera clave en el entendimiento del mecanismo de NMD.
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5. JUSTIFICACION

Las proteinas centrales del proceso de NMD (UPF1l, UPF2 y UPF3), son
ampliamente estudiadas en la actualidad, al conocerse que pueden funcionar para
compensar o evitar errores durante la traduccion de proteinas; especificamente,
degradando o eliminando proteinas truncas con codones prematuros de
terminacion que tendrian consecuencias perjudiciales para la célula. Se ha
observado que estos errores pueden ocasionar enfermedades en el ser humano
tales como ciertos tipos de cancer o enfermedades neurodegenerativas.

El modelo de estudio a emplear para dicha investigacién sera el hongo dimorfico
Ustilago maydis, en el que se ha identificado a las proteinas centrales de NMD. El
material biolégico generado con este trabajo podra contribuir al estudio de esta via
en Ustilago maydis con las posibles implicaciones y correlaciones para el mismo
mecanismo en mamiferos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

% Generar las proteinas recombinantes homoélogas para UPF1 y UPF2 de la
cepa FB1 de Ustilago maydis

6.2 Objetivos especificos

*

% Amplificar por PCR los marcos de lectura abiertos para los homodlogos de
UPF1y UPF2 en la cepa FB1 de Ustilago maydis.

¢ Clonar los fragmentos de PCR amplificados para los genes homadlogos de
UPF1 y UPF2 de U. maydis en el vector de expresion pPROEX HTb.

% Sobreexpresar las proteinas recombinantes homoélogas a UPF1 y UPF2 de
U. maydis en E. coli DH5a
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Microorganismo de estudio

Tabla 3. Cepas empleadas

Cepa Descripcion Referencia

Ustilago maydis FB1 Cepa de referencia Broad Institute

Escherichia coli DH5a LacZ Delta M15, endAl, Taylor, 1993
recAl.

Tabla 4. Plasmidos utilizados

Plasmido Genotipo relevante Referencia
pPROEX HT Promotor Tcr, gen Lacl, ori C, Addgene
un gen B-lactamasa.

7.2 Medios de cultivo
Se utilizaron diferentes medios de cultivo liquidos y sélidos, cuya composicion y
preparacion se detallan a continuacion:

YEPS: es el medio de cultivo utilizado para la propagacion de U. maydis.

Dextrosa 20g
Extracto de levadura 10g
Peptona de caseina 20 g

LB (Luria-Bertani): medio de cultivo utilizado de forma habitual para el crecimiento
bacteriano. Se utilizd para el crecimiento de E. coli.

Extracto de levadura 50
NacCl 10 g
Peptona de caseina 109

Para preparar medio solido se agrega 15 g/L de agar.
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Cuando fue necesario, el medio LB fue suplementado con antibiotico. El antibiotico
y la concentracion empleada fue: Ampicilina (Amp) (sal sddica, Roche), se prepar6
una solucion concentrada a 100 mg/mL en agua bidestilada estéril. La
concentracion final en el medio de cultivo fue de 100 pg/mL.

7.3 Técnicas generales de biologia molecular

7.3.1 Extraccion de ADN gendmico (Kit Wizard Genomic DNA Purification)
Para la extraccion de ADN gendmico con el Kit Wizard Genomic DNA Purification,
la cepa FB1 de U. maydis se cultivd en 5 mL de medio YEPS durante toda la
noche a 30 °C en agitacion constante. Se centrifugé por 2 min a 13000 rpm
decantando el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 293 pL de EDTA 50
mM. Para la lisis celular se afiadieron 7.5 pL de liticasa 50 mg/mL mezclando
suavemente con una punta, se incub6 60 min a 37 °C y posteriormente se
adicion6 300 pL de Nuclei lysis solution. Para la precipitacion de proteinas se
afadieron 100 pL de Protein Precipitation Solution, se mezcld con vortex e incub6
en hielo por 5 min. Tras centrifugar a 13000 rpm durante 3 min se llevé a cabo la
precipitacion y rehidratacion de ADN; para esto, se transfirié el sobrenadante a un
microtubo de 1.5 mL nuevo y se afadieron 300 pL de isopropanol frio, se mezclé
suavemente y se centrifugd a 13000 rpm durante 2 min, desechando el
sobrenadante; luego se afiadieron 300 pL de etanol al 70 % frio y se mezclo, en
seguida se centrifugd a 13000 rpm por 2 min aspirando el etanol, se seco la
pastilla al aire durante 15 min. Finalmente, para la rehidratacién se afiadi6 a la
pastilla de ADN 50 pL de Rehydratation Solution incubando a 4°C durante toda la
noche.

7.3.2 Extraccion de ADN plasmidico mediante Lisis Alcalina

Para el aislamiento de ADN plasmidico se cultivaron las células de E. coli DH5a en
5 mL de medio LB + Amp100, incubando durante toda la noche a 37 °C en
agitaciéon constante. Se centrifugd el cultivo a 5000 rpm durante 10 min, se
desecho el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 200 pL de solucién | (50
mM de glucosa, 25 mM de Tris - HCI pH 8 y 10 mM de EDTA pH 8) mezclando
con una punta de micropipeta. A continuacion se afiadio 200 uL de solucion Il (0.2
N NaOH y 1 % SDS) y se mezcl6 por inversion. Posteriormente se agrego 200 pL
de solucion Il (Acetato de potasio 3 M) y se mezclé en vortex durante 10 min, se
incubo a —20 °C por 10 min. Los lisados se centrifugaron durante 10 min a 13000
rpm. Se recupero el sobrenadante en un microtubo de 1.5 mL limpio, se adicion6 1
mL de etanol absoluto frio y se incubé a —20 °C por 10 min, se centrifugd
nuevamente, se decanté el sobrenadante y a continuacién se afadié 1 mL de
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etanol al 70% frio para lavar la pastilla. Finalmente, se eliminaron los residuos de
etanol, dejando secar en una campana de extraccién y se resuspendieron las
pastillas en 50 pL de agua PISA con 0.01 % de RNasa.

7.3.3 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de los genes se realizé en un volumen de 25 pL que contenia 1
puL del ADN templado (20 ng/ pL), 2.5 yL de ThermoPol® Reaction Buffer (1X), 0.5
puL de dNTPs (10 mM), 1 uL de cada oligonucledtido (10 mM), 0.5 uL de ADN
polimerasa (Tag ADN polimerasa o Vent ADN polimerasa, 5 U) y 19.5 pL de agua
PISA. Las reacciones se realizaron en un termociclador MultiGene OptiMax. Los
programas utilizados para cada gen se indican a continuacion:

UPF1

La predesnaturalizacion fue a 94 °C durante 5 min; la desnaturalizacion a 94 °C
por 30 seg; el alineamiento de los primers al templado fue de 60 °C durante 30 seg
y la polimerizacioén fue a 72 °C por 1 min; a partir de la desnaturalizacion se repitio
el programa por 35 ciclos con una etapa final de polimerizaciéon a 72 °C por 10
min.

UPF2

La predesnaturalizacion fue a 94 °C durante 5 min; la desnaturalizacién a 94 °C
por 30 seg; el alineamiento de los primers al templado fue de 62 °C durante 30 seg
y la polimerizacién fue a 72 °C por 4 min; a partir de la desnaturalizacion se repitio
el programa por 35 ciclos con una etapa final de polimerizacién a 72 °C por 10
min.

7.3.4 Restriccion de ADN

Los ensayos con enzimas de restriccion permiten cortar al ADN en sitios
especificos, las enzimas utilizadas en este trabajo fueron suministradas por la
casa comercial Roche o Fermentas y se utilizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Generalmente las reacciones se incubaron a 37 °C durante 2 horas. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen de 15 uL colocando 1.5 pyL de buffer, 0.5
uL de enzima (10 u/ pL), 8 pL de agua PISA y 5 pL de la muestra (50 ng/uL). La
eficiencia de la restriccion se comprob6 mediante electroforesis en gel de agarosa.

7.3.5 Reparacion de fragmentos de ADN

Para reparar extremos cohesivos en los productos de amplificacion con Tagq ADN
polimerasa se utilizé el fragmento Klenow (Fermentas), el cual corresponde al
fragmento largo de la polimerasa | de E. coli y se us6 en un 2 % en una reaccion
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final de 20 pL que contenia 2 pL de buffer 10X, 1 pL de dNTPs (10 mM), 0.1 a 4
pg de ADN vy el resto de agua PISA; la mezcla se incub6 a 37 °C por 1 hora.

7.3.6 Ligacion de moléculas de ADN

Para ligar moléculas de ADN se empleé la ligasa del fago T4, la reaccion se
realizé en un volumen final de 10 pyL adicionando lo siguiente: 1 pL de buffer 10X,
1 uL de ligasa del fago T4 (1 U/ pL), de 25 a 50 ng de ADN linear en una
concentracion de 3:1 inserto: vector, el resto de agua Pisa. La mezcla se incubd
durante toda la noche a temperatura ambiente.

7.3.7 Purificacion de ADN

Para purificar muestras de ADN se realiz6 el siguiente protocolo: el volumen de la
muestra debe ser de 100 (L, de no ser asi se ajusté con agua PISA. Por cada 100
puL se afiadio: 400 uL de Binding Buffer, se mezclé la muestra en vortex por 4
segundos y se centrifugd. Posteriormente, se insertd una columna dentro de un
tubo colector y usando una micropipeta se transfirié la muestra a la columna, se
centrifugd de 30 — 60 segundos a 8000 xg a una temperatura entre 15 a 25 °C. Se
desconectd la columna del tubo colector y se desechd la solucion del tubo
colector. Después de reconectar la columna al tubo colector y afadir 400 pL de
Wash Buffer, se centrifugd de 30 — 60 segundos a 8000 xg. Se desechd la
solucién del tubo colector. Se volvié a reconectar la columna al tubo colector y se
afadié 300 pL de Wash Buffer, se centrifugd de 30 — 60 segundos a 8000 xg. Se
desechd la solucion del tubo colector. Se reconect6 la columna al mismo tubo
colector y se centrifugé 1 minuto a maxima velocidad. Se desechd la solucion del
tubo colector. Finalmente, se conecté la columna a un microtubo de 1.5 mL limpio
y se afladié de 10 — 20 pL de Buffer de elucion y se centrifugé 1 minuto a 8000 xg.
De la muestra obtenida se debe correr una alicuota en una electroforesis en gel de
agarosa para determinar la concentracion de la muestra.

7.3.8 Electroforesis de acidos nucleicos

Para las distintas electroforesis de producto de PCR, para verificar la extraccion de
ADN gendmico y plasmidico o para corroborar las restricciones enzimaticas se
usaron geles de agarosa al 1 % (p/v) en tampon TAE (40 mM de Tris-acetato pH 8
y 1 mM de EDTA) anadiendo Bromuro de etidio (1 pg/mL). Para correr la
electroforesis se utilizdé el mismo tampon TAE. Las muestras de ADN mezcladas
con 2 puL del tampdén de carga (0.25 % de azul de bromofenol (p/v), 0.25 %
xilencianol (p/v) y 15 % de Tris-Ficoll (p/v) en agua Pisa, pH 8), se depositaron en
los pocillos de los geles solidificados y se corrieron a 100 V por 30 minutos. Como
patron de referencia se utiliz6 el marcador de peso molecular GeneRuler (1 Kb
Fermentas). Después de la electroforesis, los geles se visualizaron con un
transluminador de luz ultravioleta (300 nm de longitud de onda).
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7.3.9 Clonacion en pPROEX HT

El sistema de expresion procariota pProEX HT esta disefiado para la expresion de
proteinas en E. coli, el vector consta de tres series: pPROEX HTa, pPROEX HTb y
pPROEX HTc que difieren en su marco de lectura. Para clonar productos de PCR,
primero se debe seleccionar el vector apropiado y este debe ser digerido con una
enzima de restriccion adecuada (seccion 5.3.4) para no desplazar el marco de
lectura del inserto. En el tubo de reaccion se adicionaron los siguientes
componentes para un volumen final de 10 pL:1 yL de Buffer T4 DNA ligasa, 1 uL
de enzima T4 DNA ligasa (1 U/uL), de 25 a 50 ng de ADN linear en una
concentracion de 3:1 inserto — vector y el resto de agua PISA. Se mezcld en vortex
suavemente y se centrifugd por 3 — 5 segundos. La mezcla de ligacién se incubé a
temperatura ambiente durante toda la noche. Finalmente se utilizé la mezcla de
ligacidon directamente para transformar.

7.4 Técnicas de transferencia genética

7.4.1 Preparacién de células quimiocompetentes de E. coli DH5a

Para obtener células quimiocompetentes se realizo el siguiente protocolo: se tomo
una UFC de la cepa DH5a de E. coli de una placa fresca y se utilizé para inocular
5 mL de medio LB sin antibiético el cual se incubé 16 h a 37 °C. Después, se
transfirié dicho inoculo a 200 mL de medio LB sin antibiotico y se incubd el cultivo
a 37 °C con agitacion vigorosa y se revisdé aproximadamente después de dos
horas, hasta obtener una DOgonm de aproximadamente 0.5, sino se encontré a la
densidad esperada, se debe revisar cada 20 min hasta alcanzarla. Posteriormente,
se transfirio las células a tubos de polipropileno previamente enfriados y se
colocaron en hielo por 10 min. Todos los pasos siguientes se realizaron en
condiciones de esterilidad: se recuperaron las células por centrifugacion a 3000
rpm por 10 min a 4 °C, se decanté el medio. Se resuspendio la pastilla en 50 mL
de CaCl, 0.1 My se colocé en hielo durante 10 min. Se recuperaron las células por
centrifugacion y se decanto el sobrenadante. Se resuspendio la pastilla en 2-4 mL
de CaCl,; 0.1 M/Glicerol al 15 %. Se realizaron alicuotas de 300 mL y se separaron
en microtubos de 1.5 mL, se marcaron y enfriaron en hielo durante 10 min,
finalmente se almacenaron a -70°C.

7.4.2 Transformacion

Se realiz6 la transformacién de células competentes de la cepa DH5a de E. coli
bajo el siguiente procedimiento: se tomaron 100 pyL de células competentes y se
colocaron en un microtubo de 1,5 mL. Se agregd 10 uL de la ligacion inserto -
vector (seccion 7.3.9). Posteriormente se incubé el tubo 40 minutos en hielo, se
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realiz6 un choque térmico a 42 °C durante 90 segundos y se colocé el tubo en
hielo para incubar durante 90 segundos. Después se agregé 750 pL de LB sin
antibiético y se incub6 a 37 °C por 40 minutos en agitacién. Finalmente se
centrifugo a 3000 rpm por 5 minutos para obtener la pastilla, se decant6 el exceso
de LB, dejando aproximadamente 100 pL para resuspender la pastilla y se
plagueo en LB + Amp100. Las placas se incubaron a 37 °C por 18 horas.

7.5 Técnicas de proteinas recombinantes

7.5.1 Induccion de proteinas recombinantes

Para la induccion de proteinas recombinantes se realizé el siguiente
procedimiento: se inoculd 2 mL de medio LB + Amp100 con una UFC de la cepa
transformada y se incubd el cultivo toda la noche a 37 °C con agitacion constante.
Al dia siguiente, se inocul6é 10 mL de medio LB + Amp100 con 0.1 mL del cultivo
anterior y se incub6 a 37°C con agitacion. Cuando el cultivo alcanzé una DOsgonm
entre 0.5 — 1, se removidé 1 mL del cultivo, se coloco en un microtubo de 1.5 mL,
se centrifugd por 1 min, se desechd el sobrenadante y se lavo las células con 100
pL de PBS 1X, esta muestra fue etiquetada como no inducida. Al cultivo restante,
se adicion6 IPTG a una concentracion final de 0.6 mM, se continué con la
incubacion a 37°C y se removio 1 mL de cultivo a las horas 1, 2, 3y 5 de
induccion, el cual fue colocado en un microtubo de 1.5 mL, se centrifugd por 1 min,
se desecho el sobrenadante y se lavé las células con 100 pL de PBS 1X, estas
muestras fueron etiquetadas como inducidas. Posteriormente se adicioné a cada
muestra 60 pL de buffer Laemli (0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 10 % SDS, 1 % Azul de
bromofenol, glicerol, 50 puL de B-mercapto etanol a un volumen final de 1 mL), la
muestras fueron sonicadas a una amplitud de 3 durante 10 seg, repitiendo esta
operacion 3 veces con intervalos de 10 seg. Finalmente las muestras se hirvieron
a 95 °C por 10 min, para verificar la integridad del extracto proteico se realizé una
electroforesis en gel de poliacrilamida.

7.5.2 Electroforesis de proteinas

Para verificar la integridad del extracto proteico e identificar la proteina de interés
se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS - PAGE), para mejorar
la nitidez de las bandas se utilizan dos geles el Resolving Gel y el Stacking gel, la
concentracion del gel fue diferente para cada proteina: para UPF1 se preparé un
gel de poliacrilamida al 12 % (para un volumen final de 10 mL se debe agregar 3.4
mL Agua DDI, 4.0 mL de Acrilamida 30 %, 2.5 mL Buffer: 1.5 M Tris-HCI pH 8.8
para Resolving gel y 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 para Stacking gel, 0.1 mL de SDS 10
%, 100 uL APS y 5 uL TEMED) y para UPF2 se preparé un gel de poliacrilamida al
8 % (para un volumen final de 10 mL se debe agregar 4.7 mL Agua DDI, 2.7 mL
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de Acrilamida 30 %, 2.5 mL Buffer: 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 para Resolving gel y 0.5
M Tris-HCI pH 6.8 para Stacking gel, 0.1 mL de SDS 10 %, 100 pL APS y 5 uL
TEMED). Se cargaron 30 pL de la muestra en los pocillos, como patron de
referencia se utilizd un marcador de proteinas con un rango de 15 — 170 KDa
(Page Ruler Fermentas). La electroforesis se corrié en Buffer Tris — Glicina (500
mM Tris, 500 mM Glicina) a 80 mV por un tiempo de 2 — 3 horas. Después de la
electroforesis, los geles se colocaron en un recipiente y se tifieron con Azul de
Coomassie (0.1 % Azul brillante de Coomassie, 45 % metanol, 10 % acido acético)
durante 15 min en agitacion. Posteriormente se retird el exceso de colorante y el
gel se lavé con agua de la llave. Finalmente el gel se coloc6 en un volumen de
solucion para destefiir (10 % metanol, 5 % de acido acético), dejando en agitacion
por 18 horas, después de este tiempo el gel se visualizé sobre un fondo blanco.
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8. DIAGRAMA DE TRABAJO
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Amplificaciéon por PCR de los marcos de lectura abiertos para los
homologos de UPF1y UPF2 en la cepa FB1 de Ustilago maydis

Inicialmente se realizé el cultivo de la cepa FB1 de Ustilago maydis en medio
sélido YEPS (Figura 17A), posteriormente se realizé un cultivo en medio liquido a
partir del cual se realizd la extraccion de ADN gendmico con el Kit Wizard
Genomic DNA Purification (seccion 7.3.1), se verifico la calidad del ADN extraido
en una electroforesis en gel de agarosa tefido con bromuro de etidio y
fotografiado bajo luz UV (Figura 17B) (seccion 7.3.8), a partir de la cual se
determind la concentracion del ADN genémico comparando la banda obtenida con
las bandas del marcador, determinando una concentracion de 20 ng/uL, que es la
concentracion requerida para la amplificacion por PCR.

Figura 17. A. Placa de la cepa FB1 de Ustilago maydis. La cepa FB1 presenta un
crecimiento algodonoso, de color blanco sin originar pigmentacién al medio. B. ADN gendémico
de la cepa FB1 de U. maydis. Gel de agarosa. Carril 1. ADN genomico. Carril 2. Marcador de
peso molecular (Gene Ruler 1 Kb Fermentas).

El siguiente paso fue la amplificacion por PCR de las regiones de interés. La
amplificacion del dominio CH de UPF1 se llevd a cabo a partir de ADN gendémico
de la cepa FB1 de Ustilago maydis. Para el ensayo de PCR se utilizaron los
oligonucleétidos UPF1 Fwd y UPF1 Rev que presentan la siguiente secuencia:
UPF1 Fwd ATGTCCGAGCTCTACCAGTT y UPF1 Rev
TTGACGATCTCGACAAGCCG, con la técnica descrita en la seccion 7.3.3. El
producto fue visualizado en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y
fotografiado bajo luz UV como se describe en el apartado 7.3.8 (Figura 18).
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El dominio CH de UPF1 es el sitio de union de la proteina UPF2 (Kervestin y
Jacobson, 2006), este dominio se localiza en el extremo N-terminal de la proteina
(Imamachi y cols, 2012). En Ustilago maydis el dominio CH tiene un tamafo de
112 aminoé&cidos y esta ubicado en la posicion 129-241 aa; los oligonucleétidos
utilizados para amplificar este dominio son especificos para U. maydis y
amplificaron los primeros 873 pb del gen iniciando en el ATG, region que abarca el
dominio CH.

umUPF1
k i 873 pb 1Kb — <+— 873 pb
—> -+ 750 pb —
m=== Unién Upfz 108822
387pb 723 pb

Figura 18. Homoélogo de UPF1 en U. maydis. A. Esquema del homélogo de UPF1 en U. maydis.
Se muestra el dominio estructural CH, que es el sitio de union a UPF2. El tamafio total del gen es
de 3267 pb que codifican para 1088 aa. Las flechas en negro indican la ubicacién de los
oligonucledtidos usados, que delimitan el dominio CH de la proteina y los nidmeros en la parte
inferior indican la posicién del dominio CH. B. Gel de agarosa. Carril 1. Marcador de peso
molecular (Gene Ruler 1 Kb Fermentas). Carril 2. Producto de PCR de UPF1 que presenta un
tamarfo de 873 pb.

La amplificacion del marco de lectura abierto completo (ORF) de UPF2 se llevo a
cabo a partir de ADN gendmico de la cepa FB1 de Ustilago maydis. Para el
ensayo de PCR se utilizaron los oligonucle6tidos UPF2 Fwd y UPF2 Rev que
presentan la siguiente secuencia: UPF2 Fwd ATGGCAGCTTCCGCTAGCTG vy
UPF2 Rev TTAGAAGCCGGGACTGTTCC, con la técnica descrita en la seccion
7.3.3. El producto fue visualizado en un gel de agarosa tefliido con bromuro de
etidio y fotografiado bajo luz UV como se describe en el apartado 7.3.8 (Figura
19).

Los oligos que se utilizaron son especificos para Ustilago maydis y amplificaron el
marco de lectura abierto completo para el homélogo de UPF2 que presenta un
tamafio de 3708 pb iniciando en el ATG. La proteina UPF2 funciona como una
molécula adaptadora en el mecanismo de NMD, ya que presenta sitios de unién a
UPF1 y UPF3 (Mendel y cols, 2000), por esta razén fue necesario la amplificacion
del marco de lectura abierto completo para estudios posteriores.
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Figura 19. Homdélogo de UPF2 en U. maydis. A. Esquema del homdlogo de UPF2 en U.
maydis. Se muestran los tres dominios MIF4G, el tercero de estos dominios es el sitio de union
de la proteina UPF3. El tamafio total del gen es de 3708 pb. Las flechas negras indican la
posicion de los oligonucleétidos utilizados. Los nimeros en la parte inferior indican la posicion
de los dominios MIF4G. B. Gel de agarosa. Carril 1. Producto de PCR de UPF2 que presenta un
tamarfio de 3708 pb. Carril 2. Marcador de peso molecular (Gene Ruler 1 KB Fermentas).

Ambos productos de amplificacion se obtuvieron con la enzima Taq DNA
polimerasa (BioLabs) la cual genera extremos cohesivos que tuvieron que ser
reparados (seccion 7.3.5) antes de realizar la clonacion, para no modificar el
marco de lectura debido a que ambos productos de PCR inician con el ATG.
Después de ser reparados, los productos de PCR fueron purificados (seccion
7.3.7).

Después de obtener los productos de PCR, fue necesario buscar un sistema de
expresion para generar las proteinas recombinantes. En general, un sistema de
expresion consiste en un conjunto de elementos genéticos configurados de
manera optima para el control de la transcripcion y traduccion de las secuencias a
expresar. El sistema de expresion en Escherichia coli esta constituido por dos
componentes: una bacteria huésped y un vector de expresiébn que posee los
elementos génicos necesarios para realizar los procesos de transcripcién y
traduccion en dicha bacteria. E. coli es ampliamente utilizada como sistema de
expresion debido a su facil manipulacién, el elevado numero de mutantes y
vectores de expresion disponibles, el amplio conocimiento de la fisiologia de la
célula y el conocimiento del efecto de la sobreexpresion de proteinas sobre la
bacteria. La cepa de E. coli que se utilizd fue DH5a que presenta el genotipo
indicado en la tabla 3 y el vector de expresion fue pPROEX HT cuyas
caracteristicas se indican en la tabla 4.
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9.2 Clonacion de los fragmentos de PCR amplificados para los genes
homadlogos de UPF1 y UPF2 de U. maydis en el vector de expresion pPROEX
HTb

El sistema de expresion procariota pPROEX HT esta disefiado para la expresion
de proteinas recombinantes en E. coli. La proteina expresada presenta una
secuencia de 6 histidinas en el extremo N-terminal que favorece su purificacion.
El sistema de expresion pPROEX HT consta de tres series: pPROEX HTa,
pPROEX HTb y pPROEX HTc; los tres vectores presentan un tamafio de 4779 pb,
un origen de replicacion especifico para E. coli, un promotor Trc, un gen de
resistencia a Ampicilina y un gen lacl y Unicamente difieren en su marco de
lectura. Para la seleccion de un vector, primero se selecciondé una enzima de
restriccibn que estuviera disponible en el laboratorio, que presentara su sitio de
reconocimiento en el sitio mdltiple de restriccion del vector y que generara
extremos romos, los cuéles son requeridos para no desplazar el marco de lectura
debido a que los fragmentos de PCR fueron reparados para obtener de igual
manera extremos romos; este tipo de extremos vuelve no especifica la ligacion
inserto-vector, por lo que se tuvieron dos posibilidades: obtener una version
correcta de la clona, en la que el inserto se encuentra en la direccion 5" a 3" y
obtener una version incorrecta, en la que el inserto se encuentra en la direccién 3’
ab’.

La enzima que se utilizé fue Stul, cuya secuencia de reconocimiento es AGGCCT
y el vector que se eligié fue pPROEX HTb, el cual presenta en su sitio multiple de
restriccion el sitio de reconocimiento de la enzima elegida, la cual genera extremos
romos después del corte (Figura 20).

pPROEX HTb multiple cloning site and primer binding region: 235-463

ZED 320 Syl
M13/pUC Reverse 23-Base Sequencing Primer Ehel BSN:JI E‘:;':\ ool | Sl sall sl |
5'-AGCGGA TRACARTTTC ACACAGG -3'—» [ T ks W e T | -t
5'-AGCGGA TAACAATTTC ACACAGGAAA CAGACT ATG TOG TAG TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT TAC GAT ATC CCA ACE ACC GAAAAC CTG TAT TTT CAG™ GGC GCT ATG GGA TCC GGA ATT CAA AGG CCT ACG TCG ACG AGC TCA CTAGTC —
RBS mét ser tyr tyr hig Mis his his hig his asp tyr asp lle pro thr the glu asn lew tyr phe gin  ply ala met gy ser gy W gin arg pro thr ser thr ser ser leu val
(His)g spacer region (TEV protease cleavage site K2 |
Xl
445
Notl NspV  Xbal Pst| Xhal  Sphl'  Koml  Hisd Il
11 1 1 1 17 1

[

GCG GOC GCT TTC GAA TCT AGA BCC TEC AGT CTC GAG GCA TGC GET ACC AAG CTT GBC TET TTT GEC GEA TEA GABAA-3
ala ala ala phe glu ser arg ala cys ser by glu ala cys gly e lys leu gly cys phe gly gly stop

*Sph | has 2 recognition sites in pPROEX HT.

Figura 20. Sitio multiple de restriccién del vector pPROEX HTbh. Esquema que representa el
sitio multiple de restricciéon del vector, donde se observa el sitio de reconocimiento de la enzima
Stul en la posicién 362 indicado con una linea azul, el corte de esta enzima generara extremos
romos.
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Después de ser linearizado, el vector pPROEX HTb fue purificado como se indica
en la seccion 7.3.7.

9.2.1 Clonacion del fragmento de PCR amplificado para el homdlogo de
UPF1CH

El producto de amplificacion obtenido del dominio CH de UPF1 tiene un tamafio de
873 pb y el vector un tamafio de 4779 pb, por lo que el tamafio de la construccion
pPROb-UPF1CH es de 5652 pb, el inserto se localiza en la posicidon 363-1235
(Figura 21A). Después de la transformacion de la cepa DH5a de E. coli (seccion
7.4.2), las clonas se cultivaron en medio LB + AMP, debido a que el vector genera
resistencia a este antibidtico porque presenta un gen de resistencia a ampicilina.
De las colonias obtenidas se eligieron 20 de cada placa, a partir de las cuales se
realizé6 la extraccion de plasmidos (Seccién 7.3.2) y andlisis de restriccion
enzimatica para verificar las clonas seleccionadas.

Con el programa NEBCutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) se analiz6 la
secuencia de la construccion pPROb-UPF1CH para elegir una enzima de
restriccion disponible en el laboratorio, que generara un bandeo diferente para la
version correcta e incorrecta. La enzima que se utilizé fue EcoRI que reconoce la
siguiente secuencia palindrémica: GAATTC y presenta los sitios de
reconocimiento mostrados en la figura 21A, las bandas generadas después de la
restriccion enzimatica para la version correcta son: 685 pb y 4967 pb y para la
version incorrecta: 208 pb y 5444 pb.

Después de realizar el analisis de restriccion enzimatica a las 20 clonas
seleccionadas, solo una de ellas presento el bandeo correspondiente, la clona del
carril 2 de la figura 21B presenta bandas con un tamafo de 685 pb y 4967 pb que
corresponde a la version correcta de la clona, es decir el producto de amplificacion
fue insertado en el vector en la direccidon correcta (5" a 37). Las otras muestras
presentaron Unicamente el vector linearizado, es decir no hubo una ligacion
inserto-vector y al momento de transformar Unicamente se incorpor6 el vector.
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Figura 21. Construccién y restriccién enzimatica del plasmido pPROb — UPF1CH. A.
Representacion de la construccion pPROb-UPF1CH, en color rosa se muestra el producto de
amplificacion de UPF1CH y en color azul el vector. Ademas se indican los sitios de
reconocimiento de la enzima EcoRI en las etiquetas de color morado. B. Gel de agarosa que
muestra la restriccion enzimatica de las clonas de pPROb-UPF1CH con EcoRl. Carril 1. Marcador
de peso molecular (Gene Ruler 1 KB Fermentas). Carril 2. Plasmido de pPROb-UPF1CH cortado
con la enzima EcoRlI la cual presenta las bandas que corresponden a la version correcta de la
clona.

9.2.2 Clonacion del fragmento de PCR amplificado para el homoélogo de UPF2

El producto de amplificacion obtenido del homdlogo de UPF2 tiene un tamafio de
3708 pb y el vector un tamafio de 4779 pb, por lo que el tamafio de la construccion
pPROb-UPF2 es de 8487 pb, el inserto se localiza en la posicion 363-4070 pb
(Figura 22A). Al igual que para UPF1CH, después de la transformacion de la cepa
DH5a de E. coli (seccion 7.4.2), las clonas se cultivaron en medio LB + AMP y de
las colonias obtenidas se eligieron 20 de cada placa, a partir de las cuales se
realizd la extraccion de plasmidos (Seccidn 7.3.2) y analisis de restriccion
enzimatica para verificar las clonas seleccionadas.

Con el programa NEBCutter se analizé la secuencia de la construccién pPROb-
UPF2 para elegir una enzima de restriccion disponible en el laboratorio, que
generard un bandeo diferente para la versién correcta e incorrecta. La enzima
seleccionada fue Xhol, que reconoce la siguiente secuencia palindrémica:
CTCGAG vy sus sitios de reconocimiento se muestran en la figura 22B. Las
bandas generadas después de la restriccion enzimatica con la enzima Xhol para la
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version correcta son: 1416 pb, 1881 pb y 5190 pb y para la version incorrecta: 521
pb, 1416 pb y 6550 pb.

Después de realizar el andlisis de restriccion enzimatica a las 20 clonas
seleccionadas, solo se obtuvo una clona correcta. La clona del carril 2, presenta
bandas con un tamafio de 1416 pb, 1881 pb y 5190 pb con la enzima Xhol (Figura
22B), que corresponden a la version correcta de la clona, es decir el producto de
amplificacion fue insertado en el vector en la direccion correcta (5" a 3°).

A B

~m528pb Xhol
b s Kb
pPROb-Upf2 = = 4Kb
PPROEX HTD Ry 8487 pb 1881 pb —p —2Kb
1416 pb—> — 2.5 Kb
—1Kb
2890pb Xhol

Figura 22. Construccion vy restriccion enzimatica del plasmido pPROb-UPF2. A.
Representacion de la construccion pPROb-UPF2, en color rosa se muestra el producto de
amplificacion de UPF2 y en color azul el vector. Ademéas se muestran los sitios de reconocimiento
de la enzima Xhol en color verde. B. Gel de agarosa que muestra la restriccion enzimatica de las
clonas pPROb-UPF2 con Xhol. Carril 1. Plasmido pPROb-UPF2 cortado con la enzima Xhol que
presenta las bandas correspondientes a la version correcta de la clona. Carril 2. Marcador de
peso molecular (Gene Ruler 1 KB Fermentas).

Las dos clonas que se seleccionaron después del analisis de restriccion
enzimatica, fueron mandadas a secuenciar lo que corrobor6é que correspondian a
la versidn correcta de la clona, es decir presentan la direccién correcta 5" a 3°. Se
trabaj0 con estas muestras para realizar la sobreexpresion de las proteinas
recombinantes, sin embargo no se garantizaba su obtencion porque la expresion
de proteinas recombinantes depende de varios factores genéticos Yy fisiolégicos.
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9.3 Sobreexpresion de las proteinas recombinantes homdélogas a UPF1 y
UPF2 de U. maydis en E. coli DH5a

El sistema de expresion utilizado: E. coli DH5a y el vector pPROEX HTb,
permitirdn la obtencién de las proteinas recombinantes; como se menciono
anteriormente, el vector pPROEX HTb presenta un gen Lacl el cual favorece la
traduccion en presencia de lactosa, en el laboratorio se utiliz6 el isopropil
tiogalactosido (IPTG) que es un analogo no hidrolizable de la lactosa para
mantener la concentracion constante durante todo el experimento.

La induccion de proteinas recombinantes se realiz6 a partir de cultivos de las
clonas seleccionadas; cuando los cultivos alcanzaron una DOsgonm entre 0.5 -1, se
tom6 una muestra que correspondid a la muestra sin inducir, posteriormente se
agregd IPTG a una concentracion final de 0.6 mM y se tomaron muestras
correspondientes a 1, 2, 3 y 5 horas de induccion. Después de tener todas las
muestras, sin inducir y con diferentes tiempos de induccion, se realizé un lavado
con PBS 1X para eliminar completamente el medio de cultivo y las muestras
fueron sonicadas y calentadas para lisar las células y liberar el extracto proteico,
este paso fue necesario porque una de las desventajas de E. coli como sistema de
expresion es el hecho de que no secreta las proteinas recombinantes al medio.
Después de esto, se realizd un andlisis del extracto proteico obtenido en geles de
poliacrilamida tefiidos con Azul de Coomassie.

9.3.1 Sobreexpresién de la proteina recombinante homéloga a UPF1

La proteina recombinante de UPF1CH presenta un tamafio aproximado de 37 KDa
el cual fue calculado con el programa ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/). El inicio de la traduccién sera en el codén AUG
del vector; el producto de amplificacion de UPF1CH no presenta un codén de
termind, por tanto el proceso de traduccion finalizara en el codon de término del
vector.

En la figura 23 se presentad una imagen del gel de poliacrilamida tefiido con Azul
de Coomassie que se utilizd para correr el extracto proteico de la clona pPROb-
UPF1CH. El carril 2 presenta la muestra sin inducir y por esa razén la banda
correspondiente a la proteina recombinante no se observa, en el carril 3 se
presenta la muestra inducida por 5 horas, en la que se observa una banda con un
tamafo correspondiente al esperado para la proteina recombinante.
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Figura 23. Induccién de Ila proteina
recombinante UPF1CH. Gel de poliacrilamida

40 KDa— & KD teflido con Azul de Coomassie que muestra el
3782 Corrimiento de los  extractos proteicos de
35 KDa— pPROb-UPF1CH. Carril 1. Marcador de peso

molecular (Page Ruler Fermentas). Carril 2.
pPROb-UPF1CH sin inducir. Carril 3. pPROb-
UPF1CH con un tiempo de induccién de 5
horas.

9.3.2 Sobreexpresion de la proteina recombinante homdéloga a UPF2

La proteina recombinante homéloga a UPF2 presenta un tamafio aproximado de
141 KDa el cual fue ~calcilado con el programa ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/). El inicio de la traduccién sera en el codén AUG
del vector; el producto de amplificacién de UPF2 corresponde al marco de lectura
abierto completo, por tanto el proceso de traduccion finalizara en el codén de
término del inserto.

En la figura 24 se presenta una imagen del gel de poliacrilamida que se utilizd
para correr el extracto proteico de la clona pPROb-UPF2. El carril 2 presenta la
muestra sin inducir y por esa razon la banda correspondiente a la proteina
recombinante no se observa, en el carril 3 se presenta la muestra inducida por 5
horas, en la que se observa una banda con un tamafo correspondiente al
esperado para la proteina recombinante. En contraste con la proteina
recombinante UPF1CH, la proteina recombinante UPF2 presenta una menor
concentracion, debido a que el experimento se realizd en las mismas condiciones
que para la proteina recombinante UPF1CH, es probable que la baja
concentracion de la proteina recombinante UPF2 se deba a las caracteristicas del
mensajero, incluyendo el tamafio de UPF2 que es mucho mayor al de UPF1CH.
Se debe destacar que la concentracion de las proteinas no fue determinada por
métodos cuantitativos, solo cualitativos y por esa razon no de indican valores que
indiquen la concentracion de las proteinas recombinantes.
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Figura 24. Induccién de la proteina recombinante
UPF2. Gel de poliacrilamida tefiido con Azul de
Coomassie que muestra el corrimiento de los
extractos proteicos de pPROb-UPF2. Carril 1.
Marcador de peso molecular (Page Ruler Fermentas).
Carril 2. pPRODb-UPF2 sin inducir. Carril 3. pPROb-
UPF2 con un tiembo de induccién de 5 horas.

Las bandas correspondientes a las proteinas recombinantes homologas a
UPF1CH y UPF2 se observan en los geles de poliacrilamida, en ambos casos la
banda correspondiente a la proteina no se observa en la muestra sin inducir. La
obtencion de las proteinas recombinantes se corrobor6 por comparaciéon de su
tamafio con un marcador de peso molecular, por tanto se deben realizar otros
experimentos para verificar las proteinas recombinantes obtenidas. Ademas de la
banda correspondiente a la proteina se observan otras que corresponden a
diversas proteinas celulares de E. coli.

La obtencién de las proteinas recombinantes homoélogas a UPF1CH y UPF2 es
solo una parte de los experimentos que se necesitan realizar para determinar y
analizar el mecanismo de NMD en el modelo de estudio. Las proteinas
recombinantes obtenidas nos permitiran realizar estudios para analizar su
secuencia y homologia con otros homélogos determinados, analizar su funcién y
finalmente el hecho de si son participes en el mecanismo de NMD en U. maydis y
otros mecanismos.
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10.CONCLUSIONES

» Se comprob6 que U. maydis presenta los genes para amplificar los
homologos de las proteinas putativas Upf1CH y Upf2.

» Se obtuvé la ligacién inserto-vector de las construcciones de pPROb-
Upf1CH y pPROb-Upf2

» Se obtuvd la sobreexpresion de las proteinas recombinantes putativas
homologas a UPF1CH y UPF2 de U. maydis
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11.PERSPECTIVAS

» Realizar la amplificacion del marco de lectura abierto completo para el
homologo de UPF1 de Ustilago maydis.

» Verificar por ensayos de Western Blot las proteinas recombinantes
homélogas a UPF1 y UPF2 de Ustilago maydis obtenidas.

» Realizar experimentos que permitan comprobar la interaccion de las
proteinas recombinantes obtenidas.
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