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Introduction& Objetives:
ThecAMP-dependentprotein kinase(PKA)is an enzymethat engagesthe
transferenceof a phosphategroupof ATPto its target protein; its activity is
regulated by intracellular cAMP concentration. In Yarrowia lipolytica, a
dimorphic fungus of biotechnological interest, we found that PKA is
involved in morphogenesis,cell metabolism and adaptation to stress
conditions1,2. Theregulatoryand catalyticsubunitsof PKAare encodedby
solegenes: RKA1 and TPK1, respectively1,2,3. In this work, proteomicsand
molecular biology techniqueswere adapted to identify potential target
proteinsof Y. lipolyticaPKÁs. Thestrategyusedwasbasedon comparison
of immunoenrichedproteins with an antiphospho-PKAsubstrateantibody
from a wild type strain (PO1A) and a mutant strain without PKAactivity
(ɲtpk1).

Materiales & Métodos:
Å Cultivoscelulares: Lascepasde Y. lipolytica PO1A (INRA,Francia)y ɲtpk1 (Cervantes-

Chávezet al., 2009) se cultivaron en medio YPDa 28°C y 200 r.p.m. hasta fase
estacionariatemprana. Losextractoscelularesse prepararonpor vortexeocon perlitas
devidrio enbuffer IPconinhibidoresdeproteasasy fosfatasas.

Å Enriquecimiento fosfoproteico: Los extractos celulares se enriquecieron en
fosfoproteínaspor cromatografía de inmunoafinidad. La resina fue generadapor el
método del DMP uniéndose covalentemente un anticuerpo monoclonal anti-
fosfoSustratode la PKA(anti-RRX(S/T)p)(CellSignalingTech,) a la proteínaAsefarosa.

Å Separación de proteínas: Los extractos inmunoenriquecidos se resolvieron por
electroforesis bidimensional (2D-PAGE)y se tiñeron por el método del coomassie
coloidal. Los gelesse digitalizarony mediante análisisin silico por software Delta2D
(DECODONGmbH) seseleccionaronlosspotsparasuposterioridentificación.

Å Análisis de proteínas: Las proteínas se identificaron por espectrometríade masas
MALDI-TOFmediantela técnicade la huellapeptidicay severificaronlassecuenciaspor
fragmentaciónMS/MSdealgunospicos.

Resultados:
Å Inmunoenriquecimiento en fosfoproteínas: Un análisis previo evidencia la

eficiencia en el proceso de inmunoenriquecimiento (datos no mostrados)
mientrasquela imagen1 muestrala especificidadde la inmunoresina.

ÅSeparaciónde fosfoproteínas: Losextractosinmunoenriquecidosse resolvieron
por electroforesisbidimensional2D-PAGEobteniendoselos spotsmostradosen
la figura2 Ay B.

ÅSeleccióndiferencial de spots: Poranálisisin silicode lasdigitalizacionesde los
geles se seleccionaronlos 10 spots mostrados en 2 C, para analizar por
espectrometríade masas.

Å Identificación de proteínas por MALDI-TOF: La tabla 3 enumera las proteínas
identificadasobtenida por asignaciónde un scorea los fragmentospeptídicos
obtenidospor tripsinizacióny posteriorMALDI-TOF.

Spot MM en gel 

(kDa)

Núm.  De acceso1 MM teórica 

(kDa)

Descripción

3 41 YALI0C04422g 40 Subunidad regulatoria de la

PKA

5 44 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

8 32 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

10 45 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

17 45 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

20 28 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

24 39 YALI0C09141p 50 EF1-ʰ

25 41 YALI0C09042p 51 Putativa ubiquinona

monooxigenasaCOQ6

36 35 YALI0C09042p 51 EF1-ʰ

52 36 YALI0C09042p 51 EF1-ʰ

1. Inmunoenriquecimientode fosfoproteínas.
El enriquecimiento en fosfoproteínaspor la resina
anti-fosfoSustrato de la PKA Proteína A-sefarosa,
muestrala eficienciadel inmunoenriquecimientopor
reveladocon coomassiecoloidalcomocontrol en (A)
y el Western-blot con anticuerpo anti-Rka1p en (B)
muestrala especificidaddel inmunoenriquecimiento.
Análisisde las proteínasenriquecidasde cepaswt (PO1A) y mutante
(ҟǘǇƪ1 ). MM marcadoresdepesomolecular.

2. Spotssignificativos.
Identificadospor análisisin silicoconel softwareDelta2D (DECODONGmbH) por comparación
de lasdiferenciasde intensidadentre la cepawt (PO1A)y mutanteόҟǘǇƪ1). Estosspotsfueron
seleccionadosparaseridentificadospor MALDI-TOF.
Digitalizaciónde gelesteñidos por coomassiecoloidalen A: wt (PO1A) y B: ҟtpk1. C:Ampliaciónde los spots (en escalade
grises)seleccionados.

A                                    B                                            C      

3. Tabla de identificación de spots. 
1Número de acceso para base de datos http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/YALI. MM, masa 
molecular

Conclusiones:
Å Selogróponera punto unatécnicaeficienteparael enriquecimientoenproteínasfosforiladasen la secuenciatarget de la PKA.
Å Serealizóla identificaciónteóricade los sustratosputativosde la PKAde Y. lipolyticaEF1- ;h unaproteínacon homologíaa la monooxigenasade la biosíntesisde ubiquinonaCoq6 de S.

cerevisiaey la subunidadregulatoriaRka1 de la PKA.
Å Sedemostróla posibilidadde utilizar anticuerposcontra fosfoserina/ treoninaparala realizaciónde un estudioglobalde lasproteínastarget de la PKA. Sibien el inmunoenriquecimiento

conesteanticuerpoinvolucrainteraccionesinespecíficas; al contarconel modelodecepasҟtpk1/wt selogradescartarlasproteínascontaminantespor un análisiscomparativo.
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