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I.-Introduccion.
I.1.- Introduccion general al género Streptomyces.

Las bacterias Gram+ se dividen en dos grupos principales, con bajo o alto
contenido de G+C en su ADN. El grupo de bajo contenido incluye a los géneros
Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Thermoactinomyces
v Mycoplasma. El grupo de alto contenido de G+C, llamado normalmente
actinomycetes, incluye géneros como Micrococcus, Arthrobacter, Corynebacterium,
Mpycobacterium, Nocardia, Thermonospora y Streptomyces [1].

Los Streptomyces son bacterias que normalmente habitan el suelo y poscen
algunas caracteristicas que las hacen académica e industrialmente importantes, como
ser: a) la produccion de una gran variedad de metabolitos secundarios b), su complejo
ciclo de diferenciacion morfologica y fisiologica c) grandes éreas silentes de su genoma
d) inestabilidad en la herencia por deleciones y amplificaciones de sectores de su
genoma €) elementos gencticos extracromosomales circulares y lineales y f) un
cromosoma lineal demostrado solamente para S. lividans y S. coelicolor 2] [3] [4].

En general las bacterias cuando crecen y se reproducen dan como resultado dos
células sin mayores diferencias a la que le di6 origen [5]. Sin embargo, algunas bacterias
manifiestan un proceso complejo de diferenciacion, tal es el caso de la formacion de
endosporas en Bacillus o la formacion del micelio que posteriormente dara origen a los
esporos en Streptomyces [6]. En los Streptomyces se da ademas una diferenciacion
fisiologica que acompaiia de alguna manera a la diferenciacién morfoldgica, ya que

lleva a la produccion de metabolitos secundarios.

I.2.- Diferenciacion morfologica en Streptomyces.

En el estudio del crecimiento y diferenciacion de los Streptomyces, el esporo es
el punto de partida. En medio sélido un esporo germina y da lugar a una colonia. Si el
alimento es suficiente la colonia comienza a experimentar un rapido crecimiento dando

lugar a la formacion del micelio sustrato, caracterizado por una red de hifas

multinucleadas que penetran en el medio (o en el suelo), para solubilizar compuestos
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organicos que posteriormente necesitard para continuar el crecimicento y la difenciacion.
El crecimiento de las hifas en medio liquido o sélido ocurre principalmente por
extencion de la pared celular de las puntas de las hifas; las mismas se multiplican cuasi-
exponencialmente por la formacion de ramificaciones en las partes mas viejas de las
hifas [7]. Los compartimentos de las hifas (especialmente las puntas) contienen muchas
copias del genoma. Los septos vegetativos son poco comunes y generalmente no son el
sito de separacion celular. En un estadio posterior de desarrollo, comienza la
diferenciacion del micelio sustrato en micelio_aéreo a expensas de un proceso de
“canibalizacion” del micelio sustrato parcialmente lisado 8] [9]. A medida que las
colonias crecen adquieren un aspecto blanco y algodonoso. y las partes mas alejadas del
extremo de crecimiento acumulan materiales como glucégeno, lipidos y polifosfatos
[10]. Esto ocurre también en £. coli y otras bacterias cuyo crecimiento se ve limitado
por falta de nutrientes [11]. La formacion del micelio aéreo se produce luego de un
periodo corto de reducida sintesis macromolecular [12] que podria estar involucrado con
el reciclado del material asimilado previamente por el micelio sustrato. Por eso, cuando
el micelio aéreo crece parte del sustrato muere. Los cambios en el potencial osmotico
itracelular, que puede ser generado por la solubilizacion de macromoléculas como el
glucdgeno, ayudarian al desarrollo de las hifas aéreas [13] [3]. En este punto, una gran
variedad de proteinas se depositan sobre la superficie de la hifa, las que persistiran a lo
largo del proceso de esporulacién. Estas proteinas, que han sido denominadas en
conjunto proteinas Sap (por sporulation associated protein), juegan un rol importante en
el desarrollo de las hifas que emergen del micelio sustrato [14]. Las Sap garantizan el
mantenimiento de la hidrofobicidad de las hifas y de los esporos como forma de
protegerlos de la desecacion. El agotamiento de los nutrientes en el micelio sustrato
podria ser una causa que limite el crecimiento de las hifas aércas, las cuales comienzan a
enrollarse y contintian acumulando glucogeno y trehalosa [10]. Mas tarde, la formacion
de los septos a intervalos regulares, producira la compartimentalizacion unigenémica de
las puntas de las hifas que luego daran lugar a los esporoé. Se ha comprobado que

existen diferencias estructurales en estos septos con aquellos encontrados

(%)
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ocasionalmente en las paredes de las hifas vegetativas [3]. Finalmente, aparecen
cambios en el grosor de la pared y la forma de los esporos concomitantemente al
deposito de un pigmento gris en los esporos (Whik) y a la desaparicion del glucdgeno
del citoplasma [10]. Una hita genera un promedio de 10 esporos y una colonia en 6 dias
en medio minimo llega a dar =10’ esporos [3]. En las Figuras 1, 2, 3 y 4 se muestran el
diagrama del ciclo de vida del S. coelicolor, los dos tipos de micelio, los esporos y una
fotografia de las colonias de las bacterias crecidas en medio sélido en el laboratorio,
respectivamente.

En general los Streptomyces no esporulan en medio liquido [15] pero, en los
ultimos tiempos, se han encontrado diversas especies con la capacidad de esporular bajo
determinadas condiciones en medio liquido. Por ejemplo, S. griseus no esporula en
medio rico liquido, pero si lo hace en un medio de composicion definida. En un periodo
que va de 26 a 30 hs esta bacteria experimenta la germinacion de los esporos, desarrollo
del micelio y esporulacion; es por eso, que S, griseus €s una especie que se utiliza para
los analisis genéticos y fisiologicos de la esporulacion [16]. S. coelicolor en cambio, es
incapaz de esporular en medio liquido, al menos, cn las condiciones utilizadas

comunmente en el laboratorio.

1.3.- Diferenciacion fisiolégica en Steptomyces.

La diferenciacion fisologica en Streptomyces se refiere a la produccidon de
metabolitos secundarios, definidos como productos naturales que no poseen un rol en la
economia interna del organismo que los produce. De los Streptomyces proviene el 70%
de los antibidticos conocidos [17], ademas de una gran variedad de sustancias con
diversas actividades biologicas (antifiungicos, anticancerigenos, antiparasitarios,
inmunosupresores, ctc.) [18] [19] [20] y numecrosas exocnzimas de importancia
industrial (celulasas, amilasas, proteasas, etc.) [21].

La produccion de antibioticos y su asociacion con organismos que esporulan
(Bacillus, Streptomyces), sugiere que estas sustancias cumpleﬁ un rol muy importante en
la proteccion del productor en ciertos estadios del desarrollo, cuando es vulnerable a la

invasion por microorganismos competidores (por ejemplo, durante el desarrollo de la
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hifas adreas o durante la germinacion de los esporos) [22]. Los argumentos mas
importantes que apoyan esta postura son: a) los organismos productores carecen dc
sistema inmunitario [19], b) el microorganismo productor del antibiotico es sensible a
su propio producto si este es adiconado al medio antes de que comience a producirlo

[23] y ¢) presencia de genes de resistencia en productores [24] [19].
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Figura 1: Diagrama del ciclo de vida de S. coelicolor, mostrando los estadios del
desarrollo de Ia bacteria en medio solido (reproducido de [4]. Los fenotipos de las
hifas aéreas en la mutantes whi difieren de las normales. Las mutantes estan sefialadas
con flechas que divergen del ciclo de vida antes de la designacion del gen.
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Figura 2: Diagrama de un corte longitudinal de una colonia de Streptomyces
indicando los estados fisioldgicos en diferentes localizaciones de la hifa. Los
depdsitos de sustancias representan principalmente al glucogeno pero es extensivo a
otros compuestos como lipidos y polifosfatos. (reproducido de.[4] (.
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Figura 3: Fotografia de microscopia electronica en donde se muestran las cadenas de
esporos formadas en el micelio aéreo de S. coelicolor ( reproducido de [4]).



INTRODUCCION

Figura 4: Colonias de S. coelicolor crecidas en medio sélido en el laboratorio. Se
distinguen el micelio aéreo (blanco algodonoso), zonas de esporulacion (micelio gris)
y sobre la superficie gotas exudadas que contienen actinorodina.
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1.4.- Streptomyces coelicolor como modelo de estudio.

S. coelicolor no produce ningun antibiotico de utilidad comercial. Sin embargo,
se ha tomado a esta especie como un modelo ideal para realizar los estudios genéticos
de los Streptomyces, debido a que se disponen de sistemas muy bien desarrollados de
clonado y espresion de genes, disrupcion génica y elementos mdviles. Ademas, esta
cepa produce pigmentos de color de los cuales dos, actinorodina (azul) y la
undecilprodigiosina (rojo), son antibidticos lo que facilita el estudio genético de la

biosintesis de metabolitos secundarios [25].

L.5.- El genoma de Streptomyces coelicolor.

S. coelicolor produce, al menos, cuatro antibidticos durante su fase estacionaria
de crecimiento en medio liquido. Dos de ellos, actinorodina y undecilprodigiosina, son
compuestos policetonicos; los otros dos son un antibidtico Ca2+-dependiente y la
metilenomicina. Aunque todos poseen actividad antibacteriana ninguno de ellos es
usado comencialmente.

S. coelicolor es la especie de Streptomyces mas estudiada genéticamente. Tiene
un cromosoma lineal de aproximadamente 8 Mb [26] y un contenido G+C de 70% [27].

El genoma de S. coelicolor tiene la carcteristica de poseer dos grandes regiones
genéticamente silentes separadas por dos regiones activas genéticamente [28]. Otra
peculiaridad es la simetria circular de los genes mapeados; es decir, que un gen que
tiene una funcidn relacionada a otro gen dado (por ejemplo, el paso siguiente de una via
metabdlica), puede encontrarse en la posicion opuesta en el mapa genético [28]. Esta
simetria podria ser el resultado de una duplicacion del genoma y la posterior pérdida de
un mienbro de la mayoria de los pares de los genes duplicados.

El genoma de S. coelicolor tiene una marcada predisposicion a la inestabilidad
genética, debido a deleciones y amplificaciones de algunas secuencias en particular
(generalmente entre 3 y 35 kpb) [29]. A veces las ampliﬁca(‘;iones estan asociadas con

un fenotipo en particular, tal es el caso de una mayor resistencia a los antibiéticos [30].
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S. coelicolor posee dos plasmidos, SCP1 [31] y SCP2 [32]. SCP1 es un plasmido
lineal de 350 kpb y es uno de los pocos plasmidos de Streptomyces que codifica un
fenotipo reconocible, la produccion del antibidtico metilenomicina [33]. En realidad
este es el Unico metabolito producido por Streptomyces cuyos genes biosintéticos se
encuentran codificados en un pldsmido. En cambio, SCP2 es un plasmido circular de 31
kpb. También contiene a SLP1 que es un pldsmido que puede integrarse al cromosoma o
ser un elemento auténomo en el genoma [34]. SLP1 puede ser transferido a cepas SLP1
por conjugacion [35].

En Streptomyces spp. se han encontrado diversos elementos genéticos accesorios
tales como plasmidos circulares de alto y bajo nimero de copias, fagos virulentos, fagos
temperados similares a lambda (por ejemplo ®C31), un transposon de la familia Tn3 un
gran numero de secuencias de insercion y plasmidos gigantes (por ejemplo, SCP1) [34].
Los vectores plasmidicos que se usan normalmente para el clonado y andlisis de S.
coelicolor son derivados de los plasmidos nativos SCP2 y plJ101. SCP2*, una variante
inestable de SCP2, y sus derivados han sido usados en la mayoria de los casos como
vectores de clonado. El pIJ101 es usado en situaciones en que se requiere un plasmido
de alto numero de copias [36]. El fago temperado ®C31, que se encuentra ~en
Streptomyces spp, también ha sido dearrollado como vector de clonado. La delecion del
sitio attP permite la insercion de grandes fragmentos clonados y previene su integracién
al cromosoma [37], por lo que se lo ha utilizado mucho en experimentos de disrupciones

génicas.

1.6.- Mutantes de S. coelicolor.

Los estudios de la diferenciaciéon morfologica en S. coelicolor se concentran en
mutantes que no producen micelio aéreo (mutantes b/d) y en aquellas que desarrollan
micelio aéreo, que permanece blanco por su incapacidad de producir esporos madur;)s
sociados a un pigmento gris caracteristico WhiE (mutantes whi) [3].

Las mutantes bld o bald de S. coelicolor pueden icientiﬁcarse como colonias
brillosas y han sido mapeadas en diferentes loci. De ellas (bldA-I), se han identificado

por la incapacidad de producir micelio aéreo. La mayoria de las mutantes bld (excepto

10
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bldC) son pleiotropicamente defectivas en la produccién de antibidticos [3], lo que
sugiere que la diferenciacién morfologica y fisiolégica comparten algunos elementos de
control genético. Es importante destacar que estas mutantes (excepto bldB y bldI) son
condicionales; es decir, pueden producir micelio aéreo y esporos en medio minimo
conteniendo manitol (en lugar de glucosa como fuente de carbono), 9 bien creciendo
cerca de una cepa salvaje [38]. Pope y colaboradores sugieren que el “defecto primario
en las mutantes bld esta en la regulacion de la utilizacién de la fuente de carbono........ y
que la incapacidad de iniciar la morfogénesis es una consecuencia secundaria de su
incapacidad de sensar el hambreado” [39]. Varios genes bld han sido clonados y de los
cuales bldA ha sido el mas estudiado. bld4 codifica un ARNt que puede traducir un
coddn de leucina (TTA) [40] que no se encuentra en genes esenciales y es “raro” debido
a la gran desviacidn que tienen los Streptomyces en el uso de codones [41]. La presencia
del codon TTA en genes que se expresan en fases tardias del desarrollo sugirié una
regulacion a nivel traduccional para la formacion del micelio aéreo [3]. Sin embargo,
otros experimentos realizados por Gramajo y colaboradores [42] cuestionaron esta
postura. Ellos demostraron que el ARNt b4/d4 no es controlado en el desarrollo y que
ademdas es capaz de traducir codones UUA aun durante estadios tempranos del
crecimiento.

Willey y colaboradores [43] descubrieron que la mayoria de las mutantes bld
(bldA-H, bldK y bld261) fallan en producir una proteina, SapB, que se excreta al medio
en las cepas BId" y que esta asociada a la superficie de las hifas aéreas y a los esporos
[4]. A todas estas mutantes bld se les puede inducir el desarrollo del micelio aéreo por el
agregado de SapB al medio de cultivo. Esta proteina, de 17 amino acidos, no es
sintetizada ribosomalmente [38].

Las mutantes whi han sido identificadas como colonias cuyo micelio aéreo
permanece blanco luego de periodos prolongados de incubacion [3]. De una coleccién
de 52 mutantes whi, nueve loci (whid-I) se han identificado por mapeo genético.
Algunas mutantes whi estdn directamente involucradas en la biosintesis del pigmento
gris caracteristico de los esporos. Sin embargo, muchas mutantes son incapaces de

producir la compartimentalizaciéon unigenémica de los preesporos [4]. Estas ultimas
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mutantes involucran a un grupo de genes relacionados con la cascada que govierna los
primeros estadios de la esporulacion. Estudios realizados con microscopia electrénica y
de contraste de fase han revelado que whid, B, y H son mutantes que producen hifas
aéreas enrolladas tipicas a diferencia de whiG, cuyas hifas son largas y rectas. Por el
contraro, las hifas whil son extremadamente enrolladas. Tres genes whi han sido
clonados y secuenciados: whiB [44], whiG [13] y whiE [45]. whiB codifica una proteina
de 87 amino 4cidos de funcién desconocida cuyas caracteristicas supone una proteina de
union a ADN. El producto de whiG codifica un factor sigma [4] y muestra un 40% de
amino 4cidos idénticos a otros factores sigma de B. subtilis, S. typhimurium y P.

aeruginosa [3]; cuando este gen es superexpresado, causa una esporulacion desmedida
provocando la formacién de cadenas de esporos del micelio que se encuentra en la
superficie del agar en el medio sélido (esporulacién ectdpica) y en medio liquido [3].

Finalmente, whiE es un grupo de genes que codifica para una policétido sintetasa tipo II,

lo que indica que el pigmento gris de los esporos es un compuesto aromatico

policeténico similar a la actinorodina y a muchos otros antibiéticos [4]. Los fenotipos de
las mutantes en relacion con el ciclo de vida de una cepa salvaje se muestran en la*

Figura 1.

L.7.- Crecimiento de S. coelicolor en medio liquido y sélido.

En medio de cultivo liquido, minimo o rico, S. coelicolor muestra una curva de
crecimiento caracteristica y compleja con cuatro fases claramente diferenciables: una
primera fase de crecimiento logaritmico (CR1), luego una fase de transicién (T) que
antecede a una segunda fase de crecimiento logaritmico (CR2) y por tltimo la fase
estacionaria (S). Este tipo de curva no es unica para esta especie, sino que fue observada
en S. higroscopicus [46), S. ambofaciens [47]y S. albus [48].

En medio sé6lido también pueden diferenciarse 4 fases: una de crecimiento répicio
que corresponde a la formacién de micelio sustrato, luego un periodo en el cual se
detiene el desarrollo y que antecede a una segunda fase de crécimiento que dard lugar a
la formacion del micelio aéreo y produccion de antibidticos [12] y finalmente, la etapa

de la esporogénesis..
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Estudios realizados durante todo el dearrollo de la bacteria creciendo en medio liquido,
han demostrado que en la fase de transicién ocurren importantes cambios fisioldgicos
que se reflejan en : a) disminucién de la sintesis proteica [12], b) cambios en la
expresion génica [49], c) activacion de regulones de estrés [50] [51], d) cambios en el
pH del medio (X. Li, comunicacion personal), ) induccion de genes de la biosinteis de
antibioticos [46] f) disminucién general de la sintesis de proteinas ribosomales [52] y g)
acumulacion de ppGpp [46]. La fase de transicion en medio liquido puede relacionarse
al corto periodo de disminucion del crecimiento observado en la diferenciacion colonial
en medio sélido (Figura 5), por lo que sugeriria aunque no probaria que la CR2 y los

cambios morfoldgicos que dan lugar al micelio aéreo estan relacionados [12].
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L.8.- Estrés y desarrollo en S. coelicolor.

Muchos de los conceptos que han surgido de estudios realizados en E. coli y B.
subtilis han servido de guia para los estudios del desarrollo en Streptomyces. El
conocimiento del ciclo de vida de estas bacterias se ha basado fundamentalmente en
estudios a nivel bioquimico, genético y de observacion microscopica. Recientes avances
en la tecnologia de geles bidimensionales y sus modernos programas de analisis, han
facilitado estudiar el proteoma de los Streptomyces durante el desarrollo y en situaciones
de estrés. Esta técnica se basa en marcar las proteinas con [358]-metionina y resolverlas
en geles bidimensionales para luego realizar las comparaciones de las autoradiografias
usando programas de computacién apropiados. Por ejemplo, en S. higrocdpicus esta
técnica confirmé de qué manera se regula la produccion del antibidtico bialaphos que se
habia observado en estudios previos y que reveld, a un nivel nunca alcanzado, las
interacciones de todas las proteinas expresadas [46]. Por otro lado, Dary y colaboradores
usando la misma tecnologia, estudiaron las alteraciones de la expresion génica causadas
por amplificaciones espontdneas y reordenamiento gendmico en diferentes cepas de S.
ambofaciens [47]. El grupo de J. Salas, en cambio, estudié los cambios en la expresion
génica de genes de proteinas ribosomales durante todo el ciclo de vida de S. coelicolor
A3(2) en medio liquido [52]. Recientemente se ha publicado un trabajo detallado sobre
la expresion proteica durante el desarrollo de S. coelicolor a 30°C. Los andlisis del
mismo permitieron clasificar los distintos geles bidimensionales en cuatro grupos
diferentes, reflejando cada uno la expresion génica especifica de cada fase del desarrollo
de S. coelicolor (RC1, RC2, T y S) creciendo en medio liquido [49].

Experimentos recientes han demostrado que la fase de transicién es una
consecuencia directa del hambreado. Andlisis cuantitativos de la composicion del medio
de cultivo MG (ver Materiales y Métodos), revelaron que la fase de transicion es el
reflejo de una curva diduxica. Luego del CR1 la fuente de carbono y nitrogeno, él
glutamato, se agota y la bacteria entra en el estado de transicién en el cual se produce
una reprogramacién metabdlica para comenzar a consumir ﬁuevas fuentes de carbono
(maltosa) y nitrégeno (amonio) (J. Novotnd, comunicacion personal). Otros estudios de

la expresion génica y fisiologia de la etapa de transicion también han demostrado una
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coincidencia entre la fase de transicion, el hambreado y los regulones de estrés. Por
ejemplo, la respuesta al estrés por calor en S. coelicolor ha sido muy bien caracterizada.
Puglia y colaboradores determinaron que la expresion de las proteinas de estrés térmico
y la induccion de las mismas como respuesta al aumento de temperatura, estan reguladas
a lo largo del desarrollo de la bacteria [51]. Ademads, la mitad de las proteinas analizadas
en el éstrés por calor, son inducidas espontineamente en la fase de transicion
simultaneamente a la reduccion de la sintesis proteica (X. Li, comunicacién personal y
[51].

Thompson y colaboradores, basados en el rol de la presién osmética en la
ereccion del micelio aéreo [13], indujeron cultivos crecidos en la primera fase
logaritmica (CR1) con NaCl. Lo interesante es que mas del 50% de las proteinas
inducidas por NaCl fueron apagadas o encendidas durante la fase de transicion (P.
Viollier y J Vohradsky, comunicacioén personal.

Hasta el momento no hay trabajos comparables en otros rﬁicroorganismos a los
llevados a cabo en S. coelicolor, que relacionen ciclo de vida con activacién de
regulones de estrés. Sin embargo, la respuesta adaptativa ha sido descripta en E. coli
[53] y B. subtilis [54]. En B. subtilis, las proteinas de estrés general pueden ser
inducidas por calor, sal y hambreado [54]. Por otro lado, el grupo de Neidhardt observo
en E. coli que algunos antibi6ticos inducen la respuesta al estrés térmico mientras que
otros inducen la del estrés al frio [53]. La respuesta inducida de estrés al calor por
antibioticos estd sustentada en la observacion que mutantes de E. coli en el principal
activador de esta respuesta, el factor sigma 32, son sensibles a algunos antibiéticos [55].

Los diversos estudios realizados y otros en marcha (incluidos los resultados que
se presentan en esta Tesis) tienen como objetivo unificar un modelo en el cual el
hambreado es el desencadenante de la induccion de regulones de respuesta a diferentes
estrés. Los distintos regulones tal vez han sido utilizados por los Streptomyces corﬁo
mediadores del desarrollo a lo largo de la evolucién. No cabe duda que el modelo final
podra ser concluido cuando se dispongan de diversas mutantes en los diferentes

sistemas reguladores de la respuestas a estrés.
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I1.-Materiales y Métodos.
I1.1.-Microorganismos.

Las cepas de £. coli'y S. coelicolor que fueron utilizadas en este trabajo derivan
de E. coli K-12'y S. coelicolor A(3)2 respectivamente. El genotipo de las distintas cepas
bacterianas y las caracteristicas de los plasmidos usados se detallan en la Tabla . Las
bacterias fueron cultivadas en medios solidos o liquidos a la temperatura
correspondiente segun las caracteristicas de cada una de ellas.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Cepas bacterianas Genotipo relevante Referencia

S.coelicolor

YUIT05 proAl argAl red6l [56]
act::ermkl whik::hig, SCP1
y SCP2

CH1 proAl argAl redE60, SCP1™ [57]
SCP2”

J1501 hisAl  uradl swrAl  pgl 58]
SCP1”
SCP2

M145 SCP1” SCP2 [58]

E.coli

XL, Blue supbdd  hsdRI17  recAl |59]
endAl

gvrA46 thi relAl lac™/
F'[ proAB" lacl’ lacZ AM15
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Tn10(tet") ]

Plasmidos

pUC 18/19 Plasmido de alto nimero de |60]
copias de 2,7 kb con el gen

hbla y el fragmento lacZ o

I1.1.2.-Mantenimiento de cepas.

LLas bacterias se mantuvieron cn medios agarizados por periodos cortos de
tiempo a 4°C. Para mantenerlas estables por largos periodos las F.coli se congelaron en
presencia de DMSO al 0.7% (v/v) y se mantuvieron a -70°C.Para el caso de los

Streptomyces se prepararon esporos y se los almaceno en glicerol 20% (v/v) a -20°C.

I1.1.3.-Preparacion de esporos.

Los esporos fueron obtenidos a partir de cultivos en placa utilizando medio Soja.
Las placas preparadas fueron secadas durante 3 a 4 horas para favorecer la esporulacion.
Las placas se incubaron durante 6 dias hasta que fueron visibles los esporos grises o
blancos segun la cepa utilizada. La recoleccion de los mismos se realizod utilizando una
solucion estéril de glicerol al 20% (v/v) y raspando la superficie de las colonias con un
ansa estéril. Luego el liquido fue filtrado a través de una jeringa estéril con un trocito de
algodon, a fin de obtener una suspension de esporos libres de micelio y restos de medio.
La suspension de esporos tue recibida directamente en un frasco estéril y a -20°C. La
concentracion de esporos viables fue determinada plaquecando una serie de diluciones en

medio LB.
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11.2.-Medios de cultivo

IL.2.1.-Medios complejos (ricos).

a) Medio LB (Luria-Bertani):
Triptona 10 ¢
NaCl 5¢
Extracto de levadura 5S¢

H,O c.s.p. 11

b) Medio YEME:

Extracto de levadura 3¢

Bacto peptona S5¢
Extracto de malta 3g
Glucosa 10¢g
Sacarosa 340 g
H,O c.s.p. 1000 ml

Después de autoclavar se adicionan 2 ml de 2.5 M MgCl,.6H,O0.

¢) Medio J:
Sacarosa 100 g
Trypton soya broth 30 g
Yeast extract 10g
Mg(Cl,.6H,0O 10 g
Disolver los componentes en agua destilada y llevar el volumen a 11. Mantener el pH

natural. Autoclavar a 1.5 atmosferas durante 30 minutos.

d) Medio Soja:
Manitol 10¢g
Harina de soja 10 ¢

Adicionar 300 ml de agua de la canilla a la harina de soja y disolver en caliente. En un
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recipiente calentar el manitol con 200 ml de agua corriente hasta que se disuelva bien y
luego agregar esta solucion a la de soja. Lnrasar a 500 ml y fraccionar 100 ml en frascos

de 250 ml. Agregar 2 ¢ de agar a cada uno. Autoclavar dos veces durante 20 minutos

cada vez.

11.2.2.2.-Medios Minimos.
Medio MG (para Streptomyces):
Este medio esta basado en el medio MG descripto por Doull y Vining [61].Para

un litro se preparan por separado las siguientes soluciones:

A) Base (800 ml).

MgS0,.711,0 02¢g
'eS0O,.7H,0O 9 mg
CaCl,.H,O I mg
NaCl I mg
MOPS 21 ¢

Elementos trazas stock ** 4.5 ml
Glutamato de Na.lH,O 11,23 ¢
Buffer fosfato, 1M stock * 15 ml
*Solucion stock de bufter fostato pH 6,5, 1M.
Mezclar en partes iguales IM KH,PO, y 1M K,HPO, para llevar la solucion a pH 6.5.
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**Solucidn stock de elementos trazas ( 1L ).

Sulfato Cuprico (5H,0) 39 mg

Acido Boérico 5,7 mg
Molibdato Amonio 3,7 mg
(4H,0)

Sulfato  de  manganeso 0,1 mg
(1H,0)

Sulfato de Zince (7H,0) 880 mg
H,O 1000 ml

Autoclavar a 1,5 atmdsferas durante 25-30 minutos para almacenar a largo plazo.

B) Fuente de Carbono (200ml):
Maltosa.1H,0O

50¢g

Las soluciones A y B se mezclan después de la esterilizacion.

Para los estudios de fase estacionaria se trabajo con otra solucion de elementos

trazas:
ZnS0O, 7TH,0
NaCl
FeSO,.7H,0
Mg(Cl,.4H,0
Ca Cl,.6H,0O
H,O

11.2.2.3.-Medios diferenciales.

0.1g
0,1¢g
0.1g
0.1g
0,1¢
1000 ml

La capacidad de a-complementacion de los vectores de clonado fue detectada

mediante ensayo de actividad p-galactosidasa utilizando medio LB solido,

suplementado con IPTG y Xgal en concentraciones finales de 40pg/ml.
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11.2.2.4.-Antibiéticos.
La solucidn concentrada de antibiotico se prepard segtin Sambrook y col. [62] y
se conservo a 4°C. La concentracion final de ampicilina en ¢l medio de cultivo

fue 100 pg/ ml.

I1.3.-Cuantificacion de actinorodina.
A1 ml de cultivo se le adiciond 1 ml de NaOH 1 M, se agito vigorosamente y se
centrifugd. El sobrenadante se removié y se leyo su absorbancia a 608 nm. Para la

actinorodina 1 DOgyg= 120 pg/ ml.

I1.4.-Condiciones de cultivo y de crecimiento.
11.4.1.-Cultivo principal (para los estudios de estrés por frio).

Se utilizo la téenica de cultivo en dos pasos para Streptomyces en medio liquido.
El primer paso es la germinacion de esporos y obtencion de micelio:

1) Se inocularon 107-10% esporos en 10 ml de medio J en un tubo de ensayo (20
cm de largo, 2.5 cm de diametro interno), conteniendo un pequeno resorte de acero para
favorecer el crecimiento disperso y mejorar la aereacion.

2) Se coloco el tubo en una gradilla con 45 grados de inclinacion y se lo fijo en
un agitador rotatorio a 200 rpm y a 30°C durante 48 horas. El cultivo normalmente es
muy denso y disperso. El micelio se centrifugd y se eliminé el medio J. Este seria el
material que se utilizo luego para el segundo paso:

1) Se colocaron 500 ml de de medio MG en un Erlenmeyer de 2 litros con aletas
de vidrio internas que permitian obtener un cultivo muy disperso. El pH del medio en el
momento de su uso es de aproximadamente 6,0.

2) Se resuspendid el micelio, proveniente del paso anterior, en 10 ml de medio
MG fresco, suplementado con histidina 50 pg/ml y uracilo 7.5 pg/ml y se inoculo cl
medio MG.

3) Se colocé el frasco en el agitador orbital a 200 rpm y 30°C.

[S9]
(8}
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I1.4.2.-Cultivo principal ( para los estudios de fase estacionaria).
10° esporos se inocularon directamente en 500 ml de medio MG en un
Erlenmeyer de 2 | suplementado con prolina 37 pg/ml, arginina 37 pg/ ml y

casaaminodcidos 0,2% (p/v).

I1.5.-Manipulacion de proteinas.
I1.5.1.-Marcacion de proteinas in vivo (para estudios de estrés por frio).

Se utilizd una mezcla de metionina-cisteina Easy tag Express [358] de Du Pont
NEN® (1175.0 Ci/mmol).

En cada punto deseado del cultivo, se transfirieron 2 ml del mismo cultivo a un
Erlenmeyer de 25 ml, se adicionaron 10ul (= 100 pCi) de los aminoacidos radioactivos
y se coloco el frasco en un agitador orbital (Gyrotory® Model G76, New Brunswick
Scientific) en punto 6, ya sea a 30°C para los controles 0 a 8, 12 y 16 °C para los puntos
de estres por frio. La duracion de las marcaciones fue de 40, 60 0 90 minutos segun el
protocolo. Luego las muestras se centrifugaron y se descartd el sobrenadante con el
radioactivo no incorporado. Finalmente, las muestras fueron almacenadas hasta su

posterior procesamiento.

I1.5.2.-Marcacion de proteinas in vivo (para los estudios de fase estacionaria).
1 ml del cultivo principal se incub6 en presencia de 100 ul de metionina [BSS] Du

Pont, NEN® ( 1000Ci/mmol) durante 3 horas con agitacion continua.

I1.5.3.-Preparacion de los extractos celulares (para los estudios de estrés por frio).

Los pellets fueron lavados 3 veces con 2 ml de buftfer de sonicacion, se centrifugaron a
12.000 rpm (Biofuge 15R, Heraeus AG) durante 4 minutos y se resuspendieron en 150 o
200 ul del mismo buffer. La rotura de las células se realizd con tres rondas de
sonicacion de 10 segundos cada una en amplitud minima y constante (Branson Sonifier
250). Los restos celulares se eliminaron centrifugando a 12,000 rpm durante 40 minutos

a4°C.
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Buffer de sonicacion.

Base:
TES pH 7.4 50 mM
EDTA pH 8,0 | mM
Glicerol 5% (v/Iv)
DTT 5 mM
NaCl 50 mM

Inhibidores de proteasas:

PMSF 0.4 mM
Benzamidina 15 pg/ml
Leupeptina I png/ml
Pepstatina 1 ng/ml

Inhibidores de fosfatasas:
NaF 20 mM
Na;VO, 100 uM

I1.5.4.-Preparacion de los extractos celulares (para estudios de fase estacionaria).

Los cultivos de Streptomyces coelicolor fueron recolectados. enfriados y
centrifugados a 5.000 rpm (Sorvall ® RC-5B) 10 minutos a 4°C. Luego estos pellets
fueron resuspendidos, lavados y recentrifugados en buffer frio A. Las células finalmente
fueron resuspendidas en 1 ml del mismo buffer conteniendo 0.3% (p/v) de SDS y 0.5%
(v/v) de B-Mercaptoetanol. Las suspensiones se sonicaron dos veces durante 15
segundos con una amplitud del 10% (Sonics and Materials Inc.). Luego fueron
rapidamente calentadas a 100°C durante 5 minutos y finalmente enfriadas en hielo. Los
restos celulares se eliminaron centrifugando las muestras a 10.000 rpm 15 minutos a
4°C (Sigma 2K 15). |

Para realizar los geles bidimensionales, las proteinas fueron precipitadas con dos

o
o))
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volumenes de acetona fria y recolectadas por centrifugacion a 12.000 rpm 30 minutos a

4°C. Los pellets tueron resuspendidos en buffer de isoelectroenfocado.

Buffer A.

Base:
Tris-HCI pH 7.5 10 mM
EDTA 5 mM
DTT ImM
Inhibidores de proteasas:
PMSF 0.5 mM
Leupeptina 0.5 ng/ml
Pepstatina 7 pg/ml
Benzamidina 4 mg/ml
Bufter de isoelectroenfocado:
Urea 99 M
Nonidet P-40 4 % viv
Anfolito rango 3-10 20 % v/iv
Anfolito rango 5-7 80 % v/v

I1.5.5.-Cuantificacion de la radioactividad incorporada.

2 pl de extracto crudo de cada muestra fueron sembrados en pedacitos de papel
de filtro. Se colocaron en TCA 10 % frio, metanol y acetona durante 20, 10 y 15
min.respectivamente. Finalmen-te, se secaron a temperatura ambiente. Cada muestra se
procesé por triplicado. Los papelitos fucron introducidos en viales conteniendo liquido
de centelleo (Ultima Gold™, Packard®) y leidos e¢n un equipo 2200 CATRICARB®.
Packard®.
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I1.5.6.-Determinacion de la concentracion de proteinas.

La determinacione de la concentracion de proteinas fueron rcalizadas mediante
algunos de los siguientes métodos:
a) Lowry, basado en la oxidacion de aminoacidos aromaticos utilizando el reactivo de
Folin Ciocalteau [63].
b) Bradford, basado en la variacion del espectro del colorante Coomasie Brillant Blue

(250 cuando se une a proteinas [64]. Como referencia se utilizaron soluciones patrones

de BSA.

I1.6.-Electroforesis de proteinas.
[1.6.1.-Electroforesis bidimensional (para estudios de estrés por frio).

Se utilizd el equipamiento del sistema Millipore “Investigator 2-D
[lectrophoresis System™™.
Metodologia.
a) Preparacion de la muestra para 2-D.

Se mezclaron las proteinas marcadas radioactivamente con dos volamenes de
buffer de muestra, para dar un total dc 10-15 ul. La capacidad de sembrado es de 100
pg, pero mucha mejor resolucion se logréd utilizando entre 10-50 pg de proteinas. En
cada gel se aplicd aproximadamente 1.000.000 cpm. En muchos casos fue necesario
precipitar las proteinas con acctona fria, dejarlas en hielo y centrifugarlas a 12.000 rpm

durante 20 min. Se removio el sobrenadante y sc secod ¢l pellet al vacio (Speedfuge

p
HSC10 K, Savant). Luego se resuspendio en 5 pl de agua y 10 ul de buffer de muestra.

Buffer de muestra:

Urea 3g
CHAPS 02¢g
DTT 0,08 ¢

anfolitos 3-10 (Millipore) 275 ul
anfolitos 8-10.5 (Pharmacia) 25 pul »

H,0

)
95}
]
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Esta solucion se fracciona y se guarda a -20°C.

b) Preparacion de los geles en tubo para IEF.

Se usaron de rutina los tubos analiticos Millipore. Los tubos son de 1 mm de d.i.
y 26 ¢cm de largo. En su interior tienen incorporado a lo largo del tubo un hilo de 0,08
mm de diametro. La funcion del hilo es la de reforzar internamente y de manera flexible
el gel de acrilamida, haciéndolo mas fuerte y facil de manipular.

Los tubos se dejaron varias horas en agua destilada con el fin de retirar el resto
de impurezas y favorecer luego una buena polimerizacion. Luego se les dreno el
exedente de liquido y se marco a una distancia de 21 ¢m uno de los extremos. Se retird
del freezer un tubo conteniendo 6 ml de solucion stock para gel de TEF, se agregaron
360 ul y 40 pl de anfolitos de rango 3-10 y 8-10.5 respectivamente. Se agitd y
centrifugd durante 5 minutos a 1.500 rpm en una centrifuga de mesa. Este ultimo paso
fue esencial porque permite eliminar las burbujas y obtener un gel de 6ptimas
condiciones. La polimerizacion se inicio con el agregado de 30 pl de AMPS al 10 %
(p/v). En este paso se utilizo el aparato disefiado por Garrels para realizar el llenado de
los tubos. Se pipeto toda la mezcla en un tubo de plastico de 1.5 cm de d.i.y 26 cm de
largo con uno de los extremos sellado con Parafilm®. Luego. se introdujeron los
capilares y lentamente se agregd agua destilada sobre la supertficie de la solucion del
gel. La cantidad de agua agregada fue la necesaria como para obtener una presion
hidrostatica que empujara la solucion hacia arriba hasta una altura de 21 c¢cm. Se dejo en
reposo durante tres horas por lo menos, para permitir la polimerizacion.

Solucion stock para geles de IEF (para 100 capilares):

Urea 228¢
CHAPS 0.8 ¢
H,O 15 ml

stock de acrilamida * 5,2 ml
Al disolver completamente los ingredientes de la solucion, su volumen final serd de 30

ml. Se la filtra a través de un filtro de 0,45 um (Millipore). Se almacena a -20°C en
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alicuotas de 6 ml.

* Stock de acrilamida;

Acrilamida 30¢g
N.N’-Metilen-bis 08¢
Acrilamida

H,O c.s.p. 100 ml

La solucion se filtra y almacena a 4°C. Este stock se usa solamente para la preparacion

de geles de IEF.

¢) Pre-enfoque del IEF.

Una vez polimerizados los capilares se lavaron con agua destilada y se colocaron
en la cuba especial para IEF del sistema Investigator™. En la parte superior de cada tubo
se adiciond 30 pl de buffer de proteccion, que es una dilucion 1:5 del buffer de muestra
para 2-D. Esto sirvié como una barrera de proteccion entre la muestra y el buffer del
catodo.

Luego se prepard una solucion fresca de 100 mM de NaOH como buffer del
catodo y una solucién de 100 mM de acido fosforico como buffer del anodo. Se colocd
el buffer anodico en el tanque inferior y el catodico en el superior. Se comenzd
inmediatamente la corrida, que para este sistema es de aproximadamente de 70 minutos

hasta que el voltaje alcanza 1.500.

d) Siembra de la muestra y corrida del IEF.

Después de la precorrida, se sembréd cada muestra enla parte superior del capilar
con una jeringa Hamilton®. Debido a la alta densidad de la muestra por el contenido de
urea, la solucién desciende a través de la solucion de proteccion. El 1EF se corrio
durante 15,5 horas hasta llegar a la condicion de equilibrio.Se aplicé alto voltaje (hasta

2.500 V) durante los ultimos 30 minutos, para dar un total de 16.000 volt-hora.
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¢) Preparacion del gel para la segunda dimension.

Se utilizo acrilamida de alta resistencia (Duracryl™) para los geles de gran
tamafio del sistema Millipore (28 x 23 cm). Para las proteinas de Streptomyces
coelicolor los geles de 12.5 % dan una muy buena resolucion.

Las soluciones para la segunda dimension en condiciones disociantes son
escencialmente las mismas que para un gel normal de SDS-PAGE pero sin gel
concentrador. Debido al gran ntimero de geles que fueron procesados fue muy util
incorporar pequefios trocitos de papel numerados en el extremo inferior izquierdo de
cada gel a fin de tener una marca permanente. Una vez colocados los vidrios en el
tanque especial del sistema, se agrego lentamente la mezcla hasta que el nivel alcanzo
0.5 cm por debajo del extremo superior de los vidrios. Luego se adiciono 0.5 ml de
isobutanol saturado en agua a cada gel. La polimerizacion completa se alcanzo a las 2
horas aproximadamente.

Solucion para geles ( 100 ml):

Duracryl™ 41,5 mi
Buffer del gel 25 ml
H,0O 32.2 ml
SDS 10 % (p/v) 1 ml
TEMED S0 ul

AMPS 10 % (p/v) 250 pl

Esta solucion se prepara en el momento.

Buffer del gel (11):
Tris base 130,8 ¢
Tris-Cl 60,3 ¢
El pH final es 8,8.

f) Equilibrio de los capilares y siembra de la segunda dimension.

Una vez finalizado el isoelectroenfoque se retiraron los tubos de la cuba y se los
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coloco en hielo durante 30 minutos. En la parte superior se agrego agua o buffer de
equilibrio a los fines de evitar roturas de la trama de poliacrilamida cuando se sacan los
geles con presion.

Una vez obtenido el gel de la primera dimension se lo colocd en buffer de
equilibrio por un lapso de 2 minutos. Para su posterior transferencia a la superficie del
gel de la segunda dimension. Este es el paso mas critico de todo el proceso. Y para
terminar con éxito todo el proceso, se tuvo especial cuidado en: a) remover ¢l liquido
remanente en la parte superior del gel que estd normalmente 1-1.5 ¢m por debajo del
borde del vidrio; b) luego de alinear el IEF apropiadamente entre los dos vidrios se fue
introduciendo lentamente el gel con la ayuda de una espatula de extremos romos hasta
apoyar directamente en el gel desnaturalizante, tenicndo cuidado de no dejar ninguna
burbuja de aire.

Buffer de equilibrio (100 ml):

Tris IM pH 6.8 12.5 ml
Glicerol 20 ml
SDS 10% (p/v) 30 ml

Bromofenol Blue 0.05 % 2.5 ml

(p/v)

Inmediatamente antes del uso se disuelve 0,23 g de DTT.

g) Corrida de la segunda dimension.

El buffer de corrida que se usé es el mismo que para un SDS-PAGE. EI buffer de
la parte superior fue 2X y el de la parte inferior 1X. La temperatura se mantuvo a 20°C.
La electroforesis durd hasta que el frente del colorante alcanzo 1 em del borde inferior
del gel. Para el istema Investigator se requieren 6 hs y una potencia de 14 W por cada

gel.



MATERIALES Y METODOS

Bufter de corrida (10X para 2I):

Glicina 2884 ¢
Tris base 60,6 g
SDS 20 ¢

h) Visualizacion de los resultados.

Los geles fueron fijados con solucion de fijacion y luego se secaron sobre papel
Whatman® 3MM durante una hora. Se expusieron con peliculas de alta sensibilidad
(Curix RP1 PLUS. AGFA) durante una scmana y un mes para la primera y segunda
exposicidon respectivamente. El revelado de las peliculas se realizd automaticamente

(FUJT X-ray RGII®, FUJI).

I1.6.2.-Electroforesis bidimensional (para los estudios de fase estacionaria).

Se utilizo el equipamiento del sistema Hoefer SE 600 para la primera y segunda
dimension. Los geles bidimensionales se realizaron segin una modificacion del
procedimiento de O’ Farrel [65].

Metodologia.
a) Preparacion de los geles en tubos para IEF.

Se usaron de rutina los tubos preparativos del sistema. Los tubos son de 15 ¢cm
de largo y 3 mm de d.i.. Previamente a cada corrida los tubos fucron exhaustivamente
lavados en solucion alcoholica de KOH al 20 % durante 2 horas y luego en solucidén
sulfocromica durante 1 hora. Se retird del freezer un tubo conteniendo 5,6 ml de la
solucion stock para cl IEF al cual se le agregd 70 nl y 280 pl de anfolitos de rango 3-10
y 5-7 respectivamente. Se agito y filtro con el objeto de eliminar las burbujas y obtener
un gel de 6ptimas condiciones. La polimerizacion se inicio con el agregado de 40 ul de
AMPS 10 % (p/v). Para el llenado de los tubos se procedid primeramente a marcar una
altura de 12 cm y luego sellar con Parafilm® lo que scria el extremo inferior. Luego con
una jeringa y una aguja espinal se comenzo a llenar lentamente los capilares hasta el

nivel de la marca y finalmente se agregd cuidadosamente agua destilada sobre la

o8]
]
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superficie. Se los dejo polimerizar aproximadamente 1 hora.

Solucion stock para IEF:
Urea 9.5 M
Nonidet P-40 2% viv

stock de Acrilamida * 4.1 % (v/v)

*Solucion stock de acrilamida:

Acrilamida 30.8 ¢
N-N'-Metilen-bis- 26¢
Acrilamida

H,O c.s.p. 100 ml

b) Siembra de la muestra y corrida del IEF.

Una vez que los geles en los tubos polimerizaron sc colocaron en la cuba con los
accesorios correspondientes. Se les adiciond en la parte superior 25 ul de buffer de
proteccion.

Buffer de proteccion:

Urea SM

anfolitos rango 5-7 0.8 ml

anfolitos rango 3-10 0.2 ml

H,0 c.s.p. 100 ml
Almacenar a -20°C.

Se prepararon soluciones frescas del buffer del catodo ( 100 mM de Na OH )y
del buffer del anodo ( 100 mM de acido fosforico ). Cada muestra se sembré en la parte
superior del capilar y por debajo del buffer de proteccion utilizando una jeringa
Hamilton®.

El plan de corrida puesto a punto para llegar a lasﬁondiciones de equilibrio

fue:15 min 200 V. 30 min 300 V, 30 min 400, V 15 hs a 600 V y finalmente la ultima

(%)
(%)



MATERIALES Y METODOS

hora a 800 V. La temperatura fue controlada a 20°C. No se realizé preenfocado.

¢) Preparacion de la segunda dimension.

La metodologia y soluciones fueron las mismas que para un gel desnaturalizante
SDS-PAGE. El gel separador fue de 12 % de acrilamida y el concentrador de 3 %.
Luego de agregar la solucion del gel concentrador, en ¢l lado izquierdo se realizé una
calle para sembrar el marcador de pesos moleculares. Para ¢l sistema Hoefer utilizado se

requieren 4 horas de corrida a 40 mA si sc corren dos geles simultancamente.

d) Equilibrio de los capilares y siembra de la scgunda dimension.

Una vez finalizada la corrida del 1EF se reriraron los capilares con la ayuda de
una aguja espinal realizando una suave presion con el objeto de no producir ninguna
rajadura. Se los colocd durante 30 minutos a temperatura ambiente en solucion de
equilibrio, para luego ser colocados en la parte superior del gel de la segunda dimension.
Para evitar cualquier movimiento todo fue sellado con agarosa 0.5 %.

Solucion de equilibrio:

Tris pH 6.8 0.125M
SDS 2% (p/v)
Glicerol 10 %
-Mercaptoetanol 0,5 % (v/v)

¢) Visualizacion de los resultados.
Los geles fueron fijados 30 minutos en solucion fijadora, tefiidos, decolorados y
secados sobre un papel Whatman® 3MM. En el caso de los geles con proteinas

marcadas radioactivamente. los mismos fueron expuestos durante 3 dias con peliculas

X-OMAT® de Kodak.
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Tincon azul de Coomassie Blue:
Comassie Blue R 250 0.5 % (p/v)
Acido acético 10 % (v/v)

etanol 50 % (v/v)

Solucoén decolorante:
Acido acético 10 % (v/v)

Etanol 30 % (v/v)

Solucion fijadora:Acido acético 10 % (v/v).

11.6.3.-Preparacion de las tiras de calibracion.

Basicamente se siguid el método descripto por Garrels [66] con algunas
modificaciones. La tira de calibracion cs una tira de poliacrilamida de 5 mm de ancho y
12 ¢cm de largo con 12 segmentos diferentes, cada uno de los cuales contiene proteinas
radioactivas de una actividad especifica conocida. La radioactividad de cada segmento
es dos veces como maximo la del segmento anterior y el rango es de 0,1 cpm/mm2 a 300
cpm/mmz.La concentracion de acrilamida fue la misma que la de los geles a ser
calibrados. Las tiras se prepararon polimerizando 12 capas diferentes con cantidades
conocidas de proteina radioactiva, comenzando por la menos concentrada. Entre cada
una fue necesario agregar isobutanol saturado en agua para favorecer una buena
polimerizacion. El alcohol y la acrilamida no polimerizada fueron cuidadosamente
removidos para dar lugar a la segunda ronda de polimerizacion y asi sucesivamente.
Cuando se termino con la Gltima capa, el gel se secd y se cortaron varias tiras en
direccion vertical. I'inalmente. las tiras fueron expuestas y las peliculas se registraron en

una computadora para su analisis de calidad.

11.6.4.-Medida del PM y del gradiente de pH en los geles 2-D.
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Un gel de IEF, libre de proteinas, se cortd en secciones de 1 cm y cada una de
ellas fueron colocadas en viales conteniendo 2 ml de agua bidestilada. Estos viales
fueron mantenidos a temperatura ambiente con suave agitacion durante 2 hs como
maximo. El pH se midio en un pH metro.

Para la medida de PM de las proteinas, se realizaron geles monodimensionales

SDS-PAGE y de tricina en los cuales se sembraron marcadores comerciales.

I1.6.5.-Electroforesis monodimensional de geles de tricina.

Para realizar los geles de tricina se siguié la técnica del procedimiento
discontinuo de Schédgger and Von Jagow [67]. Se utilizo el equipo del sistema Hoefer
SE 600. Se corrieron simultdneamente dos geles a 90 V constantes que corresponden a

45 mA durante 15 horas.

Metodologia.

Se arman los vidrios y lentamente se comieza a agregar la solucién de
separacion. Lentamente, sin hacer burbujas ni turbulencia y antes de que comience a
gelificar se agrega la solucion espaciadora.En este momento es muy importante agregar
agua destilada hasta el borde superior de los vidrios con el fin que quede una interfase
gelificada perfectamente recta. Se lo deja gelificar durante 4 horas aproximadamente.
Luego se vuelca el agua y escurre muy bien antes de agregar la solucion de
detenimiento. En este momento se agrega el peine o se lo deja gelificar sin él, segun las
necesidades. Se agrega isobutanol saturado en agua y se deja equilibrar durante toda la
noche a 4°C. En el caso de tener que sembrar diferentes muestras, las mismas se¢
prepararon a una concentracion aproximada de 1 mg/ml en buffer de muestra y se las

tratd durante 5 min a 80°C.
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Solucion para 4 geles (12 x 15 x 0,1 e¢m):

Gel Detenedor Espaciador Separador
stock de Acrilamida 1 ml 4.5 ml 30 ml

*

Buffer del gel 3.1 ml 7,5 ml 30 ml
Glicerol 50% (v/v) 19 mi
H,O 8.4 ml 10,5 ml 11 ml
AMPS 10% (p/v) 100 ul 75wl 300 ul
TEMED 10 pl 7.5ul 30 ul
para cada uno 2 ml 4 ml 20 ml

* Stock de Acrilamida:

Acrilamida 48 o
N,N’-Metilen-bis 1.5¢
Acrilamida
H,0 c.s.p. 100 ml
Buffer del gel:
Tris base 36,34 ¢
SDS 03¢
H,O c.s.p. 100 ml

El pH final es 8.45.

Bufter para las muestras:

SDS 20 % (p/v) 4 ml
Glicerol 2.4 ml
2-[3 mercaptoetanol 0,4 ml
Brilliant Blue G 2 ml |
Tris-Cl, I M pH 6.8 I ml
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H,0 c.s.p. 20 ml
Bufter anodico (5 X):
Tris base 121.1 ¢
H,O c.s.p. 51
El pH final es 8.9.

Buffer catodico (5 X):

Tris base 12,11 ¢
Tricina 1792 ¢
SDS lg
H,O c.s.p. 11

I:l pH debe ser aproximadamente 8,2.

11.6.6.-Gel 2-D para la purificacion de proteinas en extractos con SDS.
Basicamente se realizo el mismo protocolo que el descripto anteriormente para
los estudios de estrés por frio. La unica diferencia es quc se cambio el detergente

CHAPS por Nonidet P-40 a fin de eliminar el SDS y poder obtener el mismo patron.

I1.7.-Electroelucion de proteinas.

Se realizo un gel preparativo monodimensional de tricina para separar las
proteinas entre 8 y 10 kD de un extracto crudo de S. coelicolor. Luego de 16 horas de
corrida a 90 mA constantes se tifio el gel con tincion de Coomassie, se decolord y se
procedio a cortar la banda deseada. Con un bisturi se trituro el pedazo de gel en
pequefios trocitos lo que facilitdé cnormemente el poder colocarlos dentro del
concentrador de corte 10 (Centricom-10™, Amicon). La electroelucion se desarrolld
durante 10 horas entre 200 a 300 V constantes. Se trabajo con ¢l mismo buffer de una
electroforesis SDS-PAGE. El equipo electroeluidor usado fue Centrilutor™, Amicon.

Una vez finalizada la electroelucion se retirard el concentrador y se procedio a

centrifugar a 5.000 rpm (Biofuge 15 R, Heracus AG) y a 4°C, con el fin de concentrar el
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extracto al volumen dseado.
I1.8.-Transferencia y secuencia aminoterminal.

Los geles bidimensionales fueron transferidos directamente a membranas de
PVDF (Immobilon-P Transfer. Millipore), segtn la técnica descripta por Matsudaira
[68]. Los equipos usados fueron Mini-Blotter (Sigma..U.S.A.) y Transphor 1I®
Electrophoresis Unit TE 62 ( Hoefer Pharmacia Biotech Inc. U.S.A.)

Para las proteinas de entre 8-10 kDa sc transfirio durante 45 min a 400 mA y
4°C; para las proteinas de los estudios de fase estacionaria, la transferencia se realizd
durante 12 hs a 90 mA y 4°C. Las secucncias fueron realizadas por Jorge Ghiso en el
laboratorio de la Facultad de Medicina de la Universidad de New York, en un equipo

Protein Sequencer A473a, Applied Biosystems.

I1.9.-Espectrometria de masa de proteinas.

La espectrometria de masa se realizo en el laboratorio de la Divisién Gene
Technology de la empresa Hoffmann-La Roche. Basilea, (Suiza). Se utilizo el sistema
MALDI-MS que genera iones moleculares con una minima fragmentacion de los
péptidos [69].

Las proteinas acidas entre 8 y 10 kDa fucron resueltas en un gel 2-D cuya
scgunda dimension fue un gel de tricina. Ll gel se tifid directamente con Coomassie y
luego destifio con las soluciones descriptas en la seccion 11.6.2., con la salvedad que se
utilizé metanol en lugar de etanol. Los geles fueron registrados debidamente con un
scanner con el objeto de asignar numeros a cada proteina y asi poder identificar su
posicion luego del analisis. Las zonas del gel conteniendo las proteinas, se cortaron con
un bisturi y cada trocito se colocd en un Eppendorf diferente conteniendo agua
destilada. Los tubos se agitaron suavemente durante 2 hs. La digestion se realizo6
dircctamente con el agregado de 0.5 pg de endoproteinasa Lys-C (Boehringer
Mannheim) con el fin de obtener péptidos internos y poder ser inyectados directamente

al espectrometro Finningan Mat TS Q 7000, Mass Spectrometry Company, U.S.A.
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1.10.-Construccion de la base de datos y anilisis computarizado.
Hardware.

Las autoradiografias de los geles 2-D fueron registradas con un scanner
(Molecular Dynamics Model 300 Series Computing Densitometer and Image Quant,
Molecular Dynamics), y un programa de adquisicion de imdgenes de 74 um/pixel de

resolucion, y conectado a una computadora Sun-Sparc 1.

Software.
Las imagenes se convirticron a 8 bits/pixel y se importaron a un programa

PDQuest™ (PDI Inc.Huntington Station, NY, USA).

Metodologia para el analisis.

1) Adquisicion de datos: Se realizd a través de un barrido con el scanner. Las
imagenes del gel y de la tira de calibracion dieron digitalizadas en una escala de grises
correspondiente a distintos valores de radioactividad. Todo fue almacenado en un
archivo en el disco rigido.

2) Extraccion del fondo: En este paso se eliminé el fondo del original.

3) Localizacion de las proteinas: Cada imagen de ellas fue especificada y
registrada mediante procedimientos matematicos.

4) Integracion de las manchas (proteinas): en este paso se obtuvo detallada
informacion de la intensidad como asi también de las manchas superpuestas y de las
difusas.

5) Comparacion de imagenes: Se realizd la superposicion de los diferentes geles

o se los compar6 con un patron.
II.11.-Ensayo de actividad de la superoxido dismutasa.

Los extractos celulares se sometieron a electroforesis monodimensional en

condiciones nativas. Los geles separador y detencdor de poliacrilamida se prepararon al
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9 % y 3 % respectivamente. La corrida se realizé a 15 mA. en camara fria y en un
equipo Hoefer SE 600. Las soluciones y buffer fueron las mismas que para un SDS-
PAGE pero sin SDS.

La actividad de la SOD se realizo de acuerdo al método modificado por
Steinman [70]. Una vez tinalizada la corrida,el gel se dejaro 20 min en oscuridad en un
volumen de solucion A. luego se lo introdujo durante 15 min en oscuridad en un
volimen de solucion B y finalmente, para la visualizacion de la actividad enzimatica, se
coloco el gel a 5 em de un fluorescente. La actividad SOD se aprecio como bandas
claras contra un fondo violeta.

Solucion A:

NBT 0,02 ¢

PBS 10 ml
Solucién B:

Riboflavina 0.5 mg

EDTA 0.15¢

PBS 50 ml

I1.12.-Manipulacion de ADN in vitro.
11.12.1.-Extracciéon de ADN cromosémico de Streptomyces y Noccardia.

Las extracciones se hicieron a partir de 40 ml de cultivo cn medio YEME en fase
exponencial. Las células se cosecharon centrifugando 10 minutos a 5.000 rpm en rotor
Sorvall SS34. El micelio se resuspendié en 10 ml de buffer TES. Luego se agrego 0,2
ml de lisozima 30 mg/ml y 0,2 ml de RNasa 5 mg/ml. se incubd a 37°C durante 30
minutos. Luego se agregd 0.5 ml de SDS 20 % (p/v) y se desproteinizd con tres
extracciones sucesivas con fenol saturado en TE, fenol-cloroformo y cloroformo. A la
fase acuosa se le adiciond 3 volimenes de etanol absoluto frfo. El ADN precipitado se

extrajo con varilla de vidrio y enjuagd con etanol 70 %. se scco aire y se resuspendio en
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agua estéril.

Buftfer TES:

Tris 25 mM
EDTA 25 mM
Sacarosa 10.3 % (p/v)

11.12.2.-Extraccion de ADN plasmidico de E coli.
Para extraer ADN de E. coli se realizaron preparaciones en pequefia escala segin
las indicaciones del manual técnico de Wizard™ Minipreps DNA Purification System,

Promega o de RPM™ Rapid Pure Minipreps, Bio 101.

11.12.3.-Digestion con enzimas de restriccion y tratamiento con fosfatasa alcalina.
LLas condiciones generales empleadas para los cortes con enzimas de restriccion

y la desfostorilacion de los extremos 5’ fosfato con la enzima fosfatasa alcalina, fueron

las indicadas por Sambrook y col. [62] y segun las indicaciones de los manuales de los

laboratorios comerciales proveedores.

11.12.4.-Ligado de moléculas de ADN.

Previo al ligado de las moléculas de ADN, las enzimas de restriccion utilizadas
fueron inactivadas calentando la muestra a 65°C 10 minutos o bien, en caso de ser
termorresistentes, fueron extraidas con un volumen de fenol- cloroformo y luego un
volumen de cloroformo. EI ADN fue luego precipitado con 2.5 volimenes de etanol
absoluto frio en presencia de AcNa 0,3 M Se trabajo con ¢l Rapid DNA Ligation Kit

(Boehringer Mannheim).

I1.12.5.-Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN.
Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado o para utilizarlos como
sondas en ensayos de hibridizacion, las muestras de ADN digeridas con enzimas de

restriccion se sometieron a corrimiento clectroforético en geles de agarosa de bajo punto
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de fusion. La zona del gel conteniendo el fragmento de interés se recorté y se fundio la
agarosa a 70°C con el agregado de un volumen de agua. Luego se purificé el ADN
contenido en la agarosa mediante tres extracciones sucesivas con fenol, fenol-
cloroformo, y cloroformo. Posteriormente a la fase acuosa se le agrego 2.5 volumenes
de etanol frio y AcK 0.3 M y se dejo precipitando 1 hora a -20°C. Por ultimo, se

centrifugd y el ADN se resuspendid en agua estéril.

I1.13.-Construccion de una mini biblioteca de ADN.

50 ng de ADN cromosomal digeridos durante 10 horas con la enzima Sph I se
corrieron en agarosa 0.8 % 1 hora a 20 mA y 11 hs a 10 mA. Se cortaron tres
fragmentos: uno correspondiente al tamafio deseado, otro por encima y otro por debajo
de dicho tamafio. Los trocitos de agarosa se colocaron en tubos de centrifuga de 2 ml a -
70°C durante 15 minutos. Se los retiro del freezer y centrifugd a 12.000 rpm durante 10
minutos para permitir que la agarosa exudara el butfer con los fragmentos de ADN. El
sobrenadante se extrajo con un volumen de fenol y uno de {enol-cloroformo. EI ADN sc
preccipito con 2,5 volimenes de etanol absoluto con AcNa 0,3 M. Finalmente, se¢

resuspendio el ADN en 10 pl de agua estéril.

I1.14.-Preparacion de células competenes de E.coli y electrotransformacion.

Previo a la transformacion ., las mezclas de ligado se dializaron durante media
hora sobre membranas de 0,025 pm (Millipore). Las células de I.coli competentes y las
condiciones de electrotransformacion se realizaron segiin recomendaciones del manual
comercial del Gen Pulser’™de Bio-Rad. Se tomo del freezer un tubo de células
competentes a los cuales se les adiciond menos de 10 ng de plasmido. Después de que
las células fueron transformadas se les agregd 1 ml de LB ¢ incubaron 1 hora a 37°C.
Luego fueron plaqueadas en cajas de LB con el antibiotico apropiado, IPTG y Xgal. Se

incubaron 37°C durante 20 horas.
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I1.15.-Electroforesis de acidos nucleicos.
I1.15.1.-Geles de agarosa.

Los geles de agarosa fueron preparados segun las indicaciones de Sambrook y
col. [62].
Las concentraciones de agarosa usadas variaron entre 0.7 v 1% de acuerdo a las
necesidades. Las corridas electroforéticas se realizaron entre 20 y 90- mA en buffer
TBE. Los geles fueron teflidos con solucion de Bromuro de Etidio (lpg/ml) y
observados bajo luz UV de onda corta o larga. Las muestras de ADN se sembraron
utilizando buffer de siembra en una proporcion 5:1( muestra de ADN: bufer ). Como
marcadores de PM se utilizaron ADN del fago & digerido con Hindlll, EcoRIl y Pstl (
Biolabs ) o la escalera de ADN de 1 kpb (B.R.L.).

Buffer TBE (10 X):
Tris base 108 ¢
Acido bérico SS5¢
EDTA 0.5 M pH=8 40 ml
H>O c.s.p. 1000 ml
Ajustar pH a 8.3.

I1.15.2.-Geles de agarosa de bajo punto de fusion.

Los geles de agarosa (1,5 %) de bajo punto de fusion se utilizaron para el
aislamiento y purificacion de bandas de ADN para su posterior clonado o para
marcacion de sondas radioactivas. Las soluciones y condiciones empleadas durante las
corridas electroforéticas, fueron las mismas a las utilizadas para los geles
convencionales de agarosa, con la sola diferencia de que los geles se manipularon en

frio (5°-10°C).
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I1.16.-Secuenciacion de ADN.
I1.16.1.-Construccion de subclones.

La estrategia desarrollada para la secuenciacion del fragmento clonado de =4.5
kpb. consistio en la construccion de una serie de subclones a partir del plasmido pP1.

Para ello se trabajo Unicamente con las enzimas del sitio de multiple clonado del

pUC19,

I1.16.2.-Secuenciacion de los subclones.

Las reacciones de secuencia s¢ llevaron a cabo utilizando el reactivo Dye
Terminator Cycle sequencing y la enzima AmpliTag® DNA Polymerase FS (Applied
Biosystems). Como molde sc utilizO ADN doble cadena y las reacciones de secuencias
se iniciaron a partir de oligonucleotidos con las secuencias del cebador universal y
reverso del pUCT9. Los productos obtenidos de la reaccion fueron resueltos en geles de
poliacrilamida que fueron corridos en un aparato ABI PrisM™ 377 DNA Sequencer
(Applied Biosystems) acoplado a una Power Macintosh 7300/200 con los programas
apropiados. El protocolo seguido, las condiciones de preparacion de los geles y la

electroforesis, fueron las recomendadas en el manual comercial del proveedor.

I1.16.3.-Analisis de las secuencias.

En el manejo de las secuencias de ADN y de las proteinas se utilizaron los
siguientes programas: EditSeq., MapDraw, Protean. Megalign. SeqMan, todos estos
pertenecientes al DNASTAR para Windows. Ademads, se usaron los programas

GENEPRO (version 4.20, Riverside Scientific) y OLIGO (version 4.1).

I1.17.-Reaccion en cadena de la polimerasa.

La amplificacio por PCR se realizé en un equipo Perkin Elmer Thermocycler a
partir de 10 ng de ADN y en un volimen final de 100 ul que contenia: 100 pmol de
oligonicledtido, 0.2 mM de dNTPs, 1 mM de MgCl,, buffer de reaccion 1 X y 3
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unidades de la enzima TAQ Polymerase™ (Bochringer Mannheim). El programa
aplicado consistio en un primer ciclo de desnaturalizacion de 5 min a 94°C. Luego se
amplifico durante 25 ciclos de la siguiente manera: 1 min a 94°C, 1 min a 55°C y | min

a 72°C. Finalmente, un tnico ciclo de 10 min a 72°C.

I1.18.-Deteccion de secuencias especificas de acidos nucleicos por hibridizacién.
I1.18.1.-Preparacion y marcado de sondas radioactivas.

Los fragmentos de ADN utilizados para la preparacion de las sondas radioactivas
se purificaron de agarosa de bajo punto de fusion y luego fucron marcados con [o-
32P]dATP (>111 Tbg/mmol, NEN® Research Products, Du Pont) por el método de
iniciacion al azar descripto por Feinberg y col | 711, utilizando el Random Primed DNA
Labeling Kit (Bochringer Mannheim). Después de detener la reaccion. los productos
marcados no se purificaron. La sonda fue desnaturalizada por tratamiento a 100°C

durante 5 min y rapidamente c¢nfriada.

I1.18.2.-Transferencia de ADN a filtros de nylon (Southern Blot).

La transferencia de ADN a membranas de nylon Hybond™-N+ (Hybond
Membranes, Amersham International ple, Amersham UK.), se realizd como sc describe
a continuacion. Las muestras de ADN, tratadas con las enzimas de restriccion descriptas
en las leyendas de las figuras. fueron resueltas mediante electroforesis de geles de
agarosa al 1 %. El gel fue posteriormente tratado 10 min con 0.25 M CIH para producir
fa hidrolisis parcial del ADN y luego sumergido en una solucion alcalina de 0.4 M
NaOH para neutralizar. Asi tratado. fue transferido a la membrana de nylon mediante

capilaridad durante 10 hs, utilizandose como solucion de transferencia 0,4 M Na OH.

I1.18.3.-Seleccion de clones recombinantes por hibridizacion en colonias.
Se hicieron réplicas de los clones en placas de Petri conteniendo medio LB
solido suplementado son Amp 100pg/ml y se cultivaron durante 24 hs a 37°C. Una vez

crecidas las colonias se deposito sobre cllas la membrana de nylon y luego fue tratada
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como se describe en el manual comercial de Hybond™-N-+(Amersham, U.K.).
[1.18.4.-Hibridizacion.
Las membranas de nylon fueron incubadas con solucion de hibridizacion durante
1 hora a 60°C 0 65°C en un horno Hybaid™ y previamente horneadas durante 2 horas en
un equipo Salvis™. En esta misma solucion se agregd la sonda marcada con [a-
32P]dATP y se continud durante 14-16 horas a la misma temperatura. Las membranas se
lavaron secuencialmente durante 15 min con cada una de las distintas soluciones que se
detallan mas abajo. Sin dejar que se sequen, se las colocd en bolsas plasticas y se
expusieron con placas de alta sensibilidad (Curix RP1 PLUS, AGFA) a -70°C y con
placas intensificadoras. El revelado se realizdé con un equipo automatico (Fuji X-ray
RGII®, FUI).
Solucién de hibridizacion:
20X SSC 6.25 ml
100X solucion Denhardt’s 1,25 ml
10 % SDS (p/v) 1.25 ml
H,O c.s.p. 25 ml

Soluciéon Denhardt’s (100 X)

2 % (p/v)
Ficoll™ 2% (p/v)
PVP 2% (p/v)

Soluciones de lavado de las membranas después de hibridizar:
1) 2X SSC

2) 2X SSC; 0,1 % SDS

3) 1X'SSC; 0,1 % SDS

4) 0,5X SSC; 0,1 % SDS.
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IIL.1.- Capitulo 1: Estudio de la respuesta al estrés por frio en Streptomyces
coelicolor J1501.
II.1.1.- Introduccion

Las bacterias, en general, responden a los estrés fisicos y quimicos y al
hambreado con ajustes en su sintesis proteica tanto en forma cuali como cuantitativa.
Estas proteinas han sido divididas en dos grandes grupos: a) proteinas de estrés general
(GSPs) y b) proteinas especiticas de un tipo de estrés (SSPs) [54]. Las GSPs son un
grupo de proteinas no especificas que se inducen como respuesta a diversos estrés tales
como anoxia, etanol, metales pesados, etc. A pesar de que se desconoce la funcidn
adaptativa de estas proteinas, se cree que las mismas proveen a la célula de un
mecanismo de proteccion general y no especifico. Esto les permitiria a los
microorganismos adaptarse a diversas condiciones limites de crecimiento en el medio
ambiente que los contiene. Las SSPs, en cambio, son un grupo de proteinas especificas.,
cuya sintesis puede ser inducida por las mismas sefiales extracelulares que inducen a las
GSPs pero que, a diferencia de estas ultimas, confieren proteccion contra un estrés en
particular. En E. coli, por ejemplo, como respuesta al estrés por calor se inducen una
gran cantidad de proteinas (HSPs) [72]. Un grupo de estas proteinas, también son
sintetizadas cuando las células son expuestas al peroxido de hidrogeno [73], etanol [73],
radiacion ultravioleta [74] o limitacion de aminoacidos [73].

La disminucion de la temperatura también induce una respuesta especifica en
bacterias. Los efectos que produce esta respuesta en el crecimiento y en la sintesis
proteica han sido estudiados en E. coli [76]. Se sabe que un estrés hipotérmico,
producido al transferir los cultivos de este microorganismo de 37°C a 10°C, frena el
crecimiento durante 4 a 5 y horas y produce concomitantemente una drastica reduccién
de la sintesis proteica. Sin embargo, la sintesis de 14 proteinas aumenta
significativamente [76]. Algunas han sido identificadas y se sabe que estan involucradas
en procesos celulares tales como la transcripcion (NusA). traduccion (factor 2 de
iniciacién), degradacion del ARNm (polinucledtido fosforilasa), condensacion del

cromosoma (H-NS), etc. [77]. La respuesta al estrés por frio también esta caracterizada
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por la represion de proteinas de estrés al calor, un aumento de la sintesis de proteinas
ribosomales [78] [79] y la disminucion de los niveles de (p)ppGpp [77]. Las
condiciones que causan un aumento en la cantidad de (p)ppGpp antes del estrés
hipotérmico dan como resultado una menor induccion de la respuesta a la baja
temperatura; en cambio, una cepa que contiene niveles no detectables de (p)ppGpp
mostrd una mayor induccion [80]. Estos resultados demostraron que la disminucion del
contenido de (p)ppGpp cumple un rol fisiolégico en la adaptacion a las bajas
temperaturas [80].

A pesar de que el estudio de la respuesta al estrés por frio es relativamente
reciente si se lo compara con otros estrés, hoy se dispone de cierta informacion con
respecto a las proteinas involucradas en esta respuesta. Algunos autores, en un intento
de clasificacion de esas proteinas, definen como CAPs (por cold acclimatization
proteins) a aquellas que se sintetizan en alto nivel a bajas temperaturas durante periodos
prolongados y como CSPs (por cold shock proteins) a aquellas que se inducen
transitoriamente a una alta velocidad, inmediatamente después de la disminucion de la
temperatura [81]. No obstante, estas dos clases de proteinas pueden superponerse [82].
Hasta el momento no se dispone de mucha informacién sobre las CAPs, es por ello que
en general se habla de las CSPs.

La induccién de CSPs ha sido observada en numerosos organismos tales como:
bacterias termofilas [83], mesofilas [76] y sicrofilas [84], levaduras [85], plantas [86] y
animales [87]. Esto indica que la reaccion al estrés por frio estaria presente en todos los
organismos vivos. Pseudomonas fragi [84], Listeria monocytogenes [88] y Arthrobacter
globiformis SI155 [82], al igual que E. coli, experimentan una fase lag de crecimiento
luego de que los cultivos son transferidos a bajas temperaturas. Esto significa que
cuando las células sufren un estrés hipotérmico, las mismas entran en un estado
caracterizado por: a) inducir un grupo de proteinas que se sintetizan a un nivel muy
bajo a la temperatura 6ptima de crecimiento, b) reprimir la velocidad basal de sintesis de
las HSPs y c¢) continuar la sintesis de muchas proteinaé que Intervienen en los

mecanismos de traduccion y transcripcion y que normalmente estan reprimidos en los
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estados de no crecimiento [80]. Por el contrario, Vibrio vulnificus [89], Lactococcus
lactis subsp. lactis [90] y Bacillus subtilis [91], no experimentan fase lag de
crecimiento. En este ultimo ejemplo, después de un cambio de 37°C a 15°C, la sintesis
de la mayoria de las proteinas se reprime y continia su crecimiento a una velocidad
intermedia, seguida por un crecimiento a una velocidad caracteristica de la nueva
temperatura de crecimiento. Las células responden al estrés con una sobreexpresion de
37 proteinas CSPs [91]. Inmediatamente después del estrés por frio se suprime la
sintesis de la mayoria de las proteinas GSPs y de las HSPs lo que demuestra que estas
dos respuestas, al frio y al calor, son antagonistas en B. subtilis [91]. Esto es andlogo a
lo que ocurre en E. coli donde la respuesta a estos estrés son mutuamente excluyentes
[92] [77].

Lo mas caracteristico de la respuesta al estrés por frio en £, coli, es el alto nivel
de induccion de una proteina de 70 aminodcidos (=7,5 kDa), denominada CspA, que
pertenece al grupo de la principal familia de CSPs. Esta proteina no se detecta en el
crecimiento a 37°C y es la primera que se induce inmediatamente después del estrés al
frio; su produccion alcanza el 13% del total de la sintesis proteica [93] [94]. Ademads, en
E. coli se han 1dentificado 8 genes homologos (cspB-cspl) a cspA, de los cuales cspA,
espBy ¢spG son inducidos transcripcionalmente como respuesta a una disminucion de
la temperatura [94] [95]. De las demas proteinas se sabe que CspD se induce por estrés
nutricional, CspC y CspE intervienen en la condensacion del cromosoma y de CspF.
CspH y Cspl atin no se conocen sus funciones [96]. También se han encontrado familias
de proteinas similares a la de la CspA en Bacillus. cereus |97], Peudomonas fragi [84] y
Bacillus subtilis [91]. En este Gltimo caso, la familia estd compuesta por tres proteinas
homologas con una identidad mayor al 70 %: CspB (homologa a CspA de E. coli).
CspC y CspD, siendo todas inducidas en respuesta al estrés hipotérmico pero a su vez
esenciales para el crecimiento a la temperatura Optima y para la supervivencia en la fase
estacionaria [98]. Es importante resaltar que todas las proteinas que pertenecen a estas
familias comparten las caracteristica de ser pequeiias (7-8 kDa) y acidicas.

Otras proteinas homologas a CspA, que comparten secuencias muy conservadas
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(identidades mayores a 45 %), también han sido encontradas en diversas bacterias tales
como Arthorobacter globiformis [82], Listeria monocytogenes [99], Salmonella
typhimurium [100], Streptomyces clavuligerus [101] y otras bacterias gram positivas y

gram negativas.

Funcion de las proteinas de estrés al frio (CSPs).

En general, las CSPs son fuertemente inducidas por el estrés hipotérmico. A
diferencia de lo que ocurre con las proteinas de estrés al calor. las proteinas de estrés al
frio estan involucradas en varios procesos celulares tales como la recombinacién de
ADN, la transcripcion y la traduccion, lo que hace pensar que la funcion principal de
estas proteinas es la adaptacion de las células a las bajas temperaturas.

En B. subtilis la delecion de cspB afecta el nivel de induccién de al menos 15
CSPs [91]. Esto sugiere que CspB tiene una funcién regulatoria después del estrés al
frio. Sin embargo, el crecimiento de esta mutante no se vio alterado a 15°C comparado
con la cepa salvaje; en cambio, si es marcadamente sensible al congelamiento-
descongelamiento, demostrando su participaciéon en la resistencia de las células a las
bajas temperaturas [{91]. La disrupciones de ¢spC’ o de c¢spD diecron mutantes no
diferenciables fenotipicamente con la cepa salvaje. Sin embargo, la doble mutante
cspCD mostré un crecimiento reducido a 15°C. Ademds, la doble mutante c¢spBC
mostréo una tendencia marcada a la lisis celular durante la fase estacionaria y una
reduccion del crecimiento a 15° y 37°C mucho mas acentuado que la doble mutante
cspBD. La triple mutante cspBCD pudo ser generada Unicamente en la presencia de un
gen cspB en frans, lo que indica que al menos es necesario una de estas tres CSPs para
la viabilidad de B. subtilis. [98]. Estudios realizados en geles bidimensionales de
proteinas evidenciaron que, en mutantes simples o dobles los niveles de las restantes
CSPs son mas altos que en la cepa salvaje a 37°C y después del estrés hipotérmico.
indicando que hay un reconocimiento de la pérdida de uno o mas de estas proteinas

especificas y una compensacion de las mismas con el incremento de los niveles de las

demas CSPs. [98].

N
(%)
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La delecion del gen ¢spA4 de E. coli, en cambio, no mostrd ningun defecto ya sca
a 37 o a 15°C. Sin embargo. la produccion de sus proteinas homologas CspB y CspG
aumentaron y la duracion de sus expresiones se prolongaron, sugiriendo que ambas
compensan la carencia de CspA [102]. Recientemente se ha demostrado que la CspA
actiia como una chaperona de ARN al bloquear la formacién de estructuras secundarias
en diversos ARN mensajeros y en el propio [103]. Ademas. CspA es un activador de la
transcripcion de hns 'y gyrd por lo que se ha sugerido que ¢s un activador general del
regulon de estrés al frio [104].

En E. coli existe otra proteina de estrés al frio, CsdA, que es casi exclusivamente
producida cuando las células son sometidas a un estrés hipotérmico de 37 a 15°C. CsdA
pesa 70 kDa y es la proteina principal asociada a los ribosomas a bajas temperaturas. Se
ha probado que CsdA tiene una actividad desestabilizadora de hélices, proponiéndose
que su rol fundamental es a nivel de la traduccion actuando junto a CspA [92]. A bajas
temperaturas E. coli experimenta una represion a nivel transcripcional de las proteinas
de estrés al calor seguida de una desrepresion de las mismas |80]. En las mutantes ¢sdA
este efecto no se observa, indicando que CsdA esta involucrada en la respuesta al estrés
por calor seguido de un estrés hipotérmico.

RbfA de E. coli, una proteina de union a la subunidad 30S ribosomal, es una
proteina de estrés al frio. [La misma se requicre para ¢l crecimiento Optimo a bajas
temperaturas y esta involucrada en la iniciacion de la traduccion [105]. Esto indica que.
a bajas temperaturas, las CSPs tendrian un rol fundamental en la iniciacion de la
traduccion.

La mayoria de las proteinas CSPs son muy similares (identidad mayor al 40%) al
extremo amino-terminal del dominio de union a acidos nucleicos de las proteinas Y-box
de eucariotas. A este dominio, que es evolutivamente el mas conservado entre las
proteinas de union a ADN y ARN, se lo llama dominio de¢ cstrés al frio (CSD, cold
shock domain). Las proteinas Y-box fueron en un principio identificadas como factores
que se unen con mucha afinidad a la secuencia Y-box (ATTGG) que esta presente en

muchos elementos reguladores de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad
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[106]. EI CSD conferiria funciones a nivel molecular tanto en la Y-box como en las
CSPs. Teniendo en cuenta que se ha demostrado que dicho dominio interviene a nivel
de la transcripcion y de la traduccion en muchos genes eucariotas [107] [106] y que las
CSPs estudiadas funcionan también en los mismos niveles en la bacterias [77], podria
especularse que todas las proteinas de estrés al frio, que posean este dominio,

intervendrian en las funciones similares.

II1.1.2.- Resultados-
I11.1.2.1.- Respuesta de Streptomyces coelicolor J 1501 al estrés hipotérmico en los
diferentes estadios de crecimiento y a diferentes temperaturas.

El disefio de este protocolo tuvo como objetivo determinar a qué temperatura.
por debajo de la temperatura éptima de crecimiento, podian observarse los cambios mas
importantes a nivel de la expresion de proteinas. Se puso énfasis en analizar
fundamentalmente las proteinas de bajo peso molecular, porque son las que
comunmente se inducen como respuesta al estrés por frio en la mayoria de los
microorganismos estudiados [106]. Para ello se realizé un cultivo de S. coelicolor J1501
en medio MG a 30°C y a diferentes tiempos del crecimiento (18, 35 y 69 hs), alicuotas
de 2 ml fueron transferidas a 30 (control), 8, 12 y 16°C ¢ inmediatamente marcadas con
100 uCi de una mezcla de [358]-meti0nina/cisteina. A los controles (30°C) se les realizo
solamente un marcado de 40 min, en cambio, para las otras temperaturas estudiadas se
realizaron dos marcados: 1) desde el tiempo 0 de induccion hasta los 40 min y 2) desde
50 a 90 min después de haber realizado el cambio de temperatura. Las muestras. luego
de marcadas, fueron lavadas y congeladas a -70°C hasta su posterior manipulacion. Una
vez finalizado el experimento se procesaron todas las muestras simultineamente. Los
extractos celulares de los controles como los de los puntos 1 y 2 de cada temperatura,
fueron sometidos a electroforésis monodimensional en geles de tricina. Los geles fueron
tefitdos con Coomassie, secados y finalmente expuestos durante tres dias. Los
autoradiogramas se muestran en la Figura 6. En general, ﬁo se observaron grandes

diferencias de expresion entre las muestras control y las inducidas que puedan juzgarse

AN
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en estos geles monodimensionales. Sin embargo, fue muy clara la induccién de una
proteina de peso molecular aparente de 9 kDa en los perfiles proteicos de las muestras
de 18 y 35 hs sometidas a las temperaturas de 8 y 12°C. Este efecto no fue tan dramatico
a 16°C. A las 69 hs de cultivo, en cambio, no se observé induccion de ninguna proteina
de bajo peso molecular luego de transferir las alicuotas del cultivo a las diferentes

temperaturas de estrés.
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Figura 6: Perfiles proteicos de S. coelicolor J1501 crecidos en condiciones
normales o sometidos a estrés hipotérmico. Alicuotas de un cultivo crecido durante
18, 35 y 69 hs en medio MG, fueron transferidas a 30, 8, 12 y 16°C como se indic6 en
el texto y se marcaron durante 40 min con [*°S]-metionina/cisteina. Aproximadamente
10° cpm de cada muestra se corrieron en un gel de tricina. PM, marcadores de peso
molecular expresados en kDa. La flecha indica la proteina de 9 kDa inducida. 30,
control a 30°C. 1 y 2, indican que los cultivos fueron marcados entre 0 a 40 min y
entre 50 a 90 min respectivamente, luego del cambio de las alicuotas del cultivo a las
temperaturas indicadas.
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II1.1.2.2.- Caracterizacién de proteinas que se inducen en diferentes estadios de
crecimiento y por estrés hipotérmico utilizando geles bidimensionales.

Basados en los resultados obtenidos con los geles monodimensionales, las
muestras inducidas a 12°C y los controles a 30°C de los distintos tiempos (18, 35 y 69
hs) fueron sometidas a electroforésis bidimensional en geles de poliacrilamida al 12,5%,
con el objeto de realizar una primera inspeccion, y tratar de comparar la respuesta al
estrés hipotérmico con los cambios que ocurren en el microorganismo en los diferentes
estadios de crecimiento. Los geles bidimensionales, para los controles y para las
muestras inducidas, se realizaron por triplicado. Para determinar el grado de induccién o
represion de cada punto (proteina), se consideraron y promediaron las cpm de cada uno
de ellos de la siguiente manera: aquellos puntos que aparecian solamente en un gel de
los triplicados fueron excluidos para cualquier tipo de consideracién; los otros fueron
promediados dividiendo la suma total de las cpm por el nimero de apariciones en las
repeticiones. En la Figura 7 se pueden ver los puntos que corresponden a todas las
proteinas analizadas en geles bidimensionales a las 16, 35 y 69 hs. Luego, los perfiles de
expresion de las proteinas inducidas o reprimidas mas de dos veces con respecto a los
controles a 30°C, se sometieron a un estudio estadistico (analisis de grupo) utilizando la
base de datos construida por el Dr. J Vohradsky y colaboradores [49] para la cepa de S.
coelicolor J1501 crecida en medio liquido MG a 30°C (Figura 8). Dicha base sirvid
como patrén para identificar las proteinas que se inducen o reprimen a 12°C y las
proteinas expresadas por la bacteria en condiciones normales de crecimiento. Un total
de 149 proteinas cambiaron significativamente su expresion, es decir que fueron
inducidas o reprimidas mas de dos veces con respecto al control de 30°C. Sin embargo,

88 de éllas fueron identificadas en la base de datos.
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Inducidas:
inducidas mas de dos veces 54
nuevas después del estrés 15
total de inducidas por el estrés 69
identificadas en la base de datos 35
Reprimidas:
reprimidas mas de dos veces 53
desaparecen después del estrés 27
total reprimidas por el estrés 80

identificadas en la base de datos 53

La diferencia entre el numero de proteinas totales inducidas (69) y las identificadas en la
base de datos (35) se debe a que muchas de ellas (15) son posiblemente especificas del
estrés estudiado (12°C) y por lo tanto no estaban registradas; otras, en cambio, estarian
bajo el limite de deteccion o no fueron claramente reconocibles en la base.
Consideraciones similares deben tenerse en cuenta para la diferencia observada entre las
proteinas totales reprimidas y las identificadas. La imposibilidad de poder detectar el
total de las proteinas inducidas y reprimidas nos llevé a plantear la necesidad de realizar
una nueva base de datos més completa que abarcara todas las proteinas expresadas
normalmente en el crecimiento a 30°C y aquellas que aumentan o reducen su expresion

a 12°C (ver Capitulo 2).
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Figura 7: Relaciéon induccion/represion entre controles y muestras inducidas. El
eje horizontal representa promedios de densidades de las proteinas en los controles. El
eje vertical representa promedios de densidades de muestras inducidas y control
representadas como logaritmos de base 2. Las lineas horizontales continuas marcan el
limite de induccién (superior) o represion (inferior) de 2 veces. La linea de puntos
representa zonas de un 25 % de induccién o represion. La zona central entre lineas de
puntos representa el error experimental. '
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Figura 8: Curva de crecimiento de S. coelicolor J1501. Los niimeros asignados
corresponden al momento de la toma de las muestras procesadas para la realizacién de
la base de datos realizada por J. Vohradsky y colaboradores [49].
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Andlisis de grupo.

Para estudiar el perfil cinético a lo largo del desarrollo, de aquellas proteinas
inducidas o reprimidas por el estrés por frio y que fueron previamente identificadas en la
base de datos, se realizé el andlisis de grupo (método UPGMA) [49]. El método se basa,
fundamentalmente, en comparar las repeticiones de los geles de cada tiempo de la curva
a 12°C con un “gel patrén” que fue construido con todas las proteinas encontradas en
Streptomyces a lo largo del desarrollo [49]. A todas las proteinas se les asigné un
nimero que se asocia con una unica localizacion en el gel patrén. El nimero de cada
proteina es idéntico en todos los geles. A fin de poder definir la cinética de expresion, de
las proteinas inducidas o reprimidas a 12°C, se aplicaron férmulas y criterios
matematicos que permitieron normalizar los geles de tal forma que todos los errores
sistematicos fueron eliminados (errores de siembra y manipulacién) [51].

Para la confeccion de la base de datos previamente citada [49] se realizaron 48
geles 2-D que representaban 16 puntos durante el desarrollo y cuyos analisis estadisticos
permitieron identificar matematicamente 4 fases de crecimiento: CR1, T, CR2 y S. La
Figura 8 muestra la curva de crecimiento correspondiente al experimento con el cual se
realizo la base de datos mencionada. Los puntos y barras 1-7 representan la primera fase
de crecimiento rapido (CR1); 8 y 9 la fase de transicion (T); 10-12 la segunda fase de
crecimiento rapido (CR2); 13-16 la fase estacionaria (S). Los graficos de barras que se
muestran en las Figuras 10 y 12 representan el perfil de expresion de grupos de
proteinas en cada tiempo de la curva

A todas las proteinas inducidas o reprimidas después del estrés por frio, se les
realiz6 un estudio del perfil cinético a lo largo del crecimiento tomando como patrén la
la base de datos construida por J. Vohradsky y colaboradores. Se agruparon las
proteinas cuyos perfiles cinéticos de induccion o represion era similar a lo largo del
desarrollo. De esta manera, en la Figura 9 se muestra el arbol dividido en 6 grupos cuyés
hojas representan a las 35 proteinas inducidas e identificadas en la base. Los tres
primeros grupos por su gran similitud a su vez se combinaroﬂ en uno solo, dando como

resultado final 4 perfiles diferentes. En la Figura 10 se muestra la representacion en
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graficos de barra de los 4 grupos mencionados anteriormente. En la Figura 11 se puede
observar el érbol dividido en 5 grupos cuyas hojas representan a las 53 proteinas
reprimidas e identificadas en la base de datos de proteinas con un perfil similar yenla

Figura 12 se ve la representacion de estos grupos en graficos de barras.
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Figura 9: Dendrograma de similaridad de proteinas inducidas por estrés
hipotérmico y cuyos perfiles cinéticos fueron estudiados en la base de datos. El
arbol esta dividido en 6 grupos cuyas hojas representan a las 35 proteinas inducidas.
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Figura 10: Perfiles de los grupos de proteinas inducidas identificadas en la base
de datos de S. coelicolor. Las barras representan los promedios de los perfiles de
expresion de los grupos de proteinas de la Figura 9. Las barras 1-16 corresponden a
los puntos que se indican en la Figura 8, con los que se construyo la base de datos.
Los tres primeros grupos representados en la Figura 9 se combinaron por su gran
similitud en uno solo (CL1). Barras 1-7 representan fase CR1; 8-9, fase T; 10-12 fase
CR2y 13-16 fase S. Los perfiles estan normalizados para tener un maximo de 1.
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Figura 11: Dendrograma de similaridad de proteinas reprimidas por estrés
hipotérmico y cuyos perfiles cinéticos fueron estudiados en la base de datos. El
arbol esta dividido en 5 grupos cuyas hojas representan a las 53 proteinas reprimidas.
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Figura 12: Perfiles de los grupos de proteinas reprimidas e identificadas en la
base de datos de S. coelicolor. Las barras representan los promedios de los perfiles de
expresion de los grupos de proteinas de la Figura 11. Las barras 1-16 corresponden a
los puntos que se indican en la Figura 8, con los que se construyé la base de datos.
Barras 1-7 representan la fase CR1; 8-9, fase T; 10-12, fase CR2 y 13-16, fase S. Los
perfiles estan normalizados para tener un maximo de 1.
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II1.1.3.- Discusién.

Se realizé un experimento de induccién a diferentes temperaturas (8, 12 y 16°C)
y en distintos estadios de crecimiento (18, 35 y 69 hs) con el fin de estudiar la sintesis
de novo de proteinas cuando las células sufren un estrés hipotérmico. Al someter las
muestras a electroforesis en geles de tricina, se identificé una proteina de peso
molecular aparente de 9 kDa, que no se detectaba a 30°C pero que era inducida
fuertemente a 8 y 12°C y en menor medida a 16°C, en las muestras correspondientes de
las 18 y 35 hs de cultivo. La induccién de proteinas de bajo peso molecular ha sido una
constante en todas las bacterias estudiadas que han sido sometidas a estrés por frio, y en
general, todas son homologas a la CspA de E. coli [106]. A través de la informacion del
gel monodimensional presentado (Figura 6) no se puede especular mas alla de la simple
observacion de que esta proteina podria ser una homéloga a CspA. Este experimento
nos permitié definir fundamentalmente las condiciones 6ptimas para realizar el estudio
de proteinas de estrés al frio. ’

Con las muestras de cultivo de S. coelicolor crecido a 30°C e inducido a 12°C se
realizaron geles bidimensionales SDS-PAGE, los cuales fueron analizados segiin lo
descripto en la seccion II1.1.2.2. Se reconocieron 69 proteinas que se indujeron por
estrés hipotérmico; de las mismas se identificaron 35 en la base de datos confeccionada
por el Dr. J. Vohradsky y colaboradores en base a los resultados obtenidos con muestras
de S. coelicolor creciendo a 30°C. También se reconocieron 80 polipéptidos que se
reprimieron por la disminucion de la temperatura; de estos se identificaron 53 proteinas
existentes en la misma base. Los perfiles cinéticos de las 88 proteinas (35 inducidas y
53 reprimidas) fueron analizados a lo largo del desarrollo. Las proteinas inducidas
fueron agrupadas en 4 grupos: CL1, CL2, CL3 y CL4 (Figura 10). Las del grupo CL1
muestran una sintesis moderada en todas las fases de crecimiento con un incremento
hacia la fase estacionaria (barras 14, 15 y 16). Por el contrario, las agrupadas en CL2
exhiben una alta velocidad de sintesis en la fase exponencial hasta la fase de transicion

(barras 1-8), decayendo significativamente en la segunda fase de crecimiento rapido
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(barras 9-16). En cambio, las proteinas en CL3 comprenden a las que muestran una
sintesis incrementada e importante solamente en la fase de transicién (barra 8).
Finalmente, en CL4 las proteinas son sintetizadas durante todo el crecimiento con un
maximo hacia el final de la fase de transicion (barra 9).

Las proteinas reprimidas fueron agrupadas en 5 grupos: CL1, CL2, CL3, CL4 y
CL5 (Figura 12). Las pertenecientes a CL1 muestran una alta expresion en la primera
fase de crecimiento rapido (barras 1-7), disminuyendo en la fase de transicion (barras 8
y 9). Posteriormente, el perfil muestra induccion hacia la fase final de la segunda fase de
crecimiento rapido (barra 12), decayendo nuevamente hasta el final de la fase
estacionaria (barras 13-16). El perfil de CL1 de proteinas reprimidas es comparable al
CL2 de proteinas inducidas descripto anteriormente (Figura 10). En cambio CL3,
muestra una expresion similar a CL1; es decir, una fuerte induccién antes de la fase de
transicion (barras 1-7) y una posterior reduccién en su sintesis. Por el contrario, las
proteinas agrupadas en CL4, muestran una expresion moderada durante la primera fase
de crecimiento rapido (barras 1-7) y una posterior represion durante la fase de transicién
(barras 8 y 9). Finalmente, en la fase del segundo crecimiento rapido aparece una
importante induccion (barras 10-12) de los polipéptidos que desaparece durante la fase
estacionaria (barras 13-16). Por ultimo, las proteinas de CL5 exhiben altos niveles
durante todo el crecimiento con un minimo durante la fase de transicion (barras 8 y 9).

Es de destacar que todos los perfiles de proteinas reprimidas muestran un
minimo de expresion durante la fase de transicion, a excepcion del grupo CL2 (Figura
12). Por el contrario, los perfiles de las proteinas inducidas muestran un méximo de
sintesis en la fase de transicion, a excepcion del grupo CL1 (Figura 10).

Trabajos preliminares han establecido que la fase de transicién, fenémeno
descripto en medio s6lido y liquido, es un periodo en el crecimiento de los Streptomyces
donde ocurren importantes y variados cambios fisiolégicos relacionados con ciertés
estrés (C. Thompson, comunicacién personal). Por ejemplo, la respuesta al estrés por
calor ha sido muy bien caracterizada en S. coelicolor [51] y. difiere notablemente a la

descripta en otras bacterias. Los patrones de expresiéon génica en cultivos de S.
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coelicolor sometidos al estrés por calor en varias fases del crecimiento, fueron
estudiados utilizando geles bidimensionales de proteinas y analizados usando métodos
estadisticos [51]. La respuesta de todas las proteinas de estrés al calor (HSPs) fue
dependiente de la fase de crecimiento. Para muchas HSPs, los niveles de induccién
alcanzados estaban relacionados con los niveles de sintesis en un determinado estadio de
crecimiento antes del estrés térmico. Esto apoyaba la idea de que el estrés al calor y el
desarrollo comparten elementos comunes de control. Los andlisis estadisticos
permitieron agrupar en cinco grupos a aquellas HSPs y proteinas dependientes de
diferentes estados de desarrollo, que compartian cinéticas de sintesis similares [51].

Basados en el rol de la presion osmotica en la ereccion del micelio aéreo [13],
colaboradores del Dr. Thompson indujeron cultivos en la primera fase de crecimiento
rapido con NaCl. Mas del 50% de las proteinas inducidas por NaCl aumentaban o
disminuian su sintesis durante la fase de transicion (P. Viollier y J. Vohradsky,
comunicacion personal).

Streptomyces crece en medio s6lido formando un micelio sustrato el cual se
diferencia mas tarde en micelio aéreo para dar finalmente numerosos esporos
uninucleados y pigmentados [6]. La formacién del micelio aéreo coincide con el
momento en que los metabolitos secundarios, pigmentos y antibi6ticos, comienzan a
sintetizarse [13]. Granozzi y colaboradores [12] describieron que hacia el final de la
formacion del micelio sustrato, en medio sélido, se producia una cesacion transitoria del
crecimiento (fase de transicion), con una importante reduccion en la sintesis de acidos
nucleicos y de proteinas. M4s tarde, al iniciarse la diferenciacion morfologica, los
valores de sintesis de las macromoléculas casi recuperaban sus valores normales. Estos
autores concluyeron, que tales cambios se debian a un estrés fisiologico que ocurre justo
antes de la diferenciacién morfologica en medio s6lido [12]. Experimentos recientes,
realizados en medio minimo liquido han demostrado que la fase de transicion es uﬁa
consecuencia directa del hambreado (J. Novotnd y C. Thompson, comunicacién
personal). Andlisis cuantitativos de la composicion del medio de cultivo MG, revelaron

que la fase de transicion es el reflejo de una curva diduxica. Luego de la primera fase de
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crecimiento rapido la fuente de carbono y nitrogeno, el glutamato, se agota y la bacteria
entra en un estado en el cual se produce una reprogramacioén metabélica para comenzar
a consumir nuevas fuentes de carbono (maltosa) y nitrégeno (amonio). Al menos dos
parametros fisiolégicos experimentan un cambio significativo en ese momento: 1) la
velocidad de sintesis proteica disminuye un 90% y 2) el pH del medio cambia hasta
alcanzar un valor maximo (ver Capitulo 2).

Se han realizado diversos estudios, y otros atn en marcha, que tienen como
objetivo encontrar un modelo unificador en el cual el hambreado sea el desencadenante
de la activaciéon de las respuestas a diversos estrés. Probablemente, muchas de las
proteinas de estrés han participado a lo largo de la evolucién, como parte del sistema del
desarrollo de los Streptomyces. No cabe duda que el modelo final podra ser concluido
cuando se dispongan de diversas mutantes en los diferentes sistemas reguladores de la
respuesta a los estrés. Es por ello que la fase de transicién es motivo de interés y de
estudio enfocados desde un punto de vista bioquimico y genético, ya que se supone que
¢s en ese momento, cuando se produce una respuesta fisioldgica que desencadenaria la
biosintesis de metabolitos secundarios y el desarrollo del micelio aéreo.

Los estudios de los diferentes regulones estdn restringidos a simples
observaciones. Es decir, se aplica un estimulo y luego se observa su consecuencia. El
resolver un problema biolégico, como ser el de estudiar la respuesta a un estrés, puede
realizarse cambiando la dptica de lo que se ha venido haciendo hasta el momento en
otros organismos. La aplicacion de métodos estadisticos para analizar las expresion
génica registrada en geles 2-D, permite entender la respuesta de grupos de genes a
multiples estimulos. Esta metodologia, utilizada previamente en el estudio del estrés
térmico en S. coelicolor [51], ha sido elegida para realizar el andlisis de la respuesta al
estrés hipotérmico en Streptomyces coelicolor.

Las condiciones de cultivo, marcado y manipulacion de las proteinas fueron las
mismas que las utilizadas en la realizacion de la base de datos preexistente, realizada
con Streptomyces coelicolor J1501 en medio liquido [49]. De esta forma fue posible

estudiar por los mismos métodos estadisticos, los perfiles de expresiéon después del
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estrés hipotérmico y su relacion con los cambios que ocurren en los diferentes estadios
de crecimiento.

Con los resultados presentados en este capitulo se llegd a las siguientes
conclusiones: el estrés por frio induce o reprime la expresion de 69 y 80 proteinas
respectivamente. Muchas de ellas fueron identificadas en la base de datos y a su vez,
dentro de ese grupo, muchas se inducen o reprimen en la fase de transicién. Los datos
obtenidos hasta el momento permiten establecer un nexo entre la fase de transicion
(estrés fisiologico) y el estrés por frio.

Hasta el momento no existen anélisis detallados en otros microorganismos que
indiquen cémo se relacionan los cambios producidos en los diferentes estadios de

crecimiento con el estrés hipotérmico.
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ITL.2.-Capitulo 2: Purificacién y caracterizacién de una proteina de 9 kDa que se
induce por estrés hipotérmico y fisiolégico.
I11.2.1.-Introduccién y objetivos.

La respuesta al estrés por frio en E. coli describe un patrén especifico de
expresion génica. Este patron de expresion incluye la inducéién de proteinas especificas
de estrés al frio, represion de las proteinas de estrés por calor y sintesis de otras
proteinas involucradas en la transcripcion y traduccién [78] [77].

Lo mas caracteristico de la respuesta al estrés por frio en E. coli es el alto nivel
de expresion de una proteina de = 7,5 kDa denominada CspA, que pertenece al grupo
principal de la familia de CSPs. Una proteina homoéloga a CspA fue encontrada por
casualidad en Streptomyces clavuligerus [101]. Esta proteina, de peso molecular
aparente de 8-10 kDa, copurificé con la tioredoxina en estudios realizados sobre el
sistema de la tioredoxina en S. clavuligerus. Ademads, habia sido depositada en el
GeneBank (n° de acceso x92686) la secuencia de una proteina, SCOF, de S. coelicolor
M145 [108] con caracteristicas similares a la de S. clavuligerus y a la de E. coli. En la
seccion II1.1.2.1. se mostro la presencia de una proteina de peso molecular aparente de 9
kDa que es inducida a 8°C y 12°C, lo que hizo suponer que esa proteina perteneceria a
la familia de CSPs (similar a CspA) de E. coli. Con este dato y con los demas resultados
discutidos en III.1.3. se plantearon los siguientes objetivos: 1) realizar una nueva base
de datos que registrase la expresion génica de S. coelicolor J1501 creciendo a 30°C en
medio MG liquido y en condiciones de estrés hipotérmico (12°C). La misma se llevaria
a cabo con la metodologia con la que se habia realizado la base mencionada en el
capitulo anterior. En aquella, las muestras fueron procesadas en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE al 12,5 %, lo que restringia el analisis hasta las proteinas de =15 kDa. En
cambio, las muestras en la nueva base serian procesadas en geles SDS-PAGE y en geles
de tricina, lo que permitiria registrar también, aquellas proteinas menores a 15 kDa. Esfo
complementaria los conocimientos sobre la cinética de expresion de “todos” los genes

de S. coelicolor durante todo el desarrolo, 2) caracterizar y purificar la proteina de 9 kDa

72



RESULTADOS Y DISCUSION. CAPITULO 2

que se induce por frio y 3) realizar su secuencia amino terminal con el fin de poder

utilizar este dato para el clonado del gen que la codifica mediante genética reversa.

I11.2.2.-Resultados.
I11.2.2.1.-Curva de crecimiento en medio liquido de Streptomyces coelicolor J1501.
Condiciones de reproducibilidad.

Las cuatro fases de crecimiento que muestran los cultivos de Streptomyces en
medio liquido son bien conocidas y la forma de la curva es siempre constante [49] [51].
Sin embargo, las fases pueden estar desplazadas en el tiempo debido entre otras cosas a
la calidad de las drogas usadas, el indculo y la velocidad con que se toman las muestras;
es por ello que fue necesario establecer rigurosas condiciones de reproducibilidad (ver
Materiales y Métodos). Los cultivos en medio minimo MG se inocularon con
precultivos de S. coelicolor J1501. Alicuotas de 2 ml fueron transferidas a 30°C e
inmediatamente se les agregd la mezcla de [358]-metionina/cisteina. Se incubaron
durante 1 hora, deteniéndose la marcacién introduciendo los frascos en hielo. Las
células marcadas fueron centrifugadas, lavadas y congeladas a -70°C hasta su posterior
procesamiento. A partir de cuatro curvas de crecimiento independientes realizadas en
idénticas condiciones, se pudieron definir con certeza las cuatro fases de crecimiento de
S. coelicolor J1501: el primer estadio de crecimiento rapido (CR1) termina
aproximadamente a las 45 horas, cuando el cultivo disminuye su velocidad de
crecimiento durante 4-6 hs. Luego de esta etapa, conocida como fase de transicion (T),
se reasume el crecimiento durante otras 10 horas (CR2) con un tiempo de duplicacion
similar a CR1. Aproximadamente, a las 80 horas las células ingresan a su fase
estacionaria (S) de crecimiento. Para definir con certeza los diferentes estadios de
crecimiento fue necesario contar con otros parametros como ser: pH del medio,
observacién de los patrones de expresion en geles monodimensionales, medicion de -la
incorporaciéon de marca y aparicion del antibidtico actinorodina en el medio, el cual es

un marcador especifico de la fase estade crecimiento [42].

73



RESULTADOS Y DISCUSION, CAPITULJ 2,

Con las condiciones establecidas en el paso anterior se realizé una nueva curva
de crecimiento con el objeto de construir una nueva base de datos utilizando la
metodologia de geles bidimensionales, que permitiria realizar el estudio de los cambios
de expresion a 30°C y por estrés hipotérmico. A las 14 (1), 23 (2), 38 (3), 42 (4), 44 (5),
46 (6), 49 (7), 52 (8), 62 (9), 65 (10), 87 (11) hs, luego de inoculado el cultivo principal,
se extrajeron 2 alicuotas de 2 ml cada una. A las alicuotas se les agregd la mezcla de
[358]-metionina/ciste1’na y se las incubé a 30°C y 12°C respectivamente, durante 1 h.
Para su procesamiento, se siguié lo indicado anteriormente. La curva de crecimiento a
30°C, la curva de pH y la velocidad de sintesis proteica se muestran en las Figuras 13,

14 y 15 respectivamente.
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Figura 13: Curva de crecimiento de S. coelicolor J 1501 a 30°C. Tipica curva de
crecimiento bifasica de S. coelicolor en medio minimo liquido (MG). Alicuotas de 2
ml de cultivo fueron incubadas durante 1 h a 30°C en presencia de [358]-
metionina/cisteina. Luego las células fueron cosechadas y procesadas como se
describe en Materiales y Métodos. El contenido proteico fue usado como medida del
crecimiento. A cada una de las muestras se les asign6 un numero de 1-11 de acuerdo al
tiempo en que fueron tomadas. 14 (1), 23 (2), 38 (3), 42 (4), 44 (5), 46 (6), 49 (7), 52
(8), 62 (9), 65 (10) y 87 (11) horas. CR1, primera fase de crecimiento rapido; T, fase
de transicion; CR2, segunda fase de crecimiento rapido y S, fase estacionaria.
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Figura 14: Curva de pH. Variacion del pH del medio durante el crecimiento del
S.coelicolor J1501 en medio MG
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Actividad especifica
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Figura 135: Velocidad de sintesis proteica a 30°C. Las muestras 1-11 marcadas con
[355]-meti0nina/ciste1'na corresponden a las muestras de la Figura 13. La medicién de
la radioactividad incorporada a las proteinas, se realiz6 segun lo descripto en
Materiales y Métodos.
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I11.2.2.2.-Construcciéon de una base de datos para el estudio de los cambios en la
expresion génica de S. coelicolor durante los distintos estadios de crecimiento y en
condiciones de estrés hipotérmico.

Para la realizacion de la nueva base de datos se utilizaron las muestras 2, 4, 5, 6,
7, 8,9 y 11, de la curva de crecimiento descripta anteriormente y que fueron marcadas
con [358]-metionina/cisteina 30°C y 12°C. Las muestras fueron analizadas en geles
bidimensionales de tricina y SDS-PAGE utilizando el sistema Investigator® de
Millipore y Hoefer® S600. De cada una de las muestras se realizaron al rhenos
triplicados comparables. Es decir que se realizaron 96 geles como minimo. A su vez, se
obtuvieron de cada uno de ellos exposiciones de una semana y de un mes para tener un
registro de por lo menos 1.500 proteinas analizables que es el limite que permite este
sistema en estas condiciones. Al momento de escribir esta Tesis no se disponia de las
conclusiones finales del analisis estadistico de esta base de datos. Los 192
autoradiografias obtenidas estan siendo procesadas y analizadas en el Departamento de
Microbiologia de la Universidad de Basilea por el Doctor Jiri Vohradsky. Sin embargo,
hasta tanto se dispusieran de los datos finales de esta base, se contaba con las evidencias

preliminares discutidas en la seccion II1.1.3.

I11.2.2.3.-Analisis de la expresion génica en las distintas fases de crecimiento.

Las 11 muestras de la curva de crecimiento realizada a 30°C, y que se muestra en
la Figura 13, fueron sometidas a electroforesis monodimensional en geles de tricina y
SDS-PAGE. De cada muestra se sembré aproximadamente 1x10° cpm. Los geles fueron
fijados, tefiidos, secados y expuestos durante 3 dias. En la Figura 16 se muestran los 11
extractos resueltos en un gel monodimensional de tricina. Los perfiles proteicos de los
puntos 1, 2, 3, 4 y 5 son muy parecidos y pertenecen a la primera fase de crecimiento
rapido. Sin embargo, en el punto 6 se ve un cambio repentino en la expresion de ciert;as
proteinas, haciendo que el perfil de esta muestra no sea comparable a los puntos
anteriores ni parecido a los siguientes. Con el resto de las muestras se observaron

diferencias muy sutiles; los puntos 7 y 8 son muy parecidos entre si, como asi también

77



RESULTADOS Y DISCUSION, CAPITULO 2

9, 10 y 11. Los datos de pH, concentracién de proteina y actividad especifica
demostraron que los puntos 6, 7 y 8 pertenecen a la fase de transicién. Sin embargo, el
cambio que se observa en el perfil de expresion del punto 6, confirmaria que éste es el
punto mas importante de la fase T. La induccién de 3 bandas caracteristicas con un peso
molecular aparente de 8, 32 y 69 kDa (Figura 16), son marcadores que aparecen siempre
en el punto mas critico de esta fase. Los patrones monodimensionales de las 11 muestras
fueron comparables a los de la base de datos preexistente (X.Li, comunicacién

personal), lo cual indica la confiabilidad de la curva de crecimiento realizada.
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Figura 16: Cambios en la expresion génica en las distintas fases de crecimiento de
S. coelicolor J1501 en medio liquido. Los puntos 1-11 representan las muestras de la
curva de crecimiento que se muestra en la Figura 13. Alicuotas de 2 ml de cultivo
creciendo a 30°C fueron marcadas durante 1 h con [358]-metionina/ciste1'na. Las
células se trataron luego como se describe en la leyenda de la Figura 13. Las flechas
indican la induccién de tres proteinas con peso molecular aparente de 8, 32 y 69 kDa,
caracteristicas de la iniciacion de la fase de transicién (punto6).
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H1.2.2.4.-Andlisis de la expresién de la proteina de 9 kDa en fase logaritmica y de
transicion a 30°C y 12°C.

Del analisis de los geles bidimensionales realizados, se observé que los cambios
mas importantes a nivel de sintesis proteica ocurrian durante la fase de transicién
(II1.1.3.). Con el objeto de analizar la expresion de proteinas de bajo peso molecular,
que son las que cominmente se inducen por estrés hipotérmico en la mayoria de los
microorganismos [106], se realizaron geles bidimensionales de tricina de las muestras 4,
5,6,7y 9 (muestras 4 y 9 como datos no mostrados) a 30°C y 12°C (Figura 17). De
cada muestra se sembré aproximadamente 1x 10° cpm y los geles fueron tefiidos con
azul de Coomassie, secados y expuestos durante tres dias. Los resultados se muestran en
la Figura 18. Como se puede observar en los puntos 5 y 7 una proteina de peso
molecular aparente de 9 kDa es inducida solamente a 12°C. En cambio, en el punto 6, la
misma proteina se expresa tanto a 30°C como a 12°C. En las muestras 4 y 9 se observé
lo mismo que en los puntos 5 y 7. También fue muy clara la induccién de una proteina
de peso molecular aparente de =8 kDa en los perfiles proteicos de todas las muestras
sometidas a 12°C. En el rango de peso molecular que va de 8 a 16 kDa no se observaron
otros cambios a nivel de induccién de proteinas. Por tratarse de geles de tricina, no fue

posible analizar por inspeccién visual mas arriba de los 16 kDa.
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Figura 17: Representacion de la curva de crecimiento de Ia Figura 13: Puntos 5, 6

y 7 son las muestras que se utilizaron para estudiar la expresion de la proteina de 9
kDa a 30°Cy 12°C. :
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Figura 18: Expresion de la proteina de 9 kDa a 30°C y 12°C. Las muestras 5,6y 7
se resolvieron usando electroforesis bidimensional en geles de tricina. PI, puntos

isoeléctricos. PM, marcadores de peso molecular en kDa. Las flechas indican la
ausencia (flecha vacia) o presencia (flecha llena) de la proteina de 9 kDa.
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I11.2.2.5.-Purificaciéon de la proteina de 9 kDa que se induce a bajas temperaturas y
a 30°C en fase de transicion.

El hecho que una proteina de bajo peso molecular se expresase tanto en una
situacion de estrés hipotérmico como en una de estrés fisiologico (fase T), nos llevo a
pensar en la importancia que podria tener esta proteina como sensora de estas dos
situaciones de estrés; por lo que decidimos purificarla y caracterizarla.

Para ello fue necesario disponer de una gran cantidad de extracto crudo debido a
que no era posible observar facilmente mediante tincion con azul de Coomassie la
proteina de 9 kDa. Se parti6 de medio litro de medio MG. Las células fueron crecidas
hasta 20 hs a 30°C. Para control, se tomaron 2 alicuotas de 2 ml cada una, a las cuales se
les adicioné 100 uCi de la mezcla de [358]-metionina/cisteina y se las dejé marcando
durante 1 h a 30°C y 12°C respectivamente. El resto del cultivo fue inducido a 12°C
durante 1 h y sin radioactivo. Los cultivos marcados y sin marcar fueron cosechados y
las células rotas por ultrasonido y centrifugadas. Se realizaron 20 geles preparativos de
poliacrilamida monodimensionales de tricina usando el sistema Hoeffer® S600. La
electroforesis se realizé a 200 V entre 10-20 mA durante 8 horas. Una vez finalizada la
corrida, los geles se tifieron con azul de Coomassie y de cada uno se corté la zona
comprendida entre 8-11 kDa. Luego se procedio a la electroelucion y concentracion del
extracto segun lo descripto en Materiales y Métodos. Se controld la presencia de las
proteinas electroeluidas realizando un gel monodimensional de tricina en las mismas
condiciones. Se sembraron las siguientes alicuotas: proteinas marcadas a 30°C y 12°C,
proteinas no marcadas electroeluidas del cultivo inducido a 12°C, una mezcla del
extracto de electroelucion mas el control inducido a 12°C y finalmente el extracto no
marcado a 12°C. Los perfiles proteicos tefiidos con Coomassie y sus autoradiografias se
muestran en la Figura 19. Como puede apreciarse, el extracto que contiene las proteinas
de bajo peso molecular contiene la proteina de 9 kDa (comparar las calles 2 y 3 ) que se

induce por frio.
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Figura 19: Purificacién de la proteina de 9 kDa: Un cultivo de S. coelicolor J 1501
crecido a 30°C en medio MG hasta la fase CR1 fue inducido a 12°C.En paralelo, 2
alicuotas fueron separadas e incubadas 1 hora con [358]-metionina/ciste1'na a30°Cy
12°C, respectivamente. Las células fueron cosechadas y procesadas como se describe
en Materiales y Métodos. Las calles muestran los perfiles proteicos de los diferentes
extractos tefiidos con Coomassie (A) y su autoradlografla (B). Calle 1, 1,5x10° cpm
del control marcado a 30°C; calle 2, 1x10° cpm del control marcado a 12°C; calle 3,
20 ;,Ll de las proteinas electroeluidas; calle 4, 10ul de proteinas electroeluidas mas
5x10° cpm de control marcado a 12°C; calle 5, 80 ug del extracto crudo inducido a
12°C y sin marcar. PM, proteinas marcadoras de peso molecular expresados en kDa.
Las flechas indican en B la proteina de 9 kDa.
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I11.2.2.6.-Secuencia amino terminal de la proteina de 9 kDa.

Con el objeto de clonar el gen que codifica la proteina de peso molecular
aparente de 9 kDa, se obtuvo la secuencia amino terminal de dicha proteina. Para tal fin
se trabaj6 con las muestras obtenidas en el paso I11.2.2.5. 1x10° cpm del extracto control
marcado a 30°C y 1x10° cpm del marcado a 12°C y ambos con el agregado de una
alicuota del electroeluido, fueron sometidos a electroforesis bidimensional en geles de
tricina. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie, secados y expuestos durante 3
dias. Cuando se superpusieron las autoradiografias con los geles tefiidos, una sefial
radioactiva a la altura de 9 kDa, coincidia con una proteina de 9 kDa observada con
Coomassie. Por el contrario, la misma sefial radioactiva no se observd en el gel
sembrado con el extracto control marcado a 30°C aunque si estaba presente la proteina
de 9 kDa tefiida con Coomassie (datos no mostrados). Una vez identificada la posicion
de la proteina se procedid a realizar una electroforesis bidimensional del extracto
obtenido por electroelucion (I11.2.2.5.). Para ello se hicieron 10 geles respetando las
condiciones de trabajo utilizadas hasta el momento, excepto que se cambié6 CHAPS por
Nonidet P-40 para conservar el perfil proteico. Finalizada la electroforesis, los geles
fueron inmediatamente electrotransferidos a membranas de PVDF. La membrana tefiida
con azul de Coomassie se muestra en la Figura 20. La proteina de 9 kDa fue recortada
de las membranas y enviada para su secuenciacion. La degradacion de Edman se realizé
directamente sobre el fragmento de PVDF. La secuencia aminoterminal fue la siguiente:

S-V-T-V-R-I-P-I-L-R-P-H-?-G-G-Q.
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Figura 20: Purificacién de las proteinas acidica de bajo peso molecular de 9 kDa.
La electroforesis bidimensional fue utilizada para la separacién y purificacion de las
proteinas comprendidas entre 8 -11 kDa. Un extracto de proteinas electroeluidas de
peso molecular entre 8-11 kDa, fueron obtenidos a partir de un cultivo de S. coelicolor
crecido a 30°C e inducido a 12°C durante 1 hora. El cultivo fue cosechado, sus células
sonicadas y tratadas posteriormente segtin lo descripto en Materiales y Métodos. La
primera dimension fue un isoelectroenfoque y la segunda una electroforesis en gel de
tricina. El gel posteriormente fue electrotransferido a una membrana de PVDF y
tefiido con azul de Coomassie. PM, pesos moleculares en kDa. pl, puntos isoeléctricos.

La flecha indica la proteina de = 9 kDa cuya secuencia amino terminal fue
determinada.
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I11.2.2.7.-Espectrometria de masa de proteinas acidicas de bajo PM.
Simultineamente a la secuenciacién de la proteina de 9 kDa se realiz6 la
purificacién y espectrometria de masa de otras proteinas acidicas y de bajo peso
molecular. Para ello se realizé una electroforesis preparativa bidimensional en las
condiciones ya descriptas. Luego de finalizada la corrida se tifio el gel con azul de
Coomassie y se lavo exhaustivamente con agua bidestilada. Inmediatamente fue
registrado con un scanner y a cada una de las proteinas se les asignd un nimero del 1 al
11 para su posterior identificacion (Figura 21). La espectrometria se realizo
directamente en cada trocito del gel segun lo descripto en Materiales y Métodos. El
analisis del espectrograma de la proteina 5 (Figura 22) posibilité reconocer un pico de
4,732 kDa que correspondia al peso molecular real (4,731 kDa) de un péptido interno de
la proteina SCOF. Los fragmentos que se producen luego de la digestion de SCOF [108]

con Endoproteinasa Lys-C son los siguientes:

Frag.  Posicion PM(kDa) pl Sequencia

1 1-7 0,693 9,67 (>)MASGTVK(W)

2 8-13 0,810 6,44  (K)WFNSEK(G)

3 58-67 0,997 3,91 (K)GPQAENITPA(<)

4 14-57 4,731 429 (K)GFGFIAQDGGGPDVFAHYSNINAQGYRE
LQEGQAVTFDITQGQK(G)

Por otro lado, los datos del espectrograma de la proteina 1 (Figura 23) junto con la
secuencia amino terminal permitieron reconocer en ésta una nueva proteina de estrés al
frio no conocida hasta el momento. Aparecen en el espectrograma dos picos de 1,595 y
4,117 kDa que corresponderian a 2 péptidos internos deducidos de la secuencia

nucleotidica del gen clonado (ver Capitulo 3).
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Figura 21:Purificacion de las proteinas estudiadas por espectrometria de masa.
Las proteinas acidicas y de bajo peso molecular fueron sometidas a electroforesis
bidimensional para la su aislamiento y posterior estudio por espectrometria de masa.
El extracto proteico utilizado y las condiciones de trabajo fueron las mismas a las
descriptas en la leyenda de la Figura 20. La digestion de las proteinas se realizd
directamente en los trocitos de acrilamida. La enzima utilizada fue endoproteinasa
Lys-C. Se asignaron nimeros del 1 al 11 para su mejor identificaciéon. Las flechas
sefialan las proteinas 1 y 5 que corresponden a la proteina de 9 kDa y a SCOF
respectivamente.
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Figura 22: Espectrograma de la proteina 5 (SCOF).La espectrometria de masa de
realizd segin lo descripto en el texto. La proteina 5 se indica en la Figura 21.
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Figura 23: Espectrograma de la proteina 1 (9kDa). La espectrometria de masa se
realizé segin lo descripto en el texto. La proteina 1 se indica en la Figura 21.
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I11.2.3.-Discusion.

Se determinaron las condiciones de reproducibilidad del ciclo de crecimiento de
S. coelicolor en medio minimo liquido (MG), siguiendo diferentes parametros
fisiolégicos. Cambios en el pH del medio y de la velocidad de sintesis proteica se
correlacionaron con una disminucién en el crecimiento entre 46-52 hs (Figuras 13, 14 y
15). El andlisis de los perfiles proteicos de las muestras 1-11 marcados a 30°C, y que
representan todo el ciclo de desarrollo de la bacteria, demostré que la primera fase de
crecimiento rapido (CR1) finaliz6 a las 45 hs aproximadamente y abarca los puntos 1, 2,
3,4y 5. En el punto 6 se produjeron cambios muy apreciables con respecto al resto de
las muestras. Estas inportantes diferencias se correlacionaban también con el méximo
valor de pH y una notable disminucion de la sintesis proteica. Del resto de las muestras
se pudo concluir solamente que los estadios de crecimiento 7 y 8 son muy parecidos
entre si como asi también 9, 10 y 11. No fue posible realizar otras deducciones a partir
de los perfiles proteicos monodimensionales. Como conclusion se puede decir que:
muestras 1-5 pertenecen a CR1, 6-8 a fase T, 9y 10 a CR2 y por ultimo 11 a la fase S.

La realizacion de la base de datos en geles bidimensionales para el estudio de la
expresion génica es una estrategia diferente a la que plantean los analisis bioquimicos y
genéticos que se usan normalmente. Los resultados preliminares discutidos en la seccién
II1.1.3., se basaron en una base de datos preexistente de S. coelicolor 11501 creciendo a
30°C y en medio minimo liquido MG. Esta habia sido realizada solamente en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12,5 % lo que restringia el conocimiento de la expresion
de proteinas hasta aproximadamente 15 kDa. La nueva base de datos realizada como
parte del trabajo de esta tesis, tuvo como objetivo ampliar el conocimiento desde dos
puntos de vista: 1) estudiar la expresion proteica a 30°C y 12°C durante todo el
crecimiento de la bacteria y especialmente en la fase de transicion y 2) someter todas las
muestras a electroforesis bidimensional en geles de tricina y SDS-PAGE. Las proteinés
cuyas sintesis son inducidas o reprimidas durante la fase de transicion y que estén

relacionadas con el estrés al frio, seran confirmadas en el futuro a través de los analisis
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estadisticos de los geles bidimensionales que forman parte de la nueva base de datos. No
obstante serd necesario disefiar estudios genéticos para confirmar sus roles fisiologicos.
Se llevé a cabo, por medio de la técnica de geles bidimensionales, la purificacién
y secuenciacién amino terminal de una proteina de peso molecular aparente de 9 kDa,
cuyo rol podria ser muy importante en el estrés fisiolégico de la fase de transicién como
asi también en el estrés hipotérmico. Ademas, con la misma técnica se purificaron otras
proteinas acidas (pl 3-5) y de bajo peso molecular (8-11 kDa), que fueron obtenidas a
partir de un cultivo de S. coelicolor J1501 inducido a 12°C. Todas ellas fueron
estudiadas con la técnica de espectrometria de masa. Tanto la secuencia amino terminal
de la proteina de 9 kDa, como los datos provenientes del espectrograma de la proteina 1,
correspondiente a la proteina purificada de 9 kDa (Figuras 21 y 23), demostraron que es
una nueva proteina de estrés al frio. Ademas, se demostré que la proteina 5 (Figura 21)
corresponde a la SCOF puesto que, un pico de 4,732 kDa que aparece en el
espectrograma (Figura 22) coincide con la masa molecular real de uno de los péptidos
internos de dicha proteina. Es importante recordar que SCOF es una proteina cuya
secuencia se encontr6 en una busqueda en el GeneBank (n° de acceso X92686) [108] y
es homologa a CspA de E. coli [93]. La superposicion de los geles bidimensionales
tefiidos con azul de Cooamassie y sus autoradiografias revelaron que la proteina 5
(SCOF) no manifiesta variacién en su expresion durante el desarrollo y tampoco
induccién en las condiciones estudiadas por estrés hipotérmico (dato no mostrado).
CspA en E. coli es fuertemente inducida luego de un estrés por frio; sin embargo, se han
identificado 8 genes homoélogos a cspA de los cuales solamente 3 (cspA, cspB y cspG)
son inducidos transcripcionalmente luego de la disminucion de la temperatura [95] [94].
Otros genes de la familia se inducen como respuesta a otros estrés y de otros atin no se
conocen sus funciones. En B. subtilis, por el contrario, sus tres genes csp son inducidgs
por el estrés al frio [98]. Esto quiere decir que la proteina SCOF en S. coelicolor podria
estar relacionada con otras funciones fisioldgicas o ser inducida por otros tipos de estrés.
Se estudié la expresion de la proteina de 9 kDa (proteina 1 de la Figura 21) en la

fase logaritmica y de transicion (Figuras 17 y 18 ). Se encontr6 que en los puntos 5 (fase
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CR1) y 7 (fase T) de la curva la proteina era solamente inducida a 12°C y no se
sintetizaba a 30°C. Sin embargo, en el punto 6 (fase T) se halld6 que la misma es
producida a 30°C y su sintesis es inducida cuando los cultivos se pasan a 12°C. Este
dato fue muy importante porque permitié disponer por primera vez de una proteina
perfectamente caracterizada y purificada que fuera un punto en comun entre la fase de
transicion y estrés al frio. No es extrafio no haber encontrado dicha proteina inducida a
30°C en el punto 7, puesto que la expresion génica nunca es homogénea durante el
transcurso de cualquier fase o estrés. Por ejenplo, cuando E coli es estresada a bajas
temperaturas la respuesta inmediata es la induccién de proteinas de estrés al frio y
simultaneamente la represion de las proteinas de estrés al calor [80]. CsdA y CspA se
inducen para garantizar la traduccion eficiente de los ARNm. Luego, a medida de que la
célula se recupera del estrés hipotérmico ocurre lentamente la desrepresion de los genes
de las HSPs [92]. Entonces, si pensamos que la proteina de 9 kDa cumple alguna
funcidon en la recuperacion y readaptacion a la disminucién de la temperatura, como a
las nuevas condiciones de crecimiento, podria explicarse porqué solamente la
encontramos inducida a 30°C en el punto mas critico de la fase de transicién y no
después, cuando precisamente la célula ya se ha recuperado y muchos cambios han
ocurrido para continuar su crecimiento utilizando nuevas fuentes de nitrogeno y
carbono. Posiblemente las células son maés sensibles al comienzo del estrés fisiologico

que representa la fase T y no después (ver I11.1.3.).
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IL.3.-Capitulo 3: Clonado y caracterizacion del gen que codifica para la proteina
TPP1 (9 kDa) de S. coelicolor J 1501.
I11.3.1.-Introduccién:

Con los datos de la secuencia amino terminal obtenidos de la proteina purificada
de 9 kDa ( de ahora en adelante TPP1 por transition phase protein 1), se llevé a cabo la
busqueda de secuencias homoélogas en el GeneBank. Se encontré una secuencia,
altamente homologa, correspondiente a una proteina hipotética de funcién desconocida
de 9,6 kDa de Mycobacterium tuberculosis (n°de acceso 1722987) [109]. Para clonar el
gen ippl de S. coelicolor se decidi6 utilizar como sonda heterdloga el gen de M

tuberculosis obtenido a partir de su amplificacion por PCR.

I11.3.2.-Resultados.
I11.3.2.1.-Amplificacién del gen que codifica la proteina hipotética de 9,6 kDa de
Mpycobacterium tuberculosis.

A partir de la secuencia del gen y de sus secuencias flanqueantes se disefiaron
dos oligonucledtidos con el fin de amplificar por PCR dicho fragmento de ADN. Las
secuencias de los oligos fueron: para el directo 5'-
CTGAACCGTTCCGAGAAAGGCC-3'- (n=22 y Tm=75°C) y para el reverso 5'-
CGTATCGTGTCATGTGCTCCGC-3' (n=22 y Tm= 75°C). Con estos oligos, que
abarcan el gen completo, se esperaba amplificar un fragmento de ADN de 329 pb. En un
mismo experimento se amplificaron menos de 10 ng de ADN de M. tuberculosis y de S.
coelicolor J 1501 durante 25 ciclos. En un gel de agarosa 1% se corrieron las muestras
pudiéndose comprobar que en la calle correspondiente a Mycobacterium aparecia un
fragmento amplificado al tamafio esperado. Este fragmento se purificé en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion para su posterior manipulaciéon. La muestra de

Streptomyces no mostré amplificacion alguna.
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I11.3.2.2.-Clonado del gen #ppl de Streptomyces coelicolor J 1501.

Muestras conteniendo 2 ug de ADN cromosomal de S. coelicolor J 1501 se
digirieron con diversas enzimas de restriccion. Los fragmentos resultantes se corrieron
en gel de agarosa 1 % durante 5 horas a 20 mA, y se transfirieron a filtros de nylon
Hybond N+. El fragmento de 329 pb amplificado por PCR se marcé radioactivamente
con [32P]—dATP y se usé como sonda para el Southern blot. Las condidiones moderadas
de hibridizacion ( 60°C, 5x SSC ) y lavados utilizados, revelaron la existencia de una
unica banda de hibridizacion en cada una de las muestras analizadas (Figura 24). La
digestion con la enzima de restriccion Sph I dié un fragmento de = 4,5 kpb conveniente
para realizar el clonado. Para ello, 50 ng de ADN de S. coelicolor J1501 se digirieron
con Sph 1 y se corrieron en las mismas condiciones anteriores. En la region
correspondiente a las 4,5 kpb se cortaron tres fragmentos de agarosa: uno del tamafio del
fragmento deseado, otro por debajo y otro por encima de dicho peso molecular. E1 ADN
purificado fue sujeto nuevamente a un analisis Southern blot usando la misma sonda
proveniente de M. tuberculosis, con el fin de determinar qué fraccidon contenia el gen
buscado. La fraccidén que dié hibridizacion positiva, se 1ligé en un pUC 19 digerido con
Sph 1 y posteriormente tratado con fosfatasa alcalina. Esta mezcla de ligacién se
introdujo por electrotransformacion en células competentes de E. coli XL1 Blue. Los
clones transformantes se seleccionaron en cajas de LB-agar conteniendo ampicilina,
IPTG y X-gal. La hibridizacién de las colonias blancas portadoras de los plasmidos
recombinantes di6 varios clones positivos, seleccionandose uno, al que se lo llamoé pP1

y que contenia una sola copia del inserto de Sph I de 4,5 kpb.
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BamH I/Bgl Il
Hinc 11
BamH 1

Pst]

Pvull

Smal
Sph I
Sal I

PM

56 — 1

43 —

23 —

Figura 24: Identificacion de las secuencias que codifican para el gen #ppl de S.
coelicolor. Muestras conteniendo 2 pug de ADN cromosomal de S. coelicolor J 1501
fueron digeridas con varias enzimas de restriccion. Las mismas fueron analizadas por
Southern blot, utilizandose como sonda el fragmento de PCR de 329 pb proveniente de
M tuberculosis. PM: marcador de peso molecular en kpb.
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II1.3.2.3.-Secuenciacién del fragmento de 4,5 kpb.

La estrategia desarrollada para la secuenciacién del fragmento de 4,5 kpb
consisti6 en la construccion de una serie de subclones, utilizandose para ello solamente
las enzimas del sitio multiple de clonado del pUC19. De la digestion del pPlconSally
Xma 1 resultaron 4 fragmentos de = 2,5; 1,6; 1,1 y 0,65 kpb y de 3 fragmentos de = 2,6;
2,1 y 1,3 kpb respectivamente. Los siete fragmentos se purificaron a partir de geles de
agarosa de bajo punto de fusion y se ligaron nuevamente en el pUC19 digerido ya sea
con Sal I o Xma I a excepcion de los fragmentos de 2,5 y 2,6 kpb que correspondian a

secuencias del pUC19. Los nuevos subclones se denominaron:

pS1 frag. Sal 1 de 2,5 kpb religado

pS2 frag. Sal 1 de 1,6 kpb ligado en pUC19
pS3 frag. Sal1de 1,1 kpb ligado en pUC19
pS4 frag. Sal I de 0,65 kpb ligado en pUC19
pX1 frag. Xma I de 2,6 kpb religado

pX2 frag. Xma I de 2,1 kpb ligado en pUC19
pX3 frag. Xma I de 1,3 kpb ligado en pUC19

El plamido pP1 también se digiri6 con la enzima Bgl Il y un fragmento de = 1,2
kpb se aisld y relig6 en un sitio BamH I del pUC18, para dar origen al pB2. Este tltimo
plasmido se digirié con la enzima Hinc 11 y tres fragmentos de esta digestién de = 600,
500 y 150 pb se religaron en pUC19 digerido con Hinc II para dar origen a los
plasmidos pB,H,, pB,H, y pB,H; respectivamente. El inserto no contenia sitios para las
enzimas Hind 1II, BamH 1, Kpn 1y Xba 1. La Figura 25 muestra el mapa de restriccion
del fragmento de 4,5 kpb y esquematiza la estrategia empleada para la secuenciacion. La
secuencia de ADN se realiz6 en ambas cadenas, utilizdndose los oligomiicleétidos con la
secuencia del cebador universal y reverso del pUC19. Cada secuencia se realizé como

minimo tres veces.
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SH HX BBH HH XB AX A AXS
Ll 1| ! I| | el || [ 1] | | Il ||
tppl
1 2 3 4 kpb
L | . pB2
L pB2H1
L pB2H2
L pB2H3
L pX2
L pX3
pS3
(S pS4
L PX1

Figura 25: Mapa fisico y estrategia de secuenciaciéon del fragmento clonado en
pP1. Los subclones fueron construidos y secuenciados como se indica en el texto. Las
barras indican la extencion de algunos de los clones usados para la secuenciacion. Esta
representada la region codificante del gen #pp! y algunos sitios de restriccion: S, Sph
I, H, Hinc I1; X, Xma 1; B, Bgl 11, A, Sal 1.
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La secuencia nucleotidica que se muestra en la Figura 26 contiene 4 marcos
abiertos de lectura (ORFs). El primero de ellos comienza con un codén ATG, precedido
por dos posibles zonas de unién a ribosoma (GAAGA y GAGGAA) [110], en el
nucledtido 188 del fragmento Sph I, extendiéndose 1.314 nucledtidos y terminando con
un codén TGA. La secuencia revelo que este gen codifica una proteina de 438
amino4cidos con un peso molecular calculado de 46,256 kDa. La comparacién de la
secuencia aminoacidica de esta proteina con secuencias de proteinas previamente
depositadas en el GeneBank, revelé una alta homologia con treonina sintetasas de
diversas bacterias, siendo las mas homologas en orden decreciente las de Synechocystis
sp (n° de acceso D90908), Methanococcus jannaschii (n° de acceso U67587) y Bacillus
subtilis (n° de acceso X04603). El codén de terminacion de la treonina sintetasa mostro
una superposicion de 2 nucleétidos con el ATG del segundo ORF, que esta precedido
de una zona potencial de unién a ribosoma (GAGAGG) [110] (ver Figura 26). El
segundo ORF se extiende desde el nucleétido 1.502 del fragmento clonado hasta el
1.774, terminando con un codén TGA. La secuencia de aminoéacidos comprendida entre
el codén 2 y el 12 de este marco de lectura, se corresponde completamente con la
secuencia de los primeros 11 aminoacidos determinados por la degradaciéon de Edman
de la proteina purificada a partir de los geles bidimensionales (Capitulo 2). Ademas, las
caracteristicas de este polipéptido de 91 aminoacidos, de 9,569 kDa y un pl calculado de
4,7, son consistentes con el peso molecular aparente y pl determinados empiricamente
(9 kDa y pl= 4,5). Por lo tanto, se concluye que este marco de lectura es la region
codificante de un gen homologo encontrado en M. tuberculosis y que codifica para una
proteina de 9,6 kDa de funcion desconocida. Este nuevo gen se denominé tppl.

Ademas de la homologia de TPP1 con la proteina deducida de un ORF de M.
tuberculosis, se encontré también homologia con otras dos proteinas hipotéticas y de
funcién desconocida. Una de ellas de 109 amino4cidos correspondiente a Synechocysﬁs
sp (n° de acceso 1653220) [111] y la otra, de 88 aminodcidos, encontrada en

Archaeoglobus fulgidus (n° de acceso g2650067) [112] (Figura 27).
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Corriente abajo del gen tppl, desde los nucledtidos 1.777 hasta el 2.195 existe
una zona intergénica. No se observaron estructuras que pudieran funcionar como
terminador transcripcional factor Rho independiente aunque si se encontré una
secuencia de repeticion invertida pero que, por su caracteristica energética no parece
~ funcionar como terminador.

El tercer marco de lectura abierto encontrado comienza con un codon ATG en el
nucledtido 2.196, y termina con un codon TGA en el nucledtido 2.396. La secuencia
reveld que este marco de lectura codifica para una proteina de 67 aminoacidos de peso
molecular y pl calculados de 7,387 kDa y 4,7 respectivamente. Sorprendentemente, al
comparar esta secuencia con otras depositadas previamente en el GeneBank, se encontrd
que este marco de lectura tiene una alta homologia a una proteina de estrés al frio de la
familia de las Csp. Este nuevo gen se denominé cspl. La misma no se corresponde
exactamente con la Csp SCOF, homologa a CspA de E. coli ( Capitulo 2). No se hallé a
esta proteina entre aquellas de bajo peso molecular y &cidas analizadas por
espectrometria de masa. Existe, ademds, una tercera Csp en S. coelicolor que fue
secuenciada simultdneamente a la realizacion de este trabajo (C. Thompson,
comunicacion personal), y de la cual ain no hay elementos para determinar su funcién.
En la Figura 28 se muestra la comparacion de las secuencias aminoacidicas de la
proteina Cspl secuenciada con la proteina mas homoéloga hallada en el GeneBank, la
CspLb de Listeria monocytogenes (n° de acceso U90213) y SCOF. Corriente abajo se
encontro, entre los nucleétidos 2.432 y 2.470, una secuencia de repeticion invertida que
podria funcionar como un terminador transcripcional factor Rho independiente.

Por ultimo, en el nucledtido 2.727 comienza el ATG del cuarto ORF encontrado
y que esta incompleto. Entre el tercero y cuarto marcos de lectura, existe una zona
intergénica que se extiende desde el nucledtido 2.399 hasta el 2.726. Este ORF
corresponde al gen groEL2. En la Figura 29 se muestra la organizacion genética dél

fragmento Sph I secuenciado.
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3960

GTG GTG GCG TGG CCC TGC TCC AGG CCT CCC AGG TCT TCG AGA AGC
4005

TGG AGC TGA CGG GTG ACG AGG CGA CCG GCG CCA ACG CCG TGA AGC
4050 '

TCG CCC TGG AGG CCC CGC TGA AGC AGA TCG CCG TCA ACG GCG GTC
4095

TCG AGG GCG GCG TCG TCG TGG AGA AGG TCC GCA ACC TGA CCG TCG
4140

GCC ACG GCC TGA ACG CCG CCA CCG GTG AGT ACG TCG ACA TGA TCG
4185

CCG AAG GCA TCA TCG ACC CGG CGA AGG TGA CCC GCT CTG CCC TGC
4230

AGA ACG CCG CCT CCA TCG CCG CGC TGT TCC TCA CCA CCG AGG CCG
4275

TCA TCG CCG ACA AGC CCG AGA AGG CCG CTC CGG CGG GCG CCC CGG
4320

GCG GCA TGC
4329

Figura 26: Secuencia nucleotidica de los genes thr sintetasa, #ppl, cspl y
groEL2 de S. coelicolor y estructura primaria de los polipéptidos
codificados. Los sitios consenso de unidon a ribosomas (SD) se muestran
subrayados. Los asteriscos muestran los codon de terminacion ATG. Se indican
mediante flechas las secuencias de repeticion invertida CIRCE (en negritas),
motivo 5'-GCACTCNyGAGTGC, ubicadas corriente arriba del gen groEL2. Las
flechas vacias sefialan la secuencia de repeticiéon invertida que actuaria como
terminador transcripcional corriente abajo de cspl. Las flechas de puntos
indican las secuencias de repeticion invertida en la zona intergénica entre ppl y
cspl.
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Figura 27: Comparaciéon de proteinas homoélogas a TPP1. Comparacion de la
secuencia aminoacidica de la proteina TPP1 con tres secuencias de proteinas
hipotéticas homdlogas. AF, Archaeoglobus fulgidus; MT, Mpycobacterium
tuberculosis; S, Synechocystis sp. Las regiones en recuadro indican la presencia de
aminoacidos idénticos. Los guiones indican la ausencia de aminoacido.
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Figura 28: Comparacion de proteinas homoélogas a CSP1. Comparacion de la
secuencia aminoacidica de la proteina CSP1 de S. coelicolor con las secuencias de
CSP de L.monocitogenes y SCOF. Las regiones en recuadro indican la presencia de

aminoacidos idénticos. Los guiones indican ausencia de aminoacido.
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‘Organizacion genética del fragmento clonado

I D s
thr sintetasa ppl csp groEL2

Figura 29: Organizacion genética del fragmento clonado. Se ven esquematizados
los cuatro marcos de lectura secuenciados del fragmento Spk I. Los mismos estin

codificados en la misma cadena y en la misma direccién. Se muestran algunos sitios
de restriccion.
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I11.3.2.4.-Busqueda de secuencias homodlogas a los genes thr y fppl en ADN
cromosomal de S. coelicolor J 1501.

Con el fin de confirmar si existirian uno o més genes homoélogos a aquellos
encontrados en el fragmento Sph I clonado, se llevo a cabo un andlisis por Southern blot
del ADN cromosomal de S. coelicolor J1501, utilizandose como sondas fragmentos
internos de los genes thr sintetasa y tpp1:

TS: un fragmento X%o I-Msc I de 816 pb interno al gen thr, obtenido del plasmido pP1.
TP: un fragmento Nae I-Fsp I de 233 pb interno al gen #pp1,obtenido del plasmido pP1.

En la Figura 30 se muestra la autoradiografia de la membrana hibridizada con la
sonda TS. La sonda hibridizé con los fragmentos esperados deducidos de la secuencia.
Sin embargo, las digestiones realizadas con X#o I, Bgl Il y BamH 1/Bgl 11 muestran otras
bandas adicionales que no se corresponden con el gen de la thr secuenciado, debido a
que la sonda utilizada no posee sitios internos Xho 1 y BamH 1. En cambio, el fragmento
TS tiene tres sitios para Bg/ II; uno de los que se genera es de 135 pb el cual no se ve en
este Southern blot. Entonces, los cortes Xho I, Bgl Il y BamH 1/Bgl 11 demuestran que
podria existir otro gen homoélogo a la treonina sintetasa clonada en este trabajo.

El Southern blot realizado con la sonda TP mostré las bandas esperadas
deducidas de la secuencia, lo cual demostro que el gen tpp! existe en copia Unica (dato

no mostrado).
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Sal I

Xmal

Sph 1

Pvull

Hinc IT
BamH I
Bglll

BamH I/Bgl 1T
Hind IIT

Xho I

PM

Figura 30: Analisis de Southern blot de ADN cromosomal de S. coelicolor usando
la sonda TS. Muestras conteniendo 2 pg de ADN cromosomal de S. -coelicolor, fueron
digeridas con diferentes enzimas, transferidas a filtros de nylon y sujetas a
hibridizacion (65°C, 5X SSC). La sonda TS, descripta en el texto, se marcé con [*2P]-
dATP. PM, marcadores de peso molecular en kpb.
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I11.3.2.5.-Busqueda de secuencias homdlogas a fppl en otras bacterias.

Con el objeto de determinar si el gen #pp!/ encontrado en S. coelicolor J1501
también estaba en otros actinomycetes, se decidié realizar un Southern blot con
muestras provenientes de S. lividans TK24, S. griseus, S. parvulus y Nocardia NRRL
5646. ADN cromosomal de diferentes bacterias fueron digeridos con la enzima Sma 1 e
hibridizados con la sonda proveniente de M. tuberculosis. Las sefiales obtenidas

demostraron que todas las bacterias estudiadas poseen dicho gen (Figura 31).

Nocardia
S. parvulus
S. griseus
S. Lividans

PM

Figura 31: Southern blot de ADN cromosomal de diferentes bacterias. 2ug ADN
cromosomal de provenientes de otras bacterias fueron digeridas con la enzima Smaly
luego tranferidos desde la agarosa a una membrana de nylon segin lo descripto en
Materiales y Métodos. Se muestra la autoradiografia. La sonda utilizada se marcé con
[**P]-dATP y fue el fragmento de M. tuberculosis. La hibridizacién se llevo a cabo a
60°C. PM, marcadores de peso molecular en kpb.
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II1.3.3.-Discusion:

En base a la secuencia amino terminal de la proteina de 9 kDa, se realiz6 una
busqueda de proteinas homoélogas en el GeneBank. Se encontré una secuencia
correspondiente a una proteina hipotética de funcién desconocida de 9,6 kDa de
Mycobacterium tuberculosis y de Synechocystis sp. Con el uso de las técnicas de PCR,
Southern y construccion de una minibiblioteca gendmica, se llevd a cabo el clonado de
un fragmento de ADN de S. coelicolor J1501 de 4.329 kpb. Este fragmento fue
totalmente secuenciado y del andlisis de dicha secuencia, se hallaron cuatro marcos
abiertos de lectura codificados en la misma cadena (Figuras 26 y 29). El primero de
ellos corresponde a un gen que codificaria una treonina sintetasa, thr, y se halla
traduccionalmente acoplado al segundo marco de lectura. El analisis de este segundo
orf, denominado fppl, reveld0 que el mismo codifica para una proteina de 91
aminodacidos cuya secuencia amino terminal, deducida de la secuencia nucleotidica, era
coincidente con la obtenida por degradaciéon de Edman de la proteina de 9 kDa inducida
por estrés al frio. Ademas, los datos obtenidos del espectrograma de la proteina 1
(Figura 23, Capitulo 2) confirmarian que la protina purificada esta codificada por el gen
tppl clonado, pues dicho ORF contiene dos péptidos internos de 1594 y 4117 Da que
coinciden exactamente con los picos de 1595 y 4117 respectivamente, observados en el
espectrograma de la Fifura 23. La existencia de genes acoplados traduccionalmente es
un fenémono no poco comin en Streptomyces. Por ejemplo, muchos genes que
intervienen en la diferenciacién morfoldgica y en la biosinteis de antibidticos se
encuentran acoplados [113].

Corriente abajo del gen fpp! no se han encontrado estructuras que pudieran
funcionar como terminadores transcripcionales Rho independiente. En cambio, corriente
abajo del gen csplse encuentra una repeticion invertida que es ciertamente ﬁn
terminador transcripcional (Figura 26). Estos datos sugieren que los genes thr, tppl y
cspl podrian estar formando un operén. De ser esto cierto, deberia estar también

inducida por estrés hipotérmico la proteina Cspl. Sin embargo, por los andlisis de los
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espectrogramas, no se detectd ninguna proteina inducida que correspondiera al gen
espl. Queda por averiguar si la proteina de 8 kDa, que se detecté inducida en los
estudios realizados con geles bidimensionales de tricina, es de la familia de las Csp. (ver
[11.2.2.4.). En S. coelicolor, hasta el momento, se conocen tres proteinas Csp que
formarian una familia como en E. coli [94]: una de ellas, SCOF [108], sobre la cual no
se ha realizado ningun tipo de estudio; la segunda, la Csp secuenciada en esta tesis y que
tiene su mayor homologia con la CspLb de Listeria monocytogenes (n°de acceso
U90213) (Figura 28); la tercera, una Csp de la cual no se conoce su funcién y que fue
recientemente clonada y secuenciada simultdneamente a la realizacién de este trabajo
(C. Thompsom, comunicacién personal). Si el gen csp secuenciado no forma parte de un
operon como se propuso, no necesariamente deberia responder al estrés por frio, sino
que su induccién podria deberse a otras causas. Por ejemplo, CspA, CspB y CspG en E.
coli son inducidas por estrés hipotérmico; en cambio, CspD se induce por deprivaciéon
nutricional [96]. La presencia en S. coelicolor de una familia de Csp tan extensa como
en E. coli es todavia una incégnita que necesita se resuelta. Los Streptomyces son
bacterias del suelo que pueden sobrevivir a diversos cambios ambientales como
temperatura, pH, osmolaridad, anoxia, etc. Entonces, si se especula que E. coli posee
una gran variedad de proteinas Csp homologas, como resultado de la adaptacion a
diferentes estrés, es de esperar que los Streptomyces también posean una familia Csp
que le permitiria adaptarse a diferentes condiciones ambientales.

Finalmente, corriente abajo aparece el cuarto ORF que se encuentra incompleta.
El analisis de su secuencia revel6 que corresponde al gen groEL2 [114]. En la mayoria
de las espedies de Streptomyces se han encontrado dos genes groEL que no son
adyacentes en el cromosoma. groELI se encuentra junto a groES en un mismo operon,
no asi groEL2 [114] [115]. La presencia de un gen groEL mas un operdn groSL también
se observé en otras especies Mycobacterium [116] [117]. En la region corriente arriba
de groEL2, se localizaron dos secuencias de repeticion invertida 1lamadas CIRCE (5'-
GCACTCN,GAGTGC-3") (Figura 26). Estas secuencias (IR), altamente consevadas,

estan presentes en muchos genes que responden al estrés térmico en especies Gram+.
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Existe evidencia que estas secuencias favorecerian la represién de promotores de genes
que codifican para chaperonas. Por ejemplo, en Bacillus subtilis se realizaron
mutaciones puntuales en las IR que se encuentran corriente arriba del operén de dnak,
resultando en una alta expresion constitutiva [115]. En Streptomyces coelicolor se ha
sugerido que las secuencias CIRCE son sitios de unién de proteinas regulatorias que
modulan la transcripcion de los genes groES/EL [114] [115]. El hecho de una
proximidad fisica con genes de estrés por frio podria tener relacién con una
coregulacion de los genes de estrés al frio y al calor.

La funcidén de fpp! en el metabolismo y en el estrés al frio es una incognita hasta
el momento. Nada se sabe de la funcién de las proteinas homologas a TPP1 en otras
bacterias porque las secuencias provienen de una busqueda exhaustiva en el banco de
datos de los genomas secuenciados. Se ha demostrado en este trabajo, la existencia de
secuencias homologas a fpp! en otros actinomycetes. Es interesante el hecho de haber
encontrado en una especie de Arquea y en una cianobacteria proteinas similares. La
construccion de mutantes en fpp! contribuird a dilucidar su rol fisiolégico en el

crecimiento y en el estrés al frio.
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I11.4.-Capitulo 4: Caracterizacion de proteinas de fase estacionaria de Streptomyces
coelicolor A3(2).
II1.4.1.-Introduccién

En el medio ambiente los microorganismos raramente encuentran condiciones
favorables para su desarrollo. Més bien el crecimiento de las bacterias se caracteriza por
la alternancia de periodos prolongados de hambreado con periodos cortos de rapido
crecimiento.

El uso de medios sintéticos en el laboratorio no refleja exactamente lo que ocurre
en la naturaleza, pero si permiten simular los periodos de disponibilidad de nutrientes y
los de hambreado, y definir asi lo distintas fases de crecimiento: lag, logaritmica y
estacionaria. Experimentalmente, un cultivo puede entrar en fase estacionaria debido a
multiples factores. Sin embargo, el agotamiento de uno de los nutrientes esenciales del
medio es lo que ha motivado numerosos estudios dirigidos a conocer los mecanismos y
proteinas que utilizan las células para sobrevivir a largos periodos de hambreado. Este
conocimiento es de gran importancia para las bacterias del género Streptomyces ya sea
desde el punto de vista basico como aplicado puesto que, en la fase estacionaria de
crecimiento estas bacterias producen una gran variedad de metabolitos secundarios con
diversas actividades bioldgicas (antibibticos, antitumorales, inmunosupresores,
inmunoestimulantes, etc) [18] [19] y también numerosas exoenzimas de importancia
industrial (celulasas, amylasas, proteasas, etc.) [21].

Tedricamente, la cesacién del crecimiento por indisponibilidad de nutrientes
puede ocurrir en cualquier momento del ciclo de crecimiento del microorganismo, lo
que provocaria que muchos procesos celulares (replicacion de ADN en particular),
queden incompletos [5]. Las células, ante esta posibilidad, aseguran su sobrevivencia
poniendo en marcha un programa ordenado de cambios hacia la fase estacionaria, de tal
forma que el proceso no quede librado al azar. Asi, las bacterias pueden quedar viablés
durante periodos prolongados de hambreado y retornar al ciclo exponencial de
crecimeinto en los periodos de bonanza.

Los géneros bacterianos Escherichia, Salmonella y Vibrio [5] no producen
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células diferenciadas como resultado del hambreado, pero si experimentan una
transiciéon que involucra cambios en la expresiéon génica, en la fisiologia y en la
morfologia celular, dando como resultado una célula menos activa metabdlicamente y
maés resistente [118] [119] [120]. Otros géneros bacterianos, tales como como
Streptomyces [4] y Bacillus [121] pueden diferenciarse dando estructuras altamente
resistentes, esporas, cuando estan sometidos a un estrés nutricional. Esta diferenciacion
requiere de multiples y complejos cambios que, en el caso de los Strepfomyces fueron
comentados en la Introduccidn de esta Tesis.

Cuando E. coli estd creciendo y un nutriente comienza a estar por debajo de
cierto nivel, sin llegar al agotamiento, se induce una respuesta que es especifica para
cada clase de nutriente que se vuelve limitante [122]. Los sistemas involucrados
(cAMP/CRP para la fuente de carbono, NtrB/NtrC/c™* para nitrégeno, o PhoR/PhoB
para fosforo) controlan regulones cuyos productos permiten la toma con mayor afinidad
y posterior metabolismo de cada clase de alimento cuando aun las fuentes estan
presentes a bajas concentraciones. Por el contrario, si en el medio un alimento escencial
estd totalmente agotado, las células entran en fase estacionaria, siendo esta respuesta
totalmente diferente a la respuesta especifica para cada nutriente mecionados
anteriormente [122]. La fase estacionaria involucra también cambios drasticos en la
fisiologia y morfologia celular: alteracion en la composicion de la membrana plasmatica
y diferencias en el superenrollamiento de ADN [123]; sintesis de sustancias de
proteccion osmotica como la trehalosa [124], modificacion del core de la ARN
polimerasa [125] y formacion de dimeros de los ribosomas 70S que cambian su valor de
sedimentacién a 100S [126].

Las células de E. coli cuando han sido hambreadas por deplecion de la fuente de
carbono, se vuelven ademds mas resistentes a otros tipos de estrés tales como calor,
oxidativo u osmético, [127] [128] [129]. Por otro lado, cuando las células son expuestés
a niveles subletales de H,0,, calor o sal, el indice de muerte celular disminuye al ser
dichas bacterias posteriormente sometidas a niveles letales de las mismas sustancias

[130]. No obstante, la resistencia que produce el hambreado es aun mas protector que la
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preadaptacién de las células en crecimiento. Esta resistencia que desarrollan las
bacterias durante el hambreado requiere de las sintesis de proteinas nuevas. Como se
dijo anteriormente, cada condicion de hambreado conduce a la cesacion del crecimiento
y como resultado de ello, se inducen un grupo de proteinas caracteristicas que dependen
del nutriente faltante. A pesar de que en esta etapa la sintesis proteica se reduce
globalmente [131] [132], un grupo de 30 a 50 proteinas es inducido en respuesta al
estrés que produce el hambreado [132] [129]. Muchas de estas proteinas no son
especificas a la falta de un nutriente especifico pero son esenciales para mantener la
longevidad de las células durante la fase estacionaria.[130] [132].

Groat y colaboradores, con el uso de la técnica de geles 2-D, han estudiado los
cambios en los patrones proteicos al comienzo y durante la fase estacionaria. Los
resultados obtenidos permitieron asi comprender algunos eventos que ocurren en la
célula en dichas condiciones de crecimiento. En el caso de E. coli se ha comprobado que
las proteinas que se sintetizan al comienzo de la fase estacionaria estan involucradas en
el mantenimiento de la viabilidad durante periodos prologados de hambreado [132]. En
otros estudios, en los cuales las células fueron tratadas con cloranfenicol durante los
primeros momentos de la fase estacionaria, la viabilidad disminuy6 [133]; en cambio, el
mismo tratamiento realizado varias horas después no resultdé en una apreciable
disminucion de la viabilidad celular en largos periodos de crecimiento. Ademas, existen
mutantes de E. coli que crecen normalmente durante la fase logaritmica, pero fallan en
sobrevivir durante la fase estacionaria [134] o de salir de esta fase y reiniciar el
crecimiento [135].

En Streptomyces poco se sabe acerca de la sintesis de proteinas durante el
hambreado después del crecimiento post-exponencial, cuyas actividades podrian estar
relacionadas con el mantenimiento de la viabilidad celular durante largos periodos de
incubacién. El estudio de los cambios metabdlicos que ocurren durante la fase
estacionaria de los Streptomyces es de gran interés desde el punto de vista aplicado,
debido a que estos microorganismos producen un vasto repertorio de metabolitos

secundarios en esta fase [19]. Como punto de partida, se decidio utilizar la metodologia
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de geles 2-D, para caracterizar los perfiles proteicos de S. coelicolor en diferentes fases
de crecimiento en medio liquido minimo. Esta técnica tiene antecedentes exitosos para
este tipo de estudios en Streptomyces [49] [46] y en otros microorganismos [136] [137]
[138]. Otro de los objetivos planteados fue el de purificar proteinas de fase estacionara,
usando la misma metodologia, para realizar su secuencia amino teminal y asi contar con
informacién que facilitard el clonado de los genes por genética reversa. La obtencion de
mutantes en dichos genes permitird comprender la fisiologia de S. coelicolor en estadios

tardios de su desarrollo.

I11.4.2.-Resultados-
I11.4.2.1.-Determinacién de la viabilidad de S. coelicolor durante prolongados
periodos de crecimiento.

Con el fin de determinar la viabilidad de S. coelicolor en cultivos muy viejos en
medio minimo liquido MG, se analizaron diversos parametros. La producciéon de
antibioticos es una funcién caracteristica de fase estacionaria y es un indicador de la
actividad metabolica en células que se encuentran en la fase estacionaria de crecimiento.
Para tal fin se trabajo con la cepa CHI que es isogénica a YU105 pero que, a diferencia
de esta, produce el antibidtico actinorodina (color azul). Un cultivo de 500 ml de medio
MG fue inoculado directamente con esporos de la cepa CH1. Para el seguimiento de la
produccién de actinirodina se tomaton alicuotas a tiempo 0, 43, 66, 112, 408 y 648 hs
luego de realizado el indculo y se hicieron las mediciones espectrométricas a 608 nm,
segun lo descripto en Materiales y Métodos. En la Figura 32 se muestra la curva de
produccién de actinorodina para dicha cepa y los extractos medidos. Otra manera de
demostrar la viabilidad celular entre las 408 y 648 hs, fue realizar repiques en medio
MG nuevo. De esta manera se comprob6 que los cultivos eran capaces de reiniciar el
normal crecimiento. También se realizaron observaciones microscopicas de los ultimos
puntos y pudo comprobarse la existencia de micelio nuevo en crecimiento (datos no
mostrados). Con estas observaciones se concluyé que en cultivos muy viejos y en

condiciones de extremo hambreado, S. coelicolor atin mantiene su viabilidad. Esto

126



RESULTADOS Y DISCUSION. CAPITULO 4

ultimo también estd sustentado en que marcaciones realizadas con [35S]-metionina en

alicuotas del cultivo a las 408 y 648 hs muestran sintesis de novo (dato no mostrado).
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Figura 32: Produccién de actinorodina en cultivos de S. coelicolor CH1. Un
cultivo de S. coelicolor CH1 fue crecido en medio MG durante mas de 25 dias.
Alicuotas de 1 ml fueron tomadas en diferentes momentos del crecimiento, tratadas
con 1 ml de NaOH IM y centrifugadas. Los sobrenadantes fueron leidos en un
espectrofotometro a 608 nm. 1DO= 120 pg/ml de actinorodina.

127



RESULTADOS Y DISCUSION. CAPITULO 4

II1.4.2.2.-Anilisis de los perfiles proteicos en diferentes fases del crecimiento.

Los geles de poliacrilamida 2-D se utilizaron para estudiar el perfil proteico
(evaluados por tincién de Coomassie), de la cepa de S. coelicolor YU105 (no produce
antibioticos) en medio MG en varios puntos de la curva de crecimiento. Para ello se
parti6 de un cultivo en medio MG inoculado directamente con esporas de la cepa
YUI105 y se creci6 a 30°C duarante mas de 500 hs. Se tomaron alicuotas a las 17, 72,
240 y 510 hs y las mismas fueron procesadas segiin lo descripto en Materiales y
M¢étodos. 100 pg de proteina de cada extracto fueron sometidas a IEF seguida de SDS-
PAGE. En la Figura 33 se muestran los los perfiles proteicos de cultivos creciendo
exponencialmente (A, 17 hs) o en fases estacionaria temprana y tardia (B, 72 hs y C,
240 hs respectivamente). Como puede observarse del anilisis de esta figura, el perfil de
proteina no cambia sustancialmente durante estas tres fases de crecimiento. No obstante,
por simple inspeccién visual, se encontraron que muchas proteinas variaban
significativamente su concentracion relativa a lo largo del desarrollo. Esto permitio
comparar y definir el estado estacionario de 34 polipéptidos a través del crecimiento.
Ver Figura33 A, By Cy TablaII.

Debido a que nuestro interés estaba focalizado principalmente en proteinas que
se sintetizan preferencialmente durante la fase estacionaria, de los 34 polipéptidos
analizados se seleccionaron aquellos que tenian un incremento en su velocidad de
sintesis (dato no mostrado) durante los ultimos estados de crecimiento y luego se
dividieron en dos grupos. Grupo I: incluye aquellas proteinas que incrementan su
concentracion relativa y su velocidad de sintesis entre las fases exponencial y
estacionaria temprana (proteinas 1, 7, 8, 21, 22, 23, 24, 27, 28, 29 y 30, Figura33 Ay
B). Grupo II: incluye aquellas proteinas que incrementan su concentracion relativa y su
velocidad de sintesis entre las fases estacionaria temprana y tardia (proteinas 1, 4, 8, 12,
13,15, 25, 26, 31 y 32, Figura 33 By C). |

En la Figura 34 se comparan los niveles estacionarios de las proteinas (A) con el
perfil de las proteinas sintetizadas de novo (B) de un cultivo de 501 hs de la cepa

YU105. El perfil proteico del cultivo de 501 hs fue claramente diferente a los perfiles de
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las distintas fases de crecimiento mostrados en la Figura 33 A, B y C. Sin embargo, el
perfil de la sintesis de novo de proteinas que se muestra‘en la figura 34 B, es similar al
obtenido en la fase logaritmica de crecimiento (dato no mostrado). Esto sugiere que la
sintesis en este punto podria reflejar un nuevo crecimiento de algunos organismos luego
de una autodlisis parcial del cultivo [8], lo que estaria de acuerdo con las observaciones
microscoOpicas realizadas en los cultivos de fase estacionaria tardia. Resultados similares

han sido descriptos para Mycobacterium tuberculosis [137].
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Figura 33: Perfiles proteicos en diferentes fases de crecimiento de S. coelicolor
YU105. Un cultivo en medio minimo liquido MG de S. coelicolor YU105 fue crecido
a 30°C durante mas de 500 hs. Alicuotas del cultivo tomadas en fase logaritmica (17
hs, A), fase estacionaria temprana (72 hs, B) y fase estacionaria tardia (240 hs, C)
fueron procesadas segtin lo descripto en el texto. 100 ug de proteina de cada extracto
fueron sometidas a IEF segida de SDS-PAGE. A, B y C muestran los patrones
proteicos tefiidos con azul brillante de Coomassie. En esta figura puede apreciarse
cuantitativamente un incremento o disminucion de la concentracion proteica de los
diferentes polipéptidos estudiados durante el hambreado. Los simbolos A, V y O
indican aumento, disminucién o no variacién de una proteina én particular con
respecto a lo observado en el punto anterior, respectivamente. Sobre el margen
izquierdo se indican los pesos moleculares (Mr) en kDa. En el margen inferior, se
indican los puntos isoeléctricos (pl).
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Proteina PM (kDa) Comp A-B Comp B-C
1 97.4 A A
2 71.6 v 0
3 69.6 O v
4 61.0 o A
5 57.9 0] O
6 52.6 O O
7 479 A o
8 45.8 A A
9 43.8 0) \%
10 41.1 0] O
11 44.8 A o
12 41.9 0] A
13 429 O A
14 37.7 0] o
15 40.2 0] A
16 355 0] \%
17 34.8 v 0]
18 34.8 A \%
19 38.5 A% A

20 35.5 A 0]
21 40.2 A \Y
22 27.5 A O
23 27.5 A \Y
24 25.0 A 0
25 21.2 0] A
26 22.0 0 A
27 212 A o
28 22.0 A O
29 22.0 A 0
30 21.6 A A
31 20.8 O A
32 19.7 o A
33 12.1 v O
34 12.1 \% O

Tabla II: Comparacién de los niveles estacionarios de 34 proteinas de S.
coelicolor YU105 durante el desarrollo. En la primera columna se indican los
numeros de las proteinas que se corresponden con las indicadas en la Figura 28 A, B
y C. En la tercera columna se comparan los niveles estacionarios entre las fases
exponencial y estacionaria temprana (A-B). En la cuarta columna se comparan los
niveles estacionarios de los polipéptidos entre las fases estacionaria temprana y
tardia (B-C). A, V y O, indican aumento, disminucién o no variacién de los niveles
estacionarios de proteinas, respectivamente.
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Figura 34: Comparacioén entre los niveles estacionarios (A) y la sintesis de novo (B) de
proteinas de cultivos en fase estacionaria tardia de S. coelicolor YU105. 100 pg de
proteinas de una alicuota tomada a las 501 hs y que fue marcada con [3SS]-metionina como se
describe en Materiales y Métodos, fue sometida a IEF seguida de SDS-PAGE. El gel fue tefiido
y secado antes de la autoradiografia. La flechas indican los polipéptidos 22, 25 y 26, cuyas
secuencias mostraron homologia con proteinas conocidas. A, gel tefiido con azul brillante de
Coomassie y B, su autoradiografia. Sobre el margen izquierdo, se indican los pesos

moleculares (Mr) en kDa. En el margen inferior, se indican los puntos isoeléctricos (pI).
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I11.4.2.3.-Identificaciéon de proteinas de S. coelicolor reguladas en diferentes fases
de crecimiento.

Con el objeto de identificar algunas de las proteinas que se sintetizan o se
acumulan sustancialmente en los estadios tardios de crecimiento de S. coelicolor, se
purificaron y determinaron la secuencia amino terminal de 6 proteinas (8, 13, 15, 22, 25
y 26) que mostraban estas caracteristicas (Figura 34). Para ello se tomd el extracto
correspondiente a 240 hs de cultivo de S. coelicolor YU105 y se lo sometié a IEF
seguido de SDS-PAGE vy luego el gel fue electrotransferido a una membrana de PVDF.
Finalmente, la membrana fue tefiida con azul brillante de Coomassie y las proteinas 8,
13, 15, 22, 25 y 26 fueron recortadas y enviadas para el analisis de su secuencia amino
terminal (Tabla III). Las secuencias amino-terminal de las tres primeras proteinas
analizadas (8, 13 y 15) no mostraron homologia con ninguna otra secuencia en la base
de datos. Sin embargo, los primeros 13 residuos amino acidicos del polipéptido 22
mostraron un 100 % de homologia con una proteina codificada en un plasmido de
Alcaligenes sp y que confiere resistencia al telurito [139]. Los primeros 10 aminoécidos
de los polipéptidos 25 y 26 difieren solamente en el primer aminoacido, y ambas
secuencias son a su vez idénticas al extremo amino-terminal de la superéxido dismutasa

Fe/Zn dependiente (FeZnSOD) de S. coelicolor [140].
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Polipéptido Sequencia Funcién Referencia

8 PDIDVVVAR Desconocida

13 DEPADGYD Desconocida

15 KDTXEFIKGQ Desconocida

22 SVSLSKGGNVSLSK Resistencia al telurito  [Jobling, 1988 #199]

25

26

GVYTLPELPYD SOD [Kim, 1996 #2]

AVYTLPELPYD SOD [Kim, 1996 #2]

Tabla III: Secuencia N-terminal de proteinas purificadas a partir de geles 2-D. El
extracto proteico preparado a partir de la muestra de 240 hs del cultivo de S. coelicolor
YU105, fue sometido a IEF seguido de SDS-PAGE. El gel fue electrotransferido a una
membrana de PVDF y teifiido con azul brillante de Coomassie. Las proteinas 8, 13, 15,
22, 25 y 26 fueron secuenciadas en por el método de degradacién de Edman. En esta
Tabla se muestran las secuencias N.terminal y la posible funcién de las 6 proteinas
cuya expresion incrementa durante la fase estacionaria de crecimiento.
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I11.4.2.4.-Medicion de la actividad superéxido dismutasa a lo largo del crecimiento.

La actividad SOD a través del crecimiento fue estudiada en cultivos de S
coelicolor YU105 crecidos en medio liquido minimo MG. Para ello se realizaron
extractos celuléres a partir de muestras tomadas a las 20 (fase logaritmica), 35, 54, 78,
98 y 240 hs (fase estacionaria temprana y tardia) de cultivo y fueron tratadas segun lo
descripto en Materiales y Métodos. Los extractos proteicos fueron sometidos luego a
electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 9 %. Las bandas con
actividad SOD se visualizaron por tincion negativa [70]. Con este método se detectaron
dos bandas con actividad SOD, las cuales eran correspondientes a las NiSOD y
FeZnSOD descriptas recientemente por Kim y colaboradores [140] (Figura 35). A pesar
de que hay un incremento evidente en los niveles de ambas SOD cuando los cultivos
alcanzan la fase estacionaria de crecimiento, los perfiles de expresion de ambas enzimas
fueron diferentes. La actividad de la NiSOD estuvo presente en los extractos desde la
fase logaritmica y alcanzo su maxima actividad entre las 54 y 78 hs (fase estacionaria
temprana); la actividad FeZnSOD en cambio, se detecté a partir de las 54 hs de
crecimiento, y su nivel continué en aumento durante toda la fase estacionaria. En la
muestra correspondiente a 240 hs se detectd una tercera banda de actividad. Esta banda
podria ser un producto de degradacion estable y atin activo de la enzima NiSOD. Esta
especulacion estd basada en las siguientes consideraciones: 1) en la muestra de 240 hs la
banda correspondiente a la enzima nativa NiSOD ha desaparecido casi totalmente,
probablemente como resultado de la falta de expresion de su gen y a la degradacion de
la proteina nativa y 2) una degradacién parciial del polipéptido nativo podria producir un
cambio en la carga neta de la proteina y por lo tanto un cambio en la mobilidad en un
gel nativo. Tampoco se deberia excluir la posibilidad de que esta tercera banda fuera un
agregado de la FeZnSOD o una nueva actividad SOD que se expresara exclusivamente

en la fase estacionaria tardia.
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NiSOD - —

FeZnSOD—

20 35 54 78 98 240

Figura 35: Perfiles de la actividad SOD a lo largo del crecimiento de S. coelicolor
YU10S. A partir de un cultivo de S. coelicolor YU105 crecido en medio minimo MG,
se tomaron alicuotas en fase logaritmica (20 hs) y fases estacionaria temprana y tardia
(25, 54, 78, 98 y 240 hs). 50 pg de proteina de cada extracto se sometieron a
electroforesis nativa PAGE en un gel al 9 % de poliacrilamida y luego se determiné la
actividad SOD. La preparacion de los extractos y tincion para la actividad enzimatica
se describen en Materiales y Métodos. Margen izquierdo: se indican las bandas
correspondientes a las superéxido dismutasas NiSOD y FeZnSOD. Margen inferior:
tiempo en hs en los cuales se tomaron las alicuotas del cultivo. * indica una banda con
actividad SOD no caracterizada previamente y cuyo origen se discute en el texto.
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I11.4.3.-Discusion.

Uno de los objetivos planteados en este proyecto fue el de caracterizar proteinas
de fase estacionaria de S. coelicolor A3(2), utilizando la técnica de geles
bidimensionales. Para tal fin se realiz6 un seguimiento de los perfiles proteicos desde la
fase exponencial a la estacionaria tardia de cultivos de S. coelicolor YU105 creciendo
en medio minimo MG. Por inspeccién visual de los geles bidimensionales tefiidos con
azul brillante de Coomassie se estudiaron 34 polipéptidos cuyos estados estacionarios
variaban significativamente a lo largo del crecimiento. A fin de identificar algunas de
las proteinas cuya sintesis era regulada en las diferentes fases del crecimiento de S.
coelicolor, se purificaron y determinaron la secuencia amino terminal de 6 polipéptidos
cuya concentracion relativa aumentaba notablemente durante la fase estacionaria de
crecimiento. De las 6 proteinas purificadas y analizadas, tres proteinas (8, 13 y 15) no
mostraron homologia con ninguna otra conocida. Por el contrario, la proteina 22 mostr6
una homologia de 100% en sus 13 primeros residuos con una proteina que confiere
resistencia al telurito en Alcaligenes sp [139]. En E. coli como en otros
microorganismos, existen genes que confieren resistencia a telurito ya sea en el
cromosoma o en plasmidos [141] [142]. En el caso de S. coelicolor la resistencia esta
codificada en el cromosoma ya que la cepa utilizada en este estudio es libre de plasmido
[56]. Finalmente, los polipéptidos 25 y 26 corresponden a la superéxido dismutasa que
contiene Fe y Zn como cofactores. En los primeros 10 aminoacidos ambas secuencias
difieren solamente en un aminoacido. Recientemente se han clonado y secuenciado los
genes sodF que codifica para la FeZnSOD [143] y sodN que codifica para la NiSOD
[144]. Es decir que S. coelicolor posee dos SOD, la niquel (NiSOD) y hierro/zinc
(FeZnSOD) dependientes [140]. Usando geles nativos se determinaron las actividades
de las SOD en diferentes fases de crecimiento. Ambas actividades alcanzaron su
maximo nivel después del crecimiento post-exponencial. La NiSOD alcanzé su méxiﬁo
durante la fase estacionaria temprana mientras que, la FeZn SOD, lo hizo durante la fase
estacionaria tardia (Figura 35).

En los organismos aerdbicos el metabolismo oxidativo, la exposicion a ciertos
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agentes quimicos y la radiaciéon producen especies reactivas del oxigeno tales como el
anion superoxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo. Por ello es que los
organismos han desarrollado sistemas de reparacion y defensa para proteger las células
del dafio que producen estos compuestos altamente reactivos [145]. La SOD es
considerada una de las enzimas claves que protegen a las células de este estrés. De
acuerdo a esto, se encontr6 que la avtividad SOD se incrementa con el estrés oxidativo
en muchos organismos [146] [147]. Los datos presentados muestran que la expresion de
la Ni y FeZnSOD dependen de la fase de crecimeinto (Figura 35). Un comportamiento
similar de estas enzimas se observd en otro medio minimo (dato no mostrado),
sugiriendo que la regulacion de esta enzima en diferentes fases no esta relacionada con
el hambredo producido por deplecién de nutrientes especificos, sino que responde a un
mecanismo regulatorio general. Kim y col. [143] [144] recientemente han estudiado la
expresion y regulacion de sodF y sodN y ellos concluyen que la expresion de las dos
SOD en esta bacteria se ve afectada drasticamente por la presencia de Ni y de agentes
quelantes. El Ni, que actua a nivel transcripcional, aumenta o disminuye la sintesis de
NiSOD y FeZnSOD, respectivamente. Cuando el Ni es depletado, la NiSOD no se
expresa y la expresion de FeZnSOD se incrementa para compensar la pérdida de la
NiSOD. Esto ultimo sugiere que las dos enzimas tienen roles en comtn, al menos
protegiendo las células contra agentes oxidantes como se ha demostrado en S. lividans
TK24 [143]. Queda por dilucidar aun el rol especifico de cada SOD en la defensa contra
el estrés oxidativo y en la fase estacionaria en S. coelicolor.

La regulacion de la resistencia a metales pesados estd mediada por represores y
activadores especificos [142]. No obstante, el sistema soxRS, que controla la expresion
del regulodn al estrés oxidativo, ha sido involucrado en la respuesta a metales pesados y a
solventes organicos en E. coli [148]. Por eso, si se encontrara un homélogo a soxRS en
S. coelicolor, podria proponerse una regulaciéon similar para los genes sod y de
resistencia al telurito.

Finalmente, S. coelicolor es viable en cultivos que fueron mantenidos durante

mas de 25 dias. Seguramente la generacién de mutantes en los genes cuyas proteinas
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fueron secuenciadas en su extremo amino terminal, serd de gran valor para entender mas

la fisiologia de esta bacteria en los estadios tardios de su desarrollo.
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IV.-Conclusiones.

IV.1.-Se determiné que 12°C es la temperatura Optima para realizar el estudio de

induccidn de proteinas de estrés al frio en S. coelicolor.

IV.2.-El estrés por frio induce y reprime la expresion de 69 y 80 proteinas
respectivamente. Muchas de ellas también se inducen o reprimen en la fase de

transicion.

IV.3.-En las condiciones de reproducibilidad del ciclo de crecimiento de S. coelicolor
creciendo a 30°C en medio minimo liquido MG, se determinaron los 4 estadios de
desarrollo: a) la primera fase de crecimiento rapido (CR1) finaliza a las 45 hs de
iniciado el cultivo, b) la fase de transiciéon (T) abarca 4-6 hs, c¢) la segunda fase de
crecimiento rapido (CR2) dura 10 hs y d) la fase estacionaria (S) comienza

aproximadamentea las 80 hs de iniciado el cultivo.

IV.4.-Se identificd, purificé y secuenci6 el extremo amino terminal de una proteina de 9
kDa que es fuertemente inducida a 8°C y 12°C. El estudio de la expresion de esta
proteina, usando geles bidimensionales de tricina, demostré que la misma tendria un rol
importante tanto en el estrés fisiolégico como en el hipotérmico. Esta conclusion se basa
en que la misma se induce a 12°C en distintas fases del crecimiento; en cambio, esta
proteina se induce espontaneamente a 30°C en el punto mdas critico de la fase de

transicion.

IV.5.-Del analisis de la espectrometria de masa y de la secuencia amino terminal de la

proteina de 9 kDa se deduce que es una nueva proteina de estrés al frio.

IV.6.- Se determiné que otra proteina acidica y de bajo peso molecular, corresponde a

una Csp (SCOF) y que dicha proteina, no manifiesta variacién en su expresién durante
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el desarrollo y tampoco induccién en las condiciones estudiadas de estrés hipotérmico.

IV.7.-El gen de la proteina de 9 kDa, fpp!, es un homoélogo a un ORF que codifica para

una proteina hipotética de 9,6 kDa de M. tuberculosis.

I'V.8.-El fragmento de ADN cromosomal de S. coelicolor J 1501 secuenciado, mostré 4
ORF codificados en la misma cadena y en la misma direccion. Uno de ellos mostrd gran
homologia con una treonina sintetasa, thr. El mismo se halla acoplado
traduccionalmente al gen tppl. Corriente abajo se encuentra un ORF que codifica una
Csp homologa, entre otras, a una Csp de Listeria monocitogenes. Finalmente, se

encuentra el gen groEL2.

IV.9.-En S. coelicolor existe una unica copia del gen tppl y posiblemente un segundo

gen para la treonina sintetasa.

IV.10.-En otros actinomycetes estudiados se encontr6 el gen tpp!/. Una busqueda en los
bancos de datos de otros organismos, cuyos genomas han sido secuenciados
enteramente, reveld que un homdlogo a fppl se encontraria en Synechocystis sp y en

Archaeoglobus fulgidus.

IV.11.-A partir de un cultivo de S. coelicolor crecido YU105 hasta la fase estacionaria
tardia, se purificaron y determinaron los extremos amino terminal de algunas proteinas.
De ellas, una mostré 100% de homologia con un polipéptido que confiere resistencia al

telurito. La otra, corresponde a la superdxido dismutasa que contiene Fe y Zn como

cofactores (FeZnSOD).
IV.12.-Las actividades de las dos SOD de S .coelicolor (NiSOD y FeZnSOD), medidas

en geles nativos, alcanzaron su méximo nivel después del crecimiento post-exponencial.

Mientras la NiSOD lo hizo durante la fase estacionaria temprana, la FeZnSOD lo
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alcanzé durante la fase estacionaria tardia.

IV.13.-Cultivos de S. coelicolor CHI, crecidos durante mas de 25 dias, fueron
monitoreados a través de la mediciones del antibidtico actinorodina y de la
incorporacion de marca con [358]-metionina. Los resultados obtenidos, y la
comprobacioén de que las bacterias reasumieron normalmente su crecimiento, después de
repiques en medio fresco, demostraron que S. coelicolor mantiene su viabilidad atn en

cultivos que se encuentran en fase estacionaria tardia.
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V.-Resumen

Las bacterias del género Streptomyces presentan un complejo mecanismo de
diferenciacion morfologica: el mismo se inicia cuando el micelio sustrato comienza a
autolisarse y de él emergen hifas aéreas multinucleadas, que daran lugar al micelio
aéreo. Estas hifas aéreas continuardn con la diferenciacién morfologica (enrollamiento,
tabicacion, etc.) para dar finalmente numerosas esporas uninucleadas. En medio liquido
muchas especies de Streptomyces no esporulan, sin embargo ain mantienen la
capacidad de diferenciarse fisiologicamente, dando lugar a la producciéon de una gama
muy amplia de metabolitos secundarios (antibidticos, antihelminticos, antifingicos,
etc.).

En medios de cultivos liquidos, ya sean minimos o ricos, S coelicolor muestra
una curva de crecimiento de tipo bifasica con cuatro fases claramente diferenciables:
una primera fase de crecimiento logaritmico (CR1), luego una fase de transicion (T) que
antecede a una segunda fase de crecimiento logaritmico (CR2), y por tltimo una fase
estacionaria (S).

Uno de los objetivos de la presente Tesis fue estudiar la expresion génica de
cultivos de S. coelicolor J1501 crecidos en medio minimo liquido MG, en los distintos
estadios de crecimiento y en especial durante la fase de transicién a 30°C y en
condiciones de estrés al frio (cultivos sometidos a 12°C). Para ello se realizaron pulsos
con [358]-metionina/cisteina para estudiar la sintesis de novo de proteinas. Las muestras
posteriormente se analizaron mediante electroforesis bidimensional en geles SDS-
PAGE vy de tricina.

Se llevé a cabo, por medio de geles bidimensionales de tricina, la purificacién y
secuenciacién amino terminal de una proteina de 9 kDa. Esta proteina se encontrd que
era fuertemente inducida a 12°C en distintos estadios del crecimiento como asi también
en el punto mas importante de la fase de transicion a 30°C. Estudios realizados a esta
proteina utilizando la técnica de espectrometria de masa, junto al dato de la secuencia

amino terminal, confirmaron que el polipéptido de 9 kDa se trata de una proteina de
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estrés al frio no mostrada previamente y que tendria un rol importante tanto en el estrés
fisiolégico como en el hipotérmico. Otras proteinas de bajo peso molecular y acidicas
también se purificaron (a partir de un cultivo inducido a 12°C) y analizaron de forma
similar a la de 9 kDa. Una de ellas correspondié a SCOF (una homdloga a CspA de E.
coli) que no mostré variacidon en su expresion durante el desarrollo y tampoco induccién
en las condiciones estudiadas por estrés hipotérmico.

A partir de la secuencia amino terminal de la proteina de 9 kDa, cuyo gen se
denominé tppl, se clond un fragmento de ADN de S. coelicolor J1501 de 4,329 kpb. Su
secuencia evidencio la presencia de 4 ORF codificados en la misma cadena y direccién.
Uno de ellos es el que codifica para una treonina sintetasa, thr, y que se halla
traducionalmente acoplado al gen fppl. Corriente abajo se encuentra un ORF que
codifica una Csp y finalmente, el gen groEL2.

El gen tppl existe en copia unica en S. coelicolor J1501. Una busqueda en el
banco de datos mostr6 que existen homologos a tppl en Synechocystis sp,
Mycobacterium tuberculosis, Archaeoglobus fulgidus, como asi también en otros

actinomycetes analizados en este trabajo.

Otros de los objetivos de esta Tesis fue analizar los cambios en los perfiles
proteicos, desde la fase exponencial a la estacionaria tardia, de un cultivo de S.
coelicolor. La idea principal fue la de caracterizar y purificar proteinas que se sintetizan
especifica y/o predominantemente durante la fase estacionaria de crecimiento y que
pudieran jugar un rol importante en el mantenimiento de la viabilidad de los cultivos
durante prolongados periodos de tiempo. Para ello se realizaron geles bidimensionales
SDS-PAGE a fin de estudiar la composicion proteica (utilizando tincién de Coomassié)
de un cultivo de S. coelicolor YU105 crecidos en medio MG, en diversos estadios de su
crecimiento. A partir de los geles bidimensionales se purificaron y secuenciaron los

extremos amino terminal de seis proteinas. Dos de ellas coincidieron con la secuencia
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amino terminal de la superéxido dismutasa que contiene Fe y Zn como cofactores. Una
tercera secuencia coincidio en un 100% con una proteina de Alcaligenes sp que confiere
resistencia al telurito. Las actividades de la NiSOD y FeZnSOD fueron determinadas
usando geles nativos de poliacrilamida. Ambas enzimas alcanzaron su méaximo nivel
después del crecimiento post-exponencial: la NiSOD durante la fase estacionaria
temprana y la FeZnSOD durante la fase estacionaria tardia. Finalmente, a través de la
medicion de la produccién de actinorodina de la cepa CHI y de la incorporacion de
marca en las proteinas se comprobd que S. coelicolor mantiene la viabilidad durante

largos periodos.
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