PROTEINAS SOLUBLES DE CEPAS DEL GENERO
SACCHAROMYCES POR ELECTROFORESIS DE DISCO

Por M. J. RIGONE pr PRITZ ¥ MARCELO II. HUNAU '

SUMMARY

Electrophoresis on polyacrylamide gel is used, to study 6 strains of Sacch.
cerev, var. ellipsoideus, and 4 sirains of Sacch. rosei.

This paper report the evaluation of extraction and runnings techniques, to
be applied to the yeast. Up to 14 hands in Sacch. cerev. var, ellipsoideus and 17
bands in Sacch. rosei are detected.

The position and density of the bands inside each species are analyzed.

ANTECEDENTES

El trabajo taxonémico de Lobper y vaN Riy (1), es el més usado
entre nosotros para la correcta denominacién y ubicacion de una
determinada cepa de levadura. Es evidente que no resuelve todos
los problemas que al respecto se plantean. Por consiguiente, al eri-
terio morfo-fisiolégico, que en el mismo predomina, se trata de
sustituirle, con el criterio bioquimico,

Los paltrenes electroforéticos de proteinas, son usados como guias
en la taxonomia de muchas especies animales (23 4) ; de plantas (5
6.17), v desde 1962, con el trabajo de CHANG y col. (7), se aplico
a varias especies microbianas. Estos tltimos autores trabajaron
con Neurospora, aplicando el método de OrNSTEIN y Davis (8):
Electroforésis en Gel de Poliacrilamida (electroforésis de disco).
El mismo les permitié establecer diferencias netas entre especis, y
diferencias menores, dentro de la especie; no obstante llegaron a
una perfecta distineién entre eepa salvaje y mutante.

En 1963 CLARE (%), usa electroforésis en gel de almidén, para
el estudio de las proteinas de varias ascomicetas, comparando el
género Pythium con diversos hongos v levaduras de panificacion.
Llega a la conclugién que hay grandes diferencias entre géneros v
también dentro del género Pythium. Establece por este método y
para este género la presencia de hasta once bandas de proteinas.

En 1964, FrepricK (10) | por electroforésis en gel de acrilamida
compara patrones de algas azul-verdes: Oscillatoria, con rojas: Rho-
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dymenia, y verdes: Spirogyra, Llega a la conclusion que puede exis-
tir una esirecha relacion filogenética entre las azul-verdes y las ro-
Jas. En cuanto a las verdes determina la existencia de una “pathway™
evolucionario hacia las plantas superiores. Kn 1965 AFrrontr (11},
aplica el mismo método al filtrado de Mycobacterium tuberculosis
e identifica hasta 19 bandas. cuando trabaja con extracto de sulfato
de amonio a saturacion total.

También CIARE y col. (121, en 1966 por eleciroforésis en gel de
almidén, efectiian un estudio analogo en Phytophthora. Demuestran
que en diferentes especies, existen por lo menos tres bandas distin-
tas. En la misma época, DURBIN ( 13), efectiia un estudio similar en
Septoria, donde demuestra la existencia de trece handas proteinicas.
La considera como téenica que puede ayudar a otras en la identifi-
cacion de proteinas,

GOTTLIER y HEepDEN (%), estudian. con: la: misma técnica, cinco
especies de Streptomyces y un Streptoverticillium. Mediante el ana-
lisis de las bandas vy el Ef. de las mismas, establecen concordancia
dentro de la especie y también enire especies. Sedalan el escaso
efecto de la temperatura, variantes en el buffer, ete.

Finalmente Bent (15 aplica la electroforésis en gel de acrilami-
da, a especies de Penicillium. Demuestra la importancia del tiempo
de cultivo, de la ctapa del desarrollo vegetativo v del agotamiento
de nutrientes.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resolvimos aplicar la
técnica de elecroforésis en gel de acrilamida al estudio de las leva-
duras. En este grupo microbiano existen también problemas filoge-
néticos y taxondmicos que la misma puede contribuir a resolver,

La técnica de gel de acrilamida (también electroforésis de disco).
tiene la ventaja de definir mas acabadamente handas cuya difusion
y movilidad las hacen a menudo confusas o irreconocibles en los
esferogramas obtenidos por otros métodos, En contraposicién a los
geles de almidon, los de acrilamida son termoestables. transparentes,
resistenles y relativamente, en un sentido quimico, inertes pueden
ser preparados con un gran “range” de variacién en el tamafio del
poro, y son no idnicos. Con respecto a la electroforésis de papel se
obtienen mas fraceiones resueltas, mas angostas ¥y un frente reclo.

En consecuencia, este trabajo —el primero de una serie— informa
acerca de la aplicacién del analisis electraforético a extractos de

distintas cepas del género Saccharomyces, El proposito de esta con-
tribucion és, en primer lugar, evaluar la utilidad del método para
su aplicacién a este exfenso grupo microbiano. En segundo lugar,
al determinar patrones proteinicos especificos, en base a densidad
y desdoblamiento de las bandas establecer grupos dentro de la
especie y las relaciones filogenéticas de las mismas.
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MATERIAL Y METODOS
(EPAS USADAS:

— Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus J. DE LA CIERVA.
— Suzech. cerevisiae var. ellipsoideus J. pE 1A CIERVA.
— Sacch. cerevisice var. ellipsoidens BORDEAUX.

— Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Mendoza.

— Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Mendoza.

— Saech. cerevisiae var. ellipsoideus Mendoza.

— Sacch, roset J. pE 1A CIERVA,

— Saceh. rosei PEYNAUD.

Sqcch. rosei J. pE LA CIERVA,

— Sacch. rosei J. pE La CIERVA,
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Las cepas ulilizadas fueron cultivadas en el s‘guiente medio:
agua de levadura autolizada, glucosada al 29%: e incubadas a
+ 28° (, en agitador rolatorio, durante 48 horas. Las células fueron
recolectadas inmediatamente con la ayuda de Centrifuga Internatio-
nal refrigerada modelo PR2, a 3.000 r.p.m.. durante 20 minutos
(temperatura 10° C). E] paquete celular fue resuspendido en un vo-
lumen de agua destilada esterilizada fria y recentrifugado, repi-
tiéndose una vez mas la operacion. Las pastas ccelulares asi obte-
nidas, fueron conservadas a —15° C, hasta su use.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS;:

De los métodos ensayados (adicion de abrasives: congelamiento
de la masa celular, con los cristales de hielo sirviendo como
abrasivos : ondas s6nicas: y molido manual) : el mas efectivo resultd
el molido manual en frio de las pastas. con el uso de polve de
alimina como abrasivo (1€0-200 mallas). Antes de su uso. las
pastas se mantuvieron en desecador sobre silicagel 3 horas, para in-
ducir una deshidratacién y aumentar asi la consistencia, con lo
cual se facilitan las operaciones posteriores,

Dos gr. de células, e igual peso de polvo de alimina, fueron mez-
.clados con 1 ml de buffer fosfato 0.1 M. PH : 8 en un mortero preen-
friado, triturandose la mezcla durante 7 minutos, seguido de la
adicion de 2,5 ml de buffer y continuando la operacién 3 minu-
tos mas.

La suspension resultante fue centrifugada a 5.000 r.p.m., 15 minu-
tos en centrifuga Lourdes, descartandose el precipitado que con-
tiene células que no han sido rotas, aliimina y debris celular: la
fraccién sobrenadante, se recentrifugd a 12.000 r.p.m. 15 minutos.
El contenido proteico de los extractos asi obtenidos fue determi-
nado ; los valores estan alrededor de 2.5 % para las cepas de S. rose:
v de 1,5 % para S. cerevisiae var. ellip.
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ELECTROFORESIS :

El medio soporte consistié en 3 capas polimerizadas y separadas
de gel en poliacrilamida. De arriba hacia abajo: Gel de muesira -
Gel de concentracion (stacking gel) . Gel separador (o de corrida) ;
la gelificacién se llevé a cabo en un sistema verlical de tubos de
vidrio de 5 mm de didmetro interno ¥ 65 mm de largo; este proceso
se lleva a cabo por la luz, en presencia de dos catalizadores: per-
sulfato de amonio y ribollavina, El buffer usado fue tris-glicina
pH: 8.3, repartido en un sistema de dos cubas: la superior el
catodo y la inferior anodo; asi las proteinas como aniones, se sepa-
ran a medida que se mueven hacia abajo. Se aplicé para nuestro
istema de 6 tubos, 12 mA y 150 V. durante 35 minutos y luego
26 mA y 250 V 50 minutos; ya que comprobamos que este sistema
de corriente era el que daba mejores resultados en la resolucidn ¥
separacion de las bandas. La coloracién se realizé con Amido
Schwarz al 1% en acético al 7 %, durante media hora; mayores
tiecmpos, por la concentracion de preteinas de las muestras daban
mucha fijacion de colorante, La decoloracién fue hecha con acido
acélico al 7 % aumentado la rapidez del proceso, por medio de la
corriente elécirica,

RESULTADOS

El analisis de los electroferogramas permite establecer un deter-
minado niimero de bandas practicamente constantes para cada espe-
cie analizada, con caracleristicas particulares en velocidad de corri-
miento y desdoblamiento de las mismas,

Saccharomyces cerevisiae var, ellip. (Fig. 1), evidencia en casi
todas las cepas la presencia de 14 bandas proteinicas (Fig. 2). En
ellas las proteinas de mayor movilidad, se revelan en dos bandas
(1-2) de distinta concentracién y de igual velocidad de corrimiento.
Las bandas (3-6) que corresponden a las de mediana movilidad, se
revelan con casi idénticas caracteristicas de velocidad ¥y concenira-
cion, manifestandose en forma mas positiva las (5.6).

El tercer grupo esta constituido por el conjunto de las bandas
de poca y escasa movilidad, corresponde a las proteinas (7-11). La
ntmero (7), se muestra de regular concentracién en las cepas le,
Se 'y 6e; aparece difusa en la 4de y 7e, ¥ como una tnica linea fina
en la cepa 2e. La banda (9), aparece con insuficiente concentracién
en las cepas 2e y 4e, y muy concentrada en las restantes. Kstas
mismas cepas, manifiestan diferencias con respecto a las otrag en
la la banda (10), que se muesira aislada y de mediana concentra-
cién frente a las restantes en las que aparcce mias fuertemente colo-
reada y acompafiada de la (11), ambas con casi idéntico frente de
corrida,

Un cuarto y ltimo grupo estaria constituido por el conjunto de
bandas (12-14), que ataiie a las proteinas de escasa migracién; es
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también en las cepas 2e y 4e donde se exterioriza la diferencia
respeclo a las otras; en ambas la banda (12), aunque con diferente
expresién de concentracion en cada una, aparece duplicada, pu-
diendo interpretarse como desdoblamiento de una o sefial de dos
diferentes proteinas,

El conjunto de las bandas que estin mas cerca del punto de
partida (13.14), aparece duplicade en las cepas le y 6e; como
una tunica bhanda (14) en 4e v 5e, ¥ no se revela en 1a 2¢ y Te.

La otra especie que fue motivo de iguales observaciones: Saccha-
romyces rosei (Fig. 3), se caracteriza por la presencia de mayor
numero de bandas (17), (Fig. 4). E] tonjunto de las proteinas de
mas velocidad, esta caracterizado por dos bandas de igual concen-
fracion y movilidad (1-2) en todas las cepas, y una fina banda
difusa (3) en las cepas 1r y 2r,

La fraccion (5) tiene igual caracteristica de concentracién en
las cepas 1r y 2r por un lade y en 3r y 4r por otre. La banda (6),
¢ encuentra en las dos primeras cepas y falta en las orrag,

3

El segundo conjunlo estd constituido por las fracciones (7-13).
La (7). aparece distinta tnicamente en concentracion solo en la
cepa 3r; la fraceién (8) se encuentra ausentc en 4y ¥y en cambio
la (9) se presenta en todas con iguales caracteristicas, Las han-
das (10) y (11) e evidencian en las cepas Ir, 3r v 4r casi con
iguales caracleristicas; mientras que cn la cepa 2r no aparece la
banda (11),

Por altimo dentro de esle grupo de caracteristicas semejantes de
corrida estan las fracciones (12-13). La primera estd ausente en la
cepa dr, aparece difusa en Jlas cepas Ir y 2r y como una linea fina
en la 3r. Entre las de escasa movilidad se ohserva un conjunto muy
uniforme, el constituido por las fracciones (14-15.16) . que en todas
las cepas exhiben iguales caracteristicas de concentracion y velo-
cidad de corrimiento.,

Finalmente la de menor movilidad, Ta (17), comtin a todas las
CEPas, pero con caracleristicas de cscass concentracion en la cepa 4r.

DISCUSION

Es indudable que el métode aqui utilizado (electroforesis de dis.
col, perm’te revelar mayor numero de bandas que les otros sims.
lares utilizando otros medios soportes,

Las bandas de movimicnto mas répido en el gel (1-2). se pre-
sentan con iguales caracteristicas en las dos especies y también en
las distintas cepas analizadas,

En el caso de S. cerevisiae var, ¢ll'p., la zona correspondiente g
las proteinas de poca y escasa mevilidad (7-14) es Ia que presenta
las diferencias mas netas en cuanto a movilidad y concentracion
en cada una de lag cepas,

B
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S. rosei, evidencia diferencias al igual que la anterior en las ban-
das comprendidas en 1a regién de mediano v escaso desplazamiento
(5-13) ; por lo tanto la diferencia mas notable puede establecerse
en la parte intermedia de] gel,

Estas observaciones realizadas con las disfintas cepas de cada
una de las dos especies, son valederas indiscutiblemente para ambas
(Fig. 5), en las cuales se tncuenlra menes concordancia en la com-
paracion de la concentracign y desdoblamiento de las bandas. Re-
sultados que estarian de acuerdo con los obtenidos por GorTLiEs D.
and HEPDEN P, M., en 5 especies de] género Streptomyces y un
Streptoverticillium.

Estas observaciones estarian de acuerdo con la hipétesis de que
“Las proteinas individuales que caracterizan una espeeie son claro
reflejo de los genes que controlan su sintesis” v permite suponer
que le fenotipo de una especie dada estaria de alguna manera rela-
cionado con el especlro de sus Proteinas,

RESUMEN

Se aplica el método de electroforesis en gel de acrilamida. al eslu-
dio de 6 cepas de Sacch, cerev. var, ellipsoidens, y a 4 cepas de
Sacch. rosei,

El propésito del trabajo es evaluar las téenicas de extraccidn, co-
rrimiento efe., para aplicarlo a las levaduras. Se determinan hasta
14 bandas en Sacch. cererv. var, ellipsoideus y hasta 17 bandas en
Sacch, rosei,

Se analiza la posicién y densidad de las bandas deniro de cada
especie,
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