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Durante los ultimos afios, el grupo de la Dra. Paloma Lépez, del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB), ha estandarizado el andlisis del proteoma de Lactococcus lactis y de otras bacterias
lacticas (BAL) mediante la utilizacion de geles bidimensionales (2D) y posterior identificacién de los
péptidos utilizando analisis de MALDI-TOF, después de su separacion electroforética y digestion
triptica.

En colaboracién con el grupo del Prof. Giuseppe Spano (Universidad de Foggia, Italia, UF), se ha
optimizado una metodologia para caracterizar el proteoma de Oenococcus oeni. Esta bacteria que
realiza la fermentacion malolactica, es responsable de la desacidificacion del vino después de la
fermentacioén alcohdlica. Por ello es de interés industrial el conocimiento de las proteinas implicadas en
las rutas metabdlicas y en los sistemas de transporte de esta bacteria. Asi, las predicciones in silico
inferidas de la secuencia del genoma pueden ser complementadas con datos proteémicos.

En este trabajo se describe la caracterizacion del proteoma de O. oeni ATCC-BAA116,
microorganismo seleccionado debido a que la secuencia de su genoma ha sido determinada lo que
permite la identificacion de las proteinas codificadas por él. En el estudio 225 polipéptidos diferentes
han sido identificados, clasificados por su funcién putativa y sometidos a analisis bioinformatico para
predecir su localizacion topolégica.

Por otra parte, Lactobacillus plantarum es una BAL que esta presente en alimentos fermentados de
origen animal y vegetal, como integrante del cultivo iniciador o formando parte de la microbiota
indigena y también es un microorganismo comensal del tracto digestivo humano. Esta amplia
distribucién de L. plantarum indica su capacidad para adaptarse a diversos ecosistemas y el estudio
de su respuesta a distintas situaciones de estrés puede contribuir al conocimiento de sus mecanismos
de adaptacién a los diferentes nichos ecoldgicos. Ademas, el analisis del proteoma bacteriano puede
ser utilizado para caracterizar las respuestas globales de los microorganismos a distintos tipos de
estrés. En bacterias Gram-positivas incluyendo las BAL, CtsR es un regulador transcripcional global,
que controla la expresion de la denominada clase Il de genes, cuyos productos, incluyendo las
chaperonas, estan implicados en la respuesta a distintos estreses. La capacidad de CtsR para unirse
al DNA es dependiente de la temperatura. Asi, en este trabajo y en colaboracién los grupos del CIB y
de la UF, se ha utilizado el analisis protedmico para caracterizar en Lactobacillus plantarum la funcion
de CtsR en condiciones fisioldgicas normales y en condiciones de choque térmico. Las estirpes
silvestre (ctsR) y mutante (ActsR) de Lactobacillus plantarum WCFS1 se crecieron a la temperatura
optima de 30°C y sometidas posteriormente a un tratamiento de 30 min a 42°C. Los extractos totales
de los cultivos tratados o sin tratar obtenidos, fueron analizados en geles 2D. La posterior cuantificacion
de las manchas peptidicas detectadas revelaron la alteracion de los niveles de 23 péptidos cuya
identidad fue determinada. Los niveles de proteinas tipicas de respuesta al estrés, tales como Hsp1,
Hsp3, GroEl, GroEs y DnaK se incrementaron después de la exposicion al calor, mientras que los
niveles de la proteina CspC implicada en la respuesta al choque por frio disminuyeron. A temperaturas
6ptimas, los niveles de ClpB, CIpE y ClpP (correspondientes a 13 manchas proteicas) observados en el
mutante ActsR, difirieron considerablemente de los niveles encontrados en la estirpe salvaje.
Finalmente el analisis de qRT-PCR de la expresién de los genes relevantes, confirmd los resultados
obtenidos mediante el analisis proteémico.
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