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Resumen

Las proteinas de choque térmico (HSP) estan presentes en organismos de Archaea, Bacteria y
Eukarya y estan altamente reguladas como respuesta al estrés por aumento en la temperatura.
Ademas, son responsables del plegamiento de proteinas sintetizadas y replegamiento de
proteinas mal plegadas o desnaturalizadas teniendo asi una funcion reguladora del equilibrio
proteico en la célula. En el dominio Archaea estas chaperoninas se denominan grupo Archaeal 11

y se encuentran entre las proteinas expresadas con mayor abundancia en los sulfolobales.

Los complejos de HSP son estructuras octadecameros de doble anillo no américo compuestas por
uno o mas subunidades: HSPoa, HSPB y HSPy. En condiciones de estrés por choque térmico,
HSPa y HSPB son las principales subunidades implicadas en la formacion y funcion del

complejo.

En esta investigacion se estudiaron las consecuencias del estrés por infeccion viral en
organismos del género Sulfolobus, tomando como modelo hospedero a Sulfolobus Solfataricus
P2 y el agente viral a Sulfolobus Spindle-Shape Virus 8 SSV8 (a.k.a SSVRH), buscando
determinar si la expresion de HSP esta regulada por la infeccion por SSV. Usando métodos en rt-
gPCR, electroforesis en gel y cuantificacion de proteinas (ensayo de Bradford). Los datos
indican que bajo una temperatura de crecimiento optima fisiologica de 76 ° C, la expresion tanto
de HSPo como de HSPp fue similar; sin embargo, en condiciones de choque térmico (85 ° C
durante 30 min), se observd expresion de HSPB a concentraciones mas altas que HSPa y el
control fisiologico HSP (76 ° C). A 76 ° C y 24 horas después de la infeccion (HPI) con SSV8,
se observo que ambas subunidades de HSP estaban en una concentracion intracelular mas baja
gue los controles no infectados.

Después de 48 HPI con SSV8 a 76 ° C, la expresion de ambos subtipos de HSP fue equivalente a
los controles no infectados a la misma temperatura fisioldgica. Teniendo en cuenta que hay
menos células vivas en un momento determinado después de la infeccion (frente a los controles
no infectados), la concentracion de HSP equivalente sugiere que hay una regulacion positiva de
la expresion de HSP durante la infeccion a 76 ° C, destacando una ratio alta de los genes de
HSPf sobre HSPa.
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En base a estos resultados reportados por primera vez, esta claro que la cepa de Sulfolobus
solfataricus P2 responde a la infeccion por SSV8 regulando al alza la expresion de HSP tanto en

condiciones fisioldgicas como de choque térmico.

En general, estos datos sugieren que las chaperoninas del grupo Il y los complejos HSP
desempefian un papel en la dindmica de la infeccidn del huésped SSV. La caida repentina en la
expresion de HSP al principio de la dindmica de la infeccion sugiere que los recursos
metabdlicos del huésped se han redirigido; sin embargo, mas adelante en el ciclo de la infeccion,

la expresion de HSP celular se recupera.

Queda por examinar si los complejos de HSP protegen las proteinas nativas durante la infeccién
por SSV o ayudan en el plegamiento de las proteinas virales. Por lo anterior, se puede también
sugerir que el incremento de HSP ante la infeccién por SSV es la respuesta al aumento de
proteinas virales en el citoplasma de Sulfolobus las cuales podrian llegar a ser identificadas como
un posible exceso proteico de la célula activando asi la funcién proteico-reguladora de las HSP
para mantener el equilibrio de proteinas del hospedador, aungque esto debe ser objeto de

investigaciones subsecuentes.
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Summary

Heat shock proteins (HSPs) are present in Archaea, Bacteria and Eukarya organisms and are
highly regulated in response to stress due to temperature increase. In addition, they are
responsible for the folding of synthesized proteins and refolding of misfolded or denatured
proteins thus having a regulatory function of protein balance in the cell. In the Archaea domain
these chaperonins are called Archaeal group Il and are among the most abundant expressed

proteins in sulfolobales.

HSP complexes are non-americ double stranded octadecameric structures composed of one or
more subunits: HSPa, HSPPB and HSPy. Under heat shock stress conditions, HSPa and HSPJ are

the main subunits involved in complex formation and function.

In this research we studied the consequences of stress by viral infection in organisms of the
genus Sulfolobus, taking Sulfolobus Solfataricus strain P2 as host model and Sulfolobus Spindle-
Shape Virus 8 SSV8 (a.k.a SSVRH) as the viral agent, seeking to determine whether HSP
expression is regulated by SSV infection. Using methods in rt-qPCR, gel electrophoresis and
protein quantification (Bradford assay). The data indicate that under physiological optimal
growth temperature of 76 °C, expression of both HSPa and HSPP was similar; however, under
heat shock conditions (85 °C for 30 min), HSPP expression was observed at higher
concentrations than HSPa and physiological control HSPB (76 °C). At 76 °C and 24 h post
infection (HPI) with SSV8, both HSP subunits were observed to be at a lower intracellular

concentration than uninfected controls.

After 48 HPI with SSV8 at 76 °C, the expression of both HSP subtypes was equivalent to
uninfected controls at the same physiological temperature. Considering that there are fewer live
cells at a certain time after infection (vs. uninfected controls), the equivalent HSP concentration
suggests that there is a positive regulation of HSP expression during infection at 76 ° C,

emphasizing a high ratio of HSPPB over HSPa genes.

Based on these first reported results, Sulfolobus solfataricus strain P2 responds to SSV8 infection

by up-regulating HSP expression under both physiological and heat shock conditions.

Overall, these data suggest that group Il chaperonins and HSP complexes have a role in the

dynamics of host SSV infection. The sudden drop in HSP expression at the beginning of
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infection dynamics suggests that host metabolic resources have been redirected; however, further

along in the infection cycle, cellular HSP expression recovers.

It remains to be examined whether HSP complexes protect native proteins during SSV infection
or assist in the folding of viral proteins. Therefore, it can also be suggested that the increase in
HSPs after SSV infection is the response to the increase of viral proteins in the Sulfolobus
cytoplasm, which could be identified as a possible excess of cell proteins, thus activating the
protein regulatory function of HSPs to maintain the protein balance of the host, although this

should be the subject of further investigations.
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Introduccion
1 Produccion de proteinas de choque térmico (HSP) como respuesta al estrés

Cuando la mayoria de los organismos vivos conocidos en la Tierra: bacterias, hongos, plantas, y
animales, se exponen a temperaturas superiores por encima de sus limites de soporte no letal, se
aumenta la sintesis de proteinas especificas como una respuesta a ese cambio. Estas moléculas
son conocidas como proteinas de choque térmico (HSP, del inglés Heat Schok Protein) y son
responsables del plegamiento adecuado de los polipéptidos recién sintetizados y el replegamiento
de los polipéptidos que se dafiaron o se plegaron incorrectamente, debido a la desnaturalizacion
proteica como se constata en la Figura 1 (Borges y Ramos, 2005; Horwich y Fenton, 2020;
Lindquist y Craig, 1988; Parsell, 1993).

=)
Functional conformation m
o

Stress exposure ¥
Non-functional conformations
and partly denatured proteins
Hcal shock
proteins /
* 4
i ]
Degradation Aggregation Functional

conformation

Figura 1. Funcién celular de las proteinas de choque térmico. Las HSP tienen como objetivo el
plegamiento adecuado de los polipéptidos recién sintetizados y el replegamiento de los polipéptidos que
se dafiaron o se plegaron incorrectamente durante el cambio de equilibrio proteico. Las proteinas de
conformacion funcional, después de ser expuestas al estrés, buscan recuperar su conformacién inicial,
formar agregaciones o degradarse. Nota. Adaptado de “The evolutionary and ecological role of heat
shock proteins” (p. 1028), por J. Sorensen et al., 2003, Ecology Letters, 6(11).
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El término HSP se origind tras el descubrimiento, en 1962, de ciertos genes que codifican un
grupo de proteinas con un peso molecular de 70 kDa, que se sobreexpresan en la mosca de la
fruta, Drosophila melanogaster, como respuesta a los aumentos de la temperatura ambiental
(Hightower, 1991). Segun Tissiéres et al. (1974), este concepto se introdujo afios mas tarde y se
ha convertido en el término general para definirlas. Ademas de ser inducidas por el cambio de
temperatura, la expresion de las HSP se puede producir por diferentes tipos de estrés como, por
ejemplo, privacion de nutrientes, radiacion, hipoxia, metales pesados, estrés oxidativo,
infecciones o exposicion a citoquinas inflamatorias; por esta razén, también se denominan

proteinas del estrés (Mansilla et al., 2012).

El estrés se entiende como una condicion de tension y llega a producir una disminucion en la tasa
de crecimiento o en la supervivencia del organismo (Booth, 2002). Las respuestas al estrés son
de gran importancia para los microorganismos, en tanto que sus habitats estan sujetos a cambios
continuos, como es el caso de los ambientes extremos, donde los pardmetros ambientales tales
como la temperatura, presion osmdtica, radiacion y la disponibilidad de sustratos son muy
variables. Los factores que generan el estrés pueden tener una naturaleza ambiental, quimica o
biologica, incluso el propio organismo puede ser para si mismo la fuente de factores de estrées
(Vorob'eva, 2003).

La mayoria de las HSP se sintetizan a bajas concentraciones en ausencia de estrés, pero se induce
rapidamente si aumenta la temperatura o aparece otro factor estresante. Las HSP estan divididas
en familias de acuerdo con su peso molecular, asi: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSPS40 y
pequefias HSP (Large et al., 2009; Liang y MacRae, 1997; Saibil, 2013; Santoro, 2000). Estas
reacciones al estrés térmico no son ajenas en las arqueas y son altamente similares a las

observadas en los eucariotas superiores y estan altamente conservadas (Vorob'eva, 2003).

Las HSP de las arqueas son estructural y funcionalmente similares a las chaperoninas
bacterianas, a pesar de las diferencias considerables en sus secuencias de aminoacidos (Kagawa
et al., 1995; Trent et al., 2003). De hecho, las HSP de arqueas son homdlogas a la proteina
eucariota conocida como TCP1s (Feder y Hofmann, 1999). En Sulfolobus solfataricus, las
HSP60 ejercen interaccion con el rRNA 16S mediante el RNA en vivo (Ruggero et al., 1998).

Estas chaperoninas son estructuras de doble anillo que se encuentran en casi todos los
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organismos y estan compuestas por subunidades de proteinas de 60 kDa, denominadas HSP60
(Kagawa et al., 1995; Quaite-Randall et al., 1995; Trent et al., 1991).

Temperaturas superiores a las de su soporte de crecimiento y otros factores estresantes hacen que
algunos organismos aumenten la sintesis de sus HSP60, y se ha sugerido que las chaperoninas
desempefian funciones esenciales para ayudar a las células a recuperarse del dafio relacionado
con el estrés (Trent et al., 1998). Puesto que las proteinas son dafiadas por las tensiones
inductoras de HSP60, se propuso un papel para las chaperoninas en el replegamiento de las

proteinas dafiadas (Hightower, 1991).

Préacticamente, todas las fuentes de estrés no térmicos pueden inducir HSP (Feder y Hofmann,
1999). Como se menciono, los niveles de expresion y regulacion de las HSP estan seriamente
descritos y estudiados en el estrés térmico; por ello, en esta propuesta de investigacion se
propone evaluar su comportamiento de regulacion en presencia de otros factores estresantes

como la infeccidn viral.

El estrés térmico no letal y repentino genera en la célula una respuesta que garantiza la
supervivencia, esto es, la HSR (Lemmens et al., 2018), la cual esta ampliamente descrita en
Bacteria y Eukarya. En Archaea se ha empezado a establecer que las HSP son componentes
determinantes en la homeostasis de las proteinas a través del termosoma, donde las subunidades
que le conforman se modifican en respuesta al estrés por choque térmico (Baes et al., 2020;
Lemmens et al., 2018).

La accion de las HSP y su respuesta tienen una regulacién de expresion génica mediada por un
factor de transcripcion de choque térmico (HSF, del inglés Heat Schock Factor) que se activa de
modo que puede unirse a las secuencias reguladoras altamente conservadas en la region
promotora de los genes inducibles por estrés (HSE, del inglés Heat Schock Elements) (Arya et
al., 2007). Sin embargo, el aumento de la expresion de HSP no es totalmente beneficioso para el
organismo, dado que, al ser muy alto, llega a consumir mucho sustrato biosintético, lo que
conlleva a una saturacion en el aparato de expresion de proteinas. Lo anterior, trayendo como
consecuencia que no quede lo suficiente para otras biosintesis importantes en el organismo
(Serensen et al., 2003).



21

Nueva m’ W Estrés por
@ W \‘ choque térmico

Protema - )
desnaturalizada

Proteina

proteina
(plegada) (@\

G Termosoma
7 (B)

Proteccion
contra la
desnaturalizacion

Proteina
O plegada
HsP ¥ %

Figura 2. Representacion celular de la respuesta al choque térmico en Archaea. En la gréfica 2 se
observa que, en ausencia de estrés, la célula de Sulfolobus presenta niveles estables de proteinas de
choque térmico que cumplen sus funciones bésicas en el plegamiento de nuevas proteinas y
acompafiamiento de las células plegadas, y segun el caso puede “secuestrar” las subunidades que estan
libres en el ambiente citoplasmatico para generar nuevos complejos (termosoma) compuestos de las
subunidades HSPa y HSPP. En la grafica 49B ante el estrés térmico la célula sobre expresa mas HSP para
contrarrestar la desnaturalizacidn proteica y proteger a las demas proteinas del dafio por alta temperatura.
Predomina HSPP en los complejos. Nota. Adaptado “Heat shock response in Archaea” (p. 583), por de
L. Lemmens et al., 2018, Emerging Topics in Life Sciences, 2(4).

Como se explicé anteriormente, los genes de choque térmico se han conservado en gran medida
durante la evolucion, no solo en sus secuencias codificantes de proteinas en humanos, sino
también en sus secuencias reguladora; lo que indica que los procesos de ajuste y estabilidad
frente a cambios extremos en el ambiente estan presentes en los organismos (Hunt y Morimoto,
1985; Schlesinger, 1990). Ademas, por ahora se sabe que las respuestas de diferentes células y
organismos estan reguladas por diferentes vias, estableciendo de esta manera sus caracteristicas
bioldgicas especificas, y proporcionando una destacada demostracién de variabilidad y
adaptacion bioldgica a las condiciones estresantes que puedan presentarsele al organismo
(Lindquist y Craig, 1988).

Bajo dicha perspectiva, se debe pensar en como se expresan y regulan las HSP en condiciones
“normales” de estrés, y bajo qué factores estresantes se empezarian a sobreexpresar. Por ejemplo,

tanto en bacterias como en organismos eucarioticos, el choque térmico induce la sintesis de HSP
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principalmente a nivel de transcripcion, lo que refleja un aumento de la demanda celular de HSP
a una temperatura mas alta (Yokota et al., 2000). La respuesta es muy rapida y transitoria, dado
que la induccién méaxima se alcanza en varios minutos y disminuye gradualmente hasta alcanzar
un nuevo nivel de estado estable. Aunque el mecanismo de regulacién es béasicamente
transcripcional, varias formas de regulacion postranscripcional juegan un papel importante en el
control estricto de la expresion de las HSP para hacer frente a los cambios bruscos de

temperatura (Vierke et al., 2003).

Un paso final para establecer la naturaleza adaptativa de las HSP es demostrar que realmente
satisfacen los criterios de origen y el mantenimiento a través de la seleccion natural; es decir, la
variacion interindividual y la heredabilidad del organismo. En muchos de estos casos, la
variacion interindividual se correlaciona con la tolerancia al estrés (Feder y Hofmann, 1999;
Macario et al., 2006; Serensen et al., 2003). Desde este punto de vista, se empieza a identificar la

relevancia adaptativa de las HSP en condiciones naturales.

En este sentido, la demostracion de que un organismo sufre estrés en la naturaleza se vuelve
complicada, debido a que las condiciones en medio silvestre suelen ser muy distantes de lo que
sucede en el laboratorio. Los organismos, en su medio natural, rara vez podrian encontrarse con
tensiones Unicas y controladas, y las diferentes fuentes de estrés o la suma de estas en diferentes
momentos de su ciclo de vida pueden llegar a tener impactos inesperados que deben ser

estudiados y evaluados.

Para uno de los casos de experimentacion en esta propuesta se debera tener en cuenta que las
proteinas del estrés parecen tener un papel definido en los ciclos de vida de los parasitos (virus
en este caso); es decir, que tanto el huésped como el parasito parecen experimentar “estrés” y
cada uno responde de una manera caracteristica que puede ser la base de las consecuencias
patoldgicas de interaccion evolutiva. En este caso, la evolucion de la tolerancia implicaria la
modulacién de la respuesta al estrés tanto del huésped como del parasito (Feder y Hofmann,
1999). Incluso, los virus parecen ser capaces de responder al estrés al estar dentro de las células
huésped (McFadden, 1998).

A partir de lo anterior es posible inferir que las HSP convencionales podrian no estar

involucradas en todos estos casos de estrés, pero estos aspectos deberan ser examinados de
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manera particular teniendo en cuenta las funciones y reacciones de estas subunidades proteicas

dentro del citoplasma.
1.1 Funciones de las HSP en el plegamiento de proteinas

“Tanto in vivo como in vitro, la transicion de una proteina desde su estado no plegado a su
conformacidn nativa frecuentemente es el resultado de la interaccién con una serie de proteinas
denominadas chaperonas moleculares” (Cuéllar, 2008, p. 7). Este término se utiliz6 por primera
vez para describir la funcion de la nucleoplasmina, una proteina acidica nuclear presente en el
ensamblaje de nucleosomas de DNA e histonas en extractos de huevos de Xenopus (Laskey et
al., 1978).

Durante el proceso de plegamiento de proteinas in vivo, las chaperonas previenen la agregacion
de conformaciones no nativas y mantienen a las proteinas con las condiciones necesarias para su
plegamiento correcto. Por otro lado, varias chaperonas pueden mantener también a proteinas
recién sintetizadas en una conformacion no nativa para facilitar su transporte a través de la

membrana celular, asi como unirse a proteinas no nativas durante el estrés celular.

Este proceso de asistencia tiene lugar en la mayoria de las proteinas, ya que estas interaccionan
con alguna chaperona en alguna etapa de su plegamiento. Asi, la importancia de las chaperonas
moleculares se fundamenta en la necesidad de prevenir la agregacion durante el plegamiento de
cadenas polipeptidicas recién sintetizadas, prevenir interacciones no deseadas con otros
componentes celulares, dirigir el ensamblaje de proteinas de gran tamafio y complejos
multiproteicos y, durante situaciones de estrés, potenciar el plegamiento de numerosas proteinas.
(Cuéllar, 2008, p. 8)

Dentro del citoplasma, las chaperonas se unen a las superficies hidrofébicas de las proteinas,
facilitando el plegamiento y previenen la agregacion irreversible de proteinas (Walter y Buchner,
2002; Willison y Horwich, 1996). Cabe mencionar que las chaperonas son necesarias para el
proceso de degradacion de proteina, pues cuando las proteinas sufren un plegado incorrecto,
llevan a cabo el proceso de ubiquitinacion que conduce a la destruccion de la proteina
(Bakthisaran et al., 2015; Parsell, 1993; Sgrensen et al., 2003).
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Las chaperoninas HSP60 son complejos de proteinas que estan presentes en todos los
organismos. Su objetivo principal es asistir, facilitar y supervisar el plegamiento y replegamiento
de proteinas recién sintetizadas en el citoplasma de la célula. Ademas, son esenciales para el
crecimiento y supervivencia de las células a todas las temperaturas y en condiciones de estrés
térmico, y asisten en el plegamiento de proteinas (Borges y Ramos, 2005; Bross, 2015; Horwich
y Fenton, 2020; Kagawa et al., 1995; Trent et al., 2003)

Aunque toda la informacion que precisa una proteina para plegarse reside en su propia secuencia,
el interior de la célula esta con un nivel alto de proteinas que presentan problemas de agregacion,
pues los intermediarios del plegamiento pueden tener expuestas regiones hidréfobas (Chaston et
al., 2016; Hayer-Hartl et al., 2016; Huo et al., 2010).

Como se indico anteriormente, para evitar los problemas que surgen como consecuencia de un
estrés térmico, la célula expresa proteinas auxiliares chaperonas que secuestran temporalmente
las conformaciones no plegadas, o desnaturalizan las mal plegadas y les dan otra oportunidad de
plegarse correctamente (chaperoninas) sin ser parte final de la proteina producto (lizuka et al.,
2008; Sterner y Liebl, 2001).

1.2 Rol evolutivo de las proteinas de choque térmicos HSP: Chaperoninas del grupo 1 y Il

La evolucion de las chaperoninas establece una serie de ramas especializadas para cada dominio
(Figura 3) y la secuencia de comparaciones de aminoacidos de las subunidades de chaperoninas.
Asimismo, los andlisis estructurales de los anillos dobles permiten identificar dos grupos de

chaperoninas: 1 y II.
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Primodial chaperonin

(in the progenote)

GroEL-like homo-oligomeric chaperonin Homo-oligomeric TCP-1-like chaperonin
(in the ancestor of eubacteria and (in the ancestor of archaebacteria and
eukaryotic organelles) eukaryotes excluding organelles)
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Figura 3. Evolucion de las chaperoninas. Diagrama construido por homologia en secuencias homoélogas
de aminoacidos entre subunidades, teniendo como referencia la teoria endosimbidtica. Una flecha indica
especies de subunidades. Nota. Adaptado de “Structure and Function of Chaperonins in Archaebacteria
and Eukaryotic Cytosol” (p. 108), por K. Willison y A. Horwich, 1996, The Chaperonins.

En Archaea se denominan TF55 y TF56. El grupo | esta en bacterias, Eukarya (cloroplastos y
mitocondrias), y su composicion es cercana con siete subunidades cada una dispuesta en dos
anillos (Willison y Horwich, 1996). El grupo I, que se encuentra en Archaea y Eukarya, esté en
una estructura de anillo doble compuesta de 60 +/- kDa idénticas, con ocho o nueve subunidades
(Macario et al., 2006; Macario et al., 1999; Trent et al., 2003; Yaoi et al., 2004).

Las chaperoninas se han estudiado en detalle en tres especies de arqueas termofilas: Sulfolobus
shibatae (Kagawa et al., 1995; Trent et al., 2002; Trent et al., 1991; Yaoi et al., 2004), Sulfolobus
solfataricus (Ellis et al., 1998; Knapp et al., 1994; Marco et al., 1994), y Pyrodictium occultum
(Waldmann et al., 1995).

1.2.1 Las chaperoninas del grupo |

Las chaperoninas denominadas tipo | estdn presentes en eubacterias y en la matriz de
mitocondria y cloroplastos de organismos eucariéticos. Estan conformadas de una proteina de 60
kDa con 14 copias distribuidas dentro de una estructura simétrica similar a un cilindro de 72
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puntos, el cual se encuentra constituido por uno o dos anillos heptaméricos (Figura 14) (Bigotti y
Clarke, 2008; Bukau y Horwich, 1998; Chaston et al., 2016).

La proteina mas estudiada dentro de esta familia es GroEL de Escherichia coli (Kumar et al.,
2015). GroEL es una proteina esencial para la viabilidad de la bacteria y se ha demostrado que al
menos el 10 % de las proteinas celulares interaccionan con esta chaperonina (Hayer-Hartl et al.,
2016; Horwich y Fenton, 2020). Sin embargo, durante varios afios se estudio la interaccion de
GroEL con el mecanismo de morfogénesis viral y no su funcién propia en la bacteria, y cuando
se descubri6 su homologia con otras proteinas de similar peso molecular e involucradas, ademas,
en mecanismos de defensa relacionados con el choque térmico, GroEL comenz6 a ser utilizada
para caracterizar los mecanismos de asistencia en el plegamiento de proteinas (Hayer-Hartl et al.,
2016; Lin y Rye, 2006).

1.2.2 Chaperoninas del grupo 11

Las chaperoninas tipo Il se encuentran en Archaea y en el citosol eucariético relacionado con la
evolucién, conocido como complejo de anillo proteico del complejo T (TRIC o CCT),
chaperoninas que contienen TCP-1 (Bigotti y Clarke, 2008; J. Ellis, 1997; Gutsche et al., 1999;
Lopez et al., 2015; Quaite-Randall et al., 1995; Waldmann et al., 1995) y adentro de sus
funciones asiste especificamente al plegamiento de actinas y tubulinas, dos proteinas
citoesqueléticas de vital importancia para la célula e hipotéticamente las chaperoninas son
propuestas en Archaea como una potencial estructura con funciones de citoesqueleto (Ellis,
1997; Liang y MacRae, 1997; Trent et al., 2002; Yaoi et al., 1998).

Algunas chaperoninas de las arqueas se construyen a partir de un solo tipo de subunidad de 60
kDa, pero la mayoria consta de dos subunidades HSPo y HSPJ (Bigotti y Clarke, 2008; Ditzel et
al., 1998; Taguchi et al., 1996; Yaoi et al., 2004). En el caso de Sulfolobus, este codifica tres
subunidades TF55 a, B, v, que forman una serie de diferentes complejos (Chaston et al., 2016;
Knapp et al., 1994; Liang y MacRae, 1997; Yaoi et al., 2004).

Estas subunidades estan dispuestas alternativamente en un complejo hexadecamérico de dos
anillos de ocho miembros y guardan una estrecha relacion con las ocho subunidades eucaridticas
CCT, que también estan dispuestas en pares de anillos de ocho miembros (Figura 4) (Bigotti y
Clarke, 2008; Chaston et al., 2016; Ditzel et al., 1998; Knapp et al., 1994; Lemmens et al., 2018).
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Figura 4. Esquema de las chaperoninas tipo HSP60 en Sulfolobus. Las chaperoninas eucariotas del
grupo I, CTT, y cuenta con dos anillos de ocho miembros con ocho subunidades paralogas por anillo. La
chaperonina, GroEL del grupo bacteriano 1, tiene 14 copias de la misma subunidad de 60 kDa distribuidas
en dos anillos de siete miembros. Las chaperoninas del grupo de Archaea Il generalmente constan de dos
anillos de ocho miembros, dispuestos con subunidades HSPo y HSPP alternas. En Sulfolobus estan
presentes HSPa, HSPB y HSPy paralogas, distribuidas en diferentes conformaciones segun el choque
térmico. Nota. Adaptado “Heat shock response in Archaea” (p. 583), por de L. Lemmens et al., 2018,
Emerging Topics in Life Sciences, 2(4).

Los estudios estructurales realizados con CCT y HSP60 muestran que estas poseen los mismos
dominios (ecuatorial, intermedio y apical) que GroEL, asi como sus dos mismas conformaciones
basicas (Gutsche et al., 1999; Lin y Rye, 2006; Skjerven et al., 2015; Vallin y Grantham, 2019).

Se ha caracterizado una conformacion abierta, que se produce en ausencia de ATP (Guagliardi et
al., 1997), y en la que la cavidad se ofrece accesible para la interaccion con el sustrato, a
diferencia de otras chaperonas que unen segmentos de la cadena polipeptidica. Las chaperoninas
pueden interaccionar con la totalidad de la secuencia polipeptidica, gracias a su estructura hueca
y oligomérica (Knapp et al., 1994; Yaoi et al., 2004).

Este complejo proteico conformado por HSPa, HSPB y HSPy también se ha denominado factor
termofilico 55 (TF55) y es referenciado como rosetasoma, termosoma y, en Archaea,
Archeosoma (Archibald, 1999; Gomez-Puertas et al., 2004; Kagawa et al., 1995; Klunker et al.,

2003; Mitsuzawa et al., 2009; Yaoi et al.,, 2004). Fue detectado como la Unica proteina
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sintetizada en condiciones de choque térmico en arqueas termofilas (Trent et al., 1990), a
diferencia de la mayoria de otras arqueas, que codifican dos subunidades (HSPa, HSPB) de

chaperonina tipo Il (Horwich et al., 2007).

Procesos de purificacion in vitro de TF55 en especies de Sulfolobus y Pyrodictium occultum han
exhibido actividad ATPasa (Knapp et al., 1994; Trent et al., 1991), revelando una union selectiva
a proteinas mesofilas a temperaturas altas (Trent et al., 1991). De lo anterior se infiere que la
mayoria de estas proteinas probablemente funcionan como acompafiantes moleculares en
condiciones de no estrés en la célula (Saibil, 2013; Sgrensen et al., 2003). También se ha
demostrado la interaccion de una serie de enzimas termofilicas con TF55 (Guagliardi et al.,
1994; Ranawat y Rawat, 2017b; Saibil, 2013), extendiendo asi sus funciones ain sin determinar.

Este complejo proteico TF55 se asemeja a la de GroEL (Eubacteria) en el citoplasma bacteriano
(Kagawa et al., 1995; Knapp et al., 1994; Marco et al., 1994; Trent et al., 1991) y también
presenta semejanzas en las propiedades bioquimicas de la actividad de la ATPasa, ademas de la

capacidad de unirse las proteinas no nativas (Bigotti y Clarke, 2005; Furutani et al., 1998).

Dado que GroEL esta involucrada en el plegado de al menos el 40 % de los recién traducidos
proteinas solubles en Escherichia coli (Gomez-Puertas et al., 2004; Horwich y Fenton, 2020), es
concebible que TF55, con su abundancia similar, cuente con un papel amplio en la mediacion del
plegamiento de muchas proteinas recién traducidas en arqueas termdfilas (Archibald, 1999;
Schoehn et al., 2000; Yaoi et al., 2004).

Después del descubrimiento de la subunidad HSPy en el genoma de Sulfolobus (Archibald,
1999), se revel6 que los niveles de expresion y las cantidades relativas de subunidades varian con
la temperatura (Trent et al., 2003; Yaoi et al., 2004). Es asi como la tercera subunidad HSPy solo
esta presente en condiciones de choque frio (60 °C a 75 °C), mientras que HSPa y HSPp estan
presentes a temperaturas normales de crecimiento (75 °C a 79 °C), y en las situaciones de estrés
por choque térmico (> 85 °C) predomina en alza la subunidad HSPf (Baes et al., 2020; Chaston
et al., 2016; Nitsch et al., 1997; Yaoi et al., 2004).

De esa manera, se establecio que las tres subunidades en Sulfolobus sp tienen propiedades
diferentes en lo que a términos de estabilidad térmica se refiere, asi como su tendencia a formar

complejos. En ese sentido, se encontr6 que, en condiciones de estrés por choque térmico,
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predomina la combinacion de subunidades HSPof y en temperaturas bajas el complejo mixto
HSPapy. Hay que mencionar que la anterior distribucion de subunidades esta dada para un tipo
de estrés en particular, el térmico, por lo que cabe cuestionar sobre qué reacciones y respuestas
pueden generar las células sulfolobales ante otras condiciones que alteren su estabilidad

fisiolégica y metabolica.
1.3 Importancia evolutiva y factores estrés en Sulfolobus

Como ya se mencioné las proteinas de choque térmico son inducidas por estrés y estan
fuertemente involucradas en la resistencia a otros tipos de estrés en los organismos (Feder y
Hofmann, 1999). Esto sugiere que el papel evolutivo del estrés como estrategia de supervivencia
tiene alta relevancia aun en especies que habitan ambientes considerados en estrés permanente o
extremos. Cuando los organismos estan sometidos a factores estresantes, pueden llegar a

presentar tres reacciones (Hoffmann y Parsons 1991):

- Para evitarlo, los miembros de una poblacion pueden cambiar de habitat ajustando su
estado fisioldgico o metabdlico, representado en latencia o dormancia celular.

- Adaptarse a las condiciones que generan el estrés por un proceso de seleccion natural o
por plasticidad fenotipica.

- Fracasar en las acciones anteriores, colapsar en su reproduccion y extinguirse.

Teniendo en cuenta estas respuestas a las condiciones estresantes, estas se pueden considerar
como fuerzas evolutivas a través de la adaptacion. Los factores ambientales que causan estrés
son extensos e inesperados en ambientes naturales y afectan la distribuciéon y abundancia de
especies en sus habitats. Entre esos factores se incluyen: sustancias quimicas entre los que estan
metales pesados, competencia, depredacién o parasitismo, temperatura y humedad, acceso a
nutrientes o recursos. El estrés genético incluye la endogamia y la fijacion de genes deletéreos
(Serensen et al., 2003).

Los cambios ambientales derivados de la actividad antropogénica (contaminacion, deforestacion,
cambios climéticos, fragmentacién del habitat) podrian ser mas drasticos y generar mas
afecciones impredecibles en todos los seres vivos, como el incremento de la endogamia y la

deriva genética (Serensen et al., 2003).
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En el caso de los organismos mas antiguos de la Tierra los pertenecientes al dominio Archaea,
las condiciones extremas de la tierra primitiva y los cambios sufridos en las diferentes eras a
través de constantes y desconocidos factores de estrés son una alta muestra de adaptacion y
acomodacion teniendo en cuenta su presencia actual en el &rbol de la vida, estableciendo asi su

persistencia evolutiva.
1.3.1 Situaciones de estrés en Sulfolobales

Por lo general, los organismos pertenecientes al género Sulfolobus se describen como aerdbicos
(Kawarabayasi et al., 2001). En 2009, la cepa Sulfolobus solfataricus P2 se cultivo
aer6bicamente en presencia de diferentes concentraciones de O (v/v, fase gaseosa), encontrando
que tiene un crecimiento éptimo en el rango de 1,5 a 24 % de O, al 26-32 % de O,. El
crecimiento del cultivo tuvo afectacion moderada frente al control de cultivo de 21 % y al 35 %
la concentracién fue letal, dado que no se present6 crecimiento. Este estudio permiti6 evidenciar
una adaptacion del sistema respiratorio de Sulfolobus solfataricus P2 en respuesta a
concentraciones fluctuantes de oxigeno, regulado por una expresion diferencial de genes

codificantes a oxidasas terminales (Simon et al., 2009).

Las arqueas presentan rangos de crecimiento desde 113 °C (Andra et al., 1998; Stetter, 2006)
hasta menos de 0 °C (Cavicchioli et al., 2000; Groussin y Gouy, 2011; Haslbeck et al., 2005;
Mega et al., 2010); pero incluso los miembros de la Crenarchaeota, considerados en su mayoria
hipertermofilos, también pueden tener presencia en ambientes tan profundos y de baja
temperatura como las bacterias (Delong, 1998; Nelson-Sathi et al., 2015; Trent, 2000).

Los datos sobre la respuesta al choque de frio y la adaptacion a bajas temperaturas se han
centrado en la posible detencion de la sintesis de proteinas, basados en observaciones que
proponen que el ribosoma era el sensor térmico para el frio en bacterias (VanBogelen y
Neidhardt, 1990). Es por esto por lo que la respuesta frente al estrés por frio actua para revertir
los efectos adversos sobre la sintesis de proteinas, ademas de un ndmero limitado de procesos
metabdlicos fundamentales en un ambiente extremo (Cavicchioli et al., 2000; Santoro, 2000;
Vorob'eva, 2003). Por lo anterior, se infiere que en Archaea se hayan desarrollado vias de
adaptacion a bajas temperaturas que no se encuentran en Bacteria o Eukarya (Cavicchioli et al.,
2000).
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La tolerancia al estrés por desecacidon se presenta a corto y largo plazo en Archaea y esta
relacionada con otras variables como la temperatura de almacenamiento, pH, y presencia o
ausencia de oxigeno y de la especie (Beblo et al., 2009, 2011; Laksanalamai y Robb, 2004;
Ranawat y Rawat, 2017a). Respuestas a la desecacidn se han encontrado en cepas metanogenicas
y halofilas de Archaea (Kendrick y Kral, 2006; Leigh et al., 2011). Esta tolerancia a la
desecacion y a la radiacion, en algunos casos, se compara con la de Deinococcus radiodurans,
uno de los organismos mas caracteristicos por sus resistencia a estos factores de estrés (Beblo et
al., 2011; Ranawat y Rawat, 2017a).

En el caso de Sulfolobus, su respuesta y tolerancia al estrés por desecacion esta direccionada por
el pH y el sustrato del cultivo de la siembra del microorganismo en laboratorio. Ademas, existen
serias diferencias en la tolerancia a la desecacion entre organismos del mismo orden e incluso de
cepas del mismo género estrechamente relacionadas. Los resultados muestran que la tolerancia
de las células vegetativas a la desecacion son un fendmeno comun de microorganismos
termdfilos e hiperterméfilos, independientemente de su hébitat de origen (Beblo et al., 2009,
2011).

Por lo anterior, es posible proponer que las especies termdfilas e hipertermofilicas presentan una
tolerancia significativa contra la desecacion en compafia de condiciones de alto vacio y
radiacion UV monocromatica (254 nm), asi como una alta dosis de radiacion gamma (hasta 10
kGy) para algunos de estos microorganismos, resultando ser organismos modelo para
experimentos de interés en astrobiologia, especificamente para condiciones espaciales simuladas
y de exposicion directa a variables en el espacio exterior (Beblo et al., 2009; Ranawat y Rawat,
2017a; Trent, 2000; Yeats et al., 1982).

Los estudios de interacciones de microorganismos con uranio (U) se han enfocados en bacterias,
debido a que las paredes de las células bacterianas gramnegativas se unen al U en interaccion de
las capas de lipopolisacaridos de la membrana externa, ricas en fosfolipidos y péptidos cortos,
ausentes en los sulfolobales que, por el contrario, presentan una capa de superficie proteica

anclada a la membrana (capa S) que esté glicosilada (Reitz et al., 2010).

Para el caso de Sulfolobus acidocaldarius, enfrentando un estrés por presencia de uranio (VI), se
ha demostrado, a través de espectroscopia de absorcion de rayos X y de fluorescencia, que a un

pH 2 esta cepa de Archaea posee una baja tolerancia a U (VI) y que su crecimiento se limita a
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una concentracién de U por debajo de 1,1 mm, a valores de pH de 1,5y 3,0 que se encuentran en
el rango del éptimo fisioldgico de la cepa. Los resultados muestran una tolerancia bastante baja a
U (VI) y una acumulacion limitada de U; por lo anterior, se plantea que esta reaccion de las
células de Sulfolobus ante el estrés por U (VI) a ambos valores de pH se produce a traves de

grupos fosfato organicos (Reitz et al., 2010).

Las células de Sulfolobus solfataricus P2, cuando son expuestas a estrés por radiacion gamma,
muestran una respuesta protedmica especifica, restringida a solo unas pocas proteinas. Sin
embargo, esta reaccion de resistencia es dependiente de las condiciones de cultivo, por lo tanto,
la fisiologia de la célula de Sulfolobus sp constituye parametros criticos para la resistencia a la
irradiacion (Larmony et al., 2015; Ranawat y Rawat, 2017a).

Asimismo, se ha demostrado que la irradiacion gamma a 500 Gy provoca roturas de doble hebra
de DNA en Sulfolobus solfataricus P2, las cuales se restauran completamente dentro de las
primeras 4 horas después de la irradiacion a la que fue sometido; aunque en otras condiciones,
como se menciond anteriormente, esta reparacion no se presenta o es incompleta. En este estudio
se concluy6 que la cantidad total de proteinas extraidas no cambia entre las células de Sulfolobus
irradiadas o no irradiadas, y que la dindmica de la sintesis y degradacion de proteinas se modifica

después de la irradiacion (Larmony et al., 2015).

En estudios de limitacion de medios nutritivos a Sulfolobus acidocaldarius, se eliminaron las
fuentes de carbono y nitrogeno organico durante un transcurso de 4 horas. La respuesta celular
frente a este tipo de estrés evidencid que los niveles de transcripcion de 1118 de 2223 genes
codificadores de proteinas, y la abundancia de aproximadamente 500 proteinas que contienen
funciones en casi todos los procesos celulares se vieron afectados por el agotamiento de
nutrientes (Bischof et al., 2019). De esa manera fue posible constatar un cambio significativo del
metabolismo con respecto a la degradacion del carbono organico interno y extracelular unido y la
degradacién de proteinas; ademas, se observaron cambios en la composicion de lipidos de la
membrana para acceder a fuentes alternativas de energia y mantener la homeostasis del pH
(Bischof et al., 2019; Gill et al., 2019; Ranawat y Rawat, 2017b).
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1.4 Dominio Archaea: representante ancestral y actual de organismos extremos

Los seres vivos que habitan el planeta Tierra estan organizados en tres dominios, a saber:
Archaea, Bacteria y Eukarya (Lewalter y Miiller, 2006). Tal como se ejemplifica en la Figura 5,
cada una de las ramas bioldgicas que se derivan a partir de estos tres dominios estan basadas en
secuencias de genes de RNA ribosdémico (Iwabe et al., 1989; Woese et al., 1990). De las arqueas
se tienen reportes de restos fésiles de hace mas de 3.500 millones de afios (Jaakkola et al., 2016)
y, por ello, estos organismos se han caracterizado en las investigaciones sobre origen de la vida y
procesos evolutivos; sin embargo, el rol mas protagonista de estos organismos radica en ser
identificados como “extremdfilos”, aunque no todos los extremdfilos son miembros de las

arqueas Yy no todas las arqueas son extreméfilos (Rothschild y Mancinelli, 2001).

Gracias a esas caracteristicas mencionadas, las arqueas se han convertido en uno de los ejes
principales de las investigaciones en astrobiologia, como modelos en la basqueda de vida en
otros ambientes planetarios (Cady et al., 2014; Merino et al., 2019; Trent, 2000). Las variables
mas significativas como temperatura, pH, salinidad, presion, entre otras, son evaluadas segun las
condiciones del habitat de los organismos; Yy, posteriormente, estas se extrapolan bajo las
caracteristicas ambientales encontradas hasta ahora en cada uno de los planetas y lunas andlogos

a esos ambientes terrestres (Figura 6).

Desde el enfoque filogenético y por medio del andlisis de las subunidades pequefias del RNA
ribosémico (SSU rRNA) (Gribaldo y Brochier-Armanet, 2006), el dominio Archaea se dividié en
dos filos: Crenarqueota y Euriarqueota (Woese et al., 1990). El primero se encuentra formado
exclusivamente por termofilos e hipertermofilos que oxidan o reducen el azufre para obtener
energia; mientras que el segundo se encuentra integrado por metandgenos, haléfilos extremos,

termoacidofilos y algunos hipertermofilos.
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Figura 5. Arbol filogenético de la vida. Los tres dominios de organizacion biolégica en la Tierra, basado
en secuencias de 16S rDNA asi como algunos representantes de cada grupo. Dentro de Archaea se
destaca la linea roja que representa la linea evolutiva y su diversificacion de los organismos
hipertermdfilos. Nota. Adaptado de “Bioenergetics of archaea: ancient energy conserving mechanisms
developed in the early history of life” (p. 440), por K. Lewalter y V. Miiller, 2006, Biochimica et
Biophysica Acta - Bioenergetics, 1757(5-6).
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Figura 6. Ambientes extremos en la Tierra y extrapolacion a otros ambientes planetarios.
Representacion de los principales ambientes extremos (A), y las variables: temperatura, presion, pH y
salinidad de la vida en la Tierra en comparacion con planetas y lunas del Sistema Solar para comparar
potenciales analogos terrestres y su habitabilidad (B). Los valores de las variables estan representados por
un solo vértice en un eje, mientras que los valores faltantes estan representados por la ausencia en los ejes
correspondientes. Nota. Adaptado de “Living at the extremes: extremophiles and the limits of life in a
planetary context”, por N. Merino et al., 2019, Frontiers in Microbiology, 10, 780.
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Por otra parte, se definieron dos filos mas, a saber: Nanoarchaea, que actualmente comprende
solo un aislado secuenciado, Nanoarchaeum equitans; y Korarchaeota, que no se considera un
grupo monofilético, cuyos integrantes se conocen solo a partir de secuencias de RNA 16S e
incluyen un gran grupo de arqueas no clasificadas de ramificacion profunda (Figura 7), las cuales
se han obtenido a través de muestras ambientales terrestres o marinos, cuya distribucién esta

geograficamente aislada y permanece sin cultivar (Baker et al., 2020; Elkins et al., 2008).

Los estudios comparativos mas recientes de las arqueas se han centrado en el potencial
metabdlico del superphylum denominado Asgard (Figura 7), permitiendo concluir que estos
organismos son primordialmente organoheterotréficos que pueden producir y consumir
hidrégeno. Dicha informacion sostiene la idea que indica que los eucariotas evolucionaron de
una arquea mayormente relacionada con un miembro del filo Heimdallarchaeota, adquiriendo la
facultad de usar el oxigeno y nitratos como aceptores finales de electrones mediante la

transferencia horizontal de genes en una etapa posterior (L6pez-Garcia y Moreira, 2019).
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Figura 7. Filogenia actualizada de Archaea. Arbol generado con 3549 genomas de arqueas usando
proteinas ribosomales marcadoras conservadas. Las ramas con puntos rojos no tienen organismos
cultivados aln reportados. Nota. Adaptado de “Diversity, ecology and evolution of Archaea” (p. 889),
por B. Baker, 2020, Nature Microbiology, 5.

El modelo simbiogenético involucra simbiosis metabolicas mediadas por hidrégeno o
transferencia de electrones entre arqueas y bacterias. Basado en la reconstruccién metabdlica del
grupo Asgard y las consideraciones ecologicas, se propone el “modelo de flujo inverso”, el cual
involucra el flujo de hidrégeno de las Archaea hacia los simbiontes bacterianos; aunque el
modelo especifica un arquea y una bacteria, se deja abierta la posibilidad de que las interacciones
simbidticas con otros procariotas pudieron haber intervenido, en consonancia con recientes
propuestas de simbiosis seriales (Spang et al., 2017). (Medina, 2019, pp. 19-20)
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Las principales caracteristicas del dominio Archaea son:

e Presentan membranas lipidicas que poseen cadenas laterales isoprenoides con enlaces
éter en contraste con los hidrocarburos con enlaces éster de todos los demas sistemas
bioldgicos (Van de Vossenberg et al., 1998).

e Carecen en todos los casos de acido muramico (peptidoglicano) como constituyente de la

pared celular. A su vez, estan compuestos por pseudomureina (Visweswaran et al., 2011).

e Poseen una morfologia tipica que no se ha encontrado en ninguno de los organismos que
componen el dominio Bacteria como, por ejemplo, las formas poligonales que tienen
algunas arqueas halofilas o los cocos extremadamente irregulares que presentan algunos
hipertermofilos (Oren, 1999).

e No catabolizan la glucosa mediante glicdlisis, sino que emplean una via metabdlica de

oxidacion simple (Verhees et al., 2003).

e Su maquinaria fundamental de transcripcion es muy similar a la que poseen los

organismos pertenecientes al dominio Eukarya (Langer et al., 1995).

e Expresan histonas, con una gran diversidad de ellas involucradas en la regulacion

transcripcional (Henneman et al., 2018).

e Procesamiento de informacién en la replicacion del DNA: la transcripcion y la traduccion

(similar a Eukarya) (Forterre et al., 2002)

e Para la division celular las arqueas (Thaumarchaeota y Crenarchaeota) dependen del
complejo ESCRT y los Euryarchaeota lo fundamentan en el FtsZ (Karlin et al., 2005;
Makarova et al., 2010).

e Ensumembrana celular presentan apéndices afines con los pili tipo 1V, los cuales pueden
ser heredados por un ancestro comun entre bacterias y arqueas o tener la posibilidad de
ser transferidos de manera horizontal (Makarova et al., 2010).
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El estudio y las investigaciones de estas caracteristicas dentro de las areas de la genomica,
protedmica, metabdlica, composicién y funcion de membranas e interaccién de virus y arqueas,
ha sido posible gracias a uno de los modelos bioldgicos bien caracterizado dentro de las arqueas,
esto es, el género Sulfolobus, cuyos organismos presentan una amplia cobertura geogréfica y

pueden cultivarse y manipularse en condiciones de laboratorio.
1.4.1 Caracteristicas de Sulfolobus como modelo de estudio

Los miembros del género Sulfolobus (Figura 8) pertenecen al filo Crenarchaeota. Este género, de
acuerdo con Brock et al. (1972), se describié por primera vez en 1972 y sus miembros se
caracterizan por presentar células esféricas con lobulos y una pared celular desprovista de
peptidoglicano (Figura 9). Son autotréficos facultativos y con crecimiento aerdbico 6ptimo en su
ambiente natural en aguas termales azufradas o solfataras, donde hacen uso de compuestos
organicos simples. Asimismo, sus condiciones de crecimiento estan en una temperatura entre 55

y 80 °C y con un pH < 2y 3 (Bernander, 2007; Brock et al., 1972; Ceballos et al., 2012; Rice et
al., 2001).

Sulfolobus islandicus Y.G.57.14
Sulfolobus islandicus M.16.27
Sulfolobus islandicus HVE10/4
Sulfolobus islandicus M.16.4
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Figura 8. Arbol filogenético del género Sulfolobus. Basado en secuencias 16S rDNA, Sulfolobus
islandicus y Sulfolobus solfataricus son las especies mas abundantes y representativas de este género,
siendo las mas usadas en investigaciones. Se utilizd Metallosphera hakonensis HO1-1 como organismo de
referencia comparativa. Nota. Adaptado de “Sulfolobus - A potential key organism in future
biotechnology” (p. 2474), por J. Quehenberger et al., 2017, Frontiers in Microbiology, 8.
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Figura 9. Célula de Sulfolobus solfataricus. Célula de Sulfolobus solfataricus GO por medio de una
micrografia electrénica de barrido (SEM). A su vez, se destacan los I6bulos o protuberancias onduladas
caracteristicas de estos organismos. Nota. Adaptado de “Differential virus host-ranges of the
Fuselloviridae of hyperthermophilic Archaea: implications for evolution in extreme environments” (p.
295), por M. Ceballos et al., 2012, Frontiers in Microbiology, 3(AUG).

Estos pueden crecer heterotréficamente  utilizando  compuestos  organicos, o
quimiolitotroficamente a través de la fijacion de CO> (Bernander, 2007). De amplia distribucion
geogréfica, se encuentran en manantiales de acido caliente solfatarico (Held y Whitaker, 2009).

Hasta el momento se han secuenciado 17 genomas de Sulfolobus, lo que facilita la comparacion
en estudios de gendmica (Figura 8). El contenido de GC (guanina y citosina) de la mayoria de las
cepas de Sulfolobus secuenciadas equivale al 35 %, siendo menor para Sulfolobus tokodaii con
un 32,79 %. Ademas, la comparacion gendémica de 10 cepas de Sulfolobus islandicus (LAL14/1,
HVE10/4 y REY15A) revel6 que hay un region central de 2Mb bien conservadas junto a
regiones con reordenamientos variables a cada genoma (Jaubert et al., 2013). Sin embargo, se

necesita mas trabajo para revelar el mecanismo de regulacion (Gristwood et al., 2012).
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Figura 10. Ciclo celular de Sulfolobus solfataricus. El boton del crondmetro representa los métodos
para la sincronizacion de Sulfolobus acidocaldarius en la etapa G2. Los nucleoides azul y rojo
corresponden al DNA que no se replica y que se replica respectivamente. Estas micrografias
seleccionadas individualmente permiten evidenciar diferentes etapas del ciclo celular. Nota. Adaptado de
“The cell cycle of Sulfolobus” (p. 558), por R. Bernander, 2007, Molecular Microbiology, 66(3).

Sulfolobus solfataricus (desde 2018 conocido como Saccharolobus solfataricus) (Sakai y
Kurosawa, 2018) y Sulfolobus islandicus, se emplean como huéspedes para propagar diversos

virus y plasmidos e interaccion huesped-virus (Pina et al., 2011).

En fase estacionaria, todas las células de los cultivos de Sulfolobus contienen dos copias del
genoma, lo que da como resultado un aumento en el contenido de DNA celular promedio en
relacion con un cultivo de crecimiento exponencial. Este ciclo se caracteriza por un breve
periodo de pre-replicacion y una extensa etapa de post-replicacion que representa hasta el 70 %

del tiempo de generacion celular.
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Con los estudios realizados hasta el momento, es posible plantear que en las células de los
organismos sulfolobales se presenta un reordenamiento sustancial de la cromatina durante la
entrada y salida del proceso mitético respectivamente, y la alineacion de nucleoides se observa a
baja frecuencia (Figura 6) (Bernander, 2007). En contraste con Euryarchaeota y Crenarchaeota
no exhibe Filamenting temperature-sensitive mutant Z (FtsZ), esto es, una proteina
citoesquelética para la formacion del tabique durante la division celular. Sumado a lo anterior, se
ha encontrado que en S. solfataricus y S. acidocaldarius, los homélogos del complejo de
clasificacion endosomal requerido para el transporte (ESCRT) se encuentran en la celda media

antes de la division celular (Braun et al., 2015; Cavicchioli, 2007)

Como las enzimas de las arqueas involucradas en la replicacion del DNA son mas similares a su
contraparte de eucariota que a la bacteriana, un origen comun del aparato de replicacion
eucaridtico y de arquea se fortalecidé ain mas por la demostracién de tres origenes de replicacion
en los genomas de S. solfataricus y S. acidocaldarius (Gristwood et al., 2012). Sin embargo,
todavia no estd claro si todos estos origenes se utilizan al mismo tiempo o si se inducen

diferencialmente.

Como adaptacion importante a su habitat extremo, las membranas de las especies de Sulfolobus
contienen una gran cantidad de lipidos tetraéter (hasta el 98 % de todos los lipidos de la
membrana), lo que da como resultado una membrana monocapa, siendo asi altamente
impermeables a los protones, permitiendo que Sulfolobus mantenga un pH interno de 6,5 en un
entorno muy &cido (Elferink et al., 1992; Schmidt et al., 1999; Van de VVossenberg et al., 1998).

El analisis comparativo de genes que codifican proteinas en Sulfolobus acidocaldarius,
Sulfolobus solfataricus, Pyrococcus furiosus y Pyrococcus woesei, permitié evidenciar que el
género Sulfolobus se caracteriza por tener un alto contenido de A + T que el de C + G, y el uso
de las bases presenta una distribucion segln su uso de mayor a menor asi: A> T> G> C. En
Pyrococcus, el contenido de A + T también es mayor que el de C + G, pero con valores
relativamente mas bajos y en el orden de uso de bases, G estd precediendo a T (De Vendittis y
Bocchini, 1996).

Asimismo, al comparar los contenidos de aminoéacidos de estos organismos con mesofilos se
encontré un aumento considerable en el promedio de los aminoacidos. Con este hallazgo se

podria indicar un potencial mecanismo de adaptacion de proteinas (por ejemplo, proteinas
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termoestables) en organismos que viven en ambientes extremos (Sterner y Liebl, 2001). No
obstante, las similitudes encontradas en la composicion de bases en genes de proteinas de
sulfotermofilos no son comunes a todo el dominio Archaea, puesto que surgen claras
divergencias considerando, por ejemplo, el género Halobacterium, el cual presenta un mayor
contenido de C + G que de A + T, lo que sugiere que existen relaciones taxonémicas distantes
entre las diferentes ramas de Archaea (De Vendittis y Bocchini, 1996; Jaakkola et al., 2016;
Macario et al., 2006).

El tamafio del genoma varia de 2 a 3 Mbp, y S. solfataricus tiene el genoma mas grande (She et
al., 2001). Esto se debe, en principio, al que el 11 % del genoma de S. solfataricus consiste en
elementos moviles que incluyen mas de 200 elementos de secuencias intactas diferentes;
mientras que otras cepas de Sulfolobus contienen muy pocos elementos moviles. Se han
reportado grandes reorganizaciones gendmicas para las especies de S. solfataricus (Chen et al.,
2005; She et al., 2001).

Conviene mencionar que las especies de Sulfolobus han sido una fuente para el aislamiento y
caracterizacion de una gran cantidad de elementos genéticos extra gendmicos como virus,
plasmidos y plasmidos conjugativos (Prangishvili, 2013; Zillig et al., 1998). Actualmente, estos
elementos se estan estudiando intensamente y algunos de ellos se han utilizado para el desarrollo
de herramientas genéticas (Berkner y Lipps, 2008).

Por otra parte, algunas especies de Sulfolobus crecen quimolitoautotréficamente, pero en el
laboratorio se cultivan facilmente en condiciones aerobicas heterétrofas y presentan tiempos de
duplicacion de 3 a 6 horas. Con estas facilidades para su manejo fuera de habitat natural, las
especies de Sulfolobus se han convertido en organismos modelo para estudios sobre traduccion,
transcripcion y replicacion del DNA, reparacion del DNA, division celular, procesamiento del
RNA, metabolismo y muchos otros aspectos celulares como, por ejemplo, el proceso de
infeccion causado por virus, los cuales son especificos a este dominio y se han denominado
“archeovirus” (Beblo et al., 2009, 2011; Pina et al., 2011).
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1.5  Virusen Archaea y especificos en Sulfolobales

Los virus son formas de vida parasitas con actividad intracelular que tienen una interesante
relacion especifica de parasitismo con los miembros de los tres dominios de la vida en la Tierra
(Archaea, Bacteria y Eukarya), jugando, incluso, un importante rol en la evolucion de los

organismos (Forterre, 2006; Pina et al., 2011; Prangishvili et al., 2017).

Esa relacion virus-huésped ha llegado a implicar una coevolucion de control natural con las
poblaciones que ocupa (Prangishvili, 2013). De hecho, los virus tienen impactos ecoldgicos
importantes en algunos ecosistemas, como el de ejercer el rol de materia organica en la base de
cadenas troficas, generando cambios en la fijacion y ciclos del carbono, fosforo y nitrégeno
(Wilhelm y Suttle, 1999). Al igual que los microorganismos, son los grupos biolégicos mas
abundantes en la Tierra. Los virus que les infectan también son predominantes y dentro de los
virus de Archaea se encuentran morfologias Unicas y diferentes (Prangishvili, 2013),
especialmente en los que se ubican en ambientes de temperaturas altas, bajo pH, hipersalinos y
ambientes acidos (Eme et al., 2017; Gribaldo y Brochier-Armanet, 2006; Woese et al., 1990).

La gran mayoria de virus de arqueas aislados hasta ahora pertenecen a hipertermdfilos e
hiperhal6filos del Crenarchaeota y Euryarchaeota (Bize et al., 2009; Pina et al., 2011). Para el
caso especifico de la familia de virus de interés en este estudio, Fuselloviridae son los mas
abundantes en fuentes geotermales y sus huéspedes son miembros el género Sulfolobus (Ceballos
et al., 2020; Pina et al., 2011).
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Figura 11. Morfotipos de virus en Archaea. La informacion sobre los tamafios del genoma se tomé de
los registros de GenBank y de publicaciones donde se han usado genomas ensamblados a partir de datos
metagenomicos. Fuselloviridae es una familia de virus especifica en Sulfolobus spp. Las fracciones de
virus cosmopolitas son menores en las arqueas en referencia a los virus especificos. Nota. Adaptado de
“Viruses of archaea. structural, functional, environmental and evolutionary genomics” (p. 182), por M.
Krupovic, 2018, Virus Research, 244.

Actualmente, los virus de las arqueas se encuentran clasificados en 17 familias (5 familias en dos
ordenes) y un género aln sin asignacién, tal como se muestra en la Figura 11. Gracias a la
metagenomica se han descubierto virus de Archaea, pero no estan clasificados por la falta de
similitud notable con las especies previas ya clasificadas. Pese a ello, no se descarta que pueden
ser nuevos taxones (Krupovic et al., 2018; Wang et al., 2019).

Para los Sulfolobus spp, sus virus especificos se encuentran dentro de la familia Fuselloviridae y
las especies caracterizadas en las investigaciones sobre virus destacan a los Sulfolobus Spindle-
shaped Virus (SSV) (Bautista et al., 2015; Contursi et al., 2006; Goodman y Stedman, 2018;
Quemin et al.,, 2016; Schleper et al., 1992; Zillig et al., 1993). Uno de los principales
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representantes de esta familia es el arquetipo conocido como fusellovirus Sulfolobus (SSV1)
asilado en una fuente geotérmica en Beppu, Japon (Prangishvili et al., 2001; Quemin et al., 2016;
Rice et al., 2001). Este virus cuenta con una capa superficial proteica con simetria hexagonal con
alta similaridad a la geometria estructural del apéndice o “flagelo” del SSV1 (Rice et al., 2001).

1.5.1 Sulfolobus Spindle-shaped Virus (SSV)

Los virus de Archaea que han logrado ser aislados corresponden a ambientes con caracteristicas
termoécidas principalmente de los Estados Unidos (Rice et al., 2001), Japon (Yeats et al., 1982),
Islandia (Zillig et al., 1993), Rusia y Nueva Zelanda (Stedman et al., 2003). Estos virus
pertenecen mayormente al filo Crenarchaeota del género Sulfolobus (Zillig et al., 1998), debido a
la relativa facilidad de aislamiento y cultivo aerdbico en laboratorio en comparacion con

organismos anaerébicos del mismo filo.

De estos cultivos de Sulfolobus, los virus que se han logrado aislar, como se referencio en el
aparatado anterior, son los denominados Fuselloviridae (SSV) (Rice et al., 2001; Zillig et al.,
1998), de los cuales se conocen 11 genomas (Tabla 1). Los SSV presentan una forma ovalada
tipo limén, con un tamafio aproximado de 90-250 x 60 nm de longitud (Figura 12), tienen un

genoma circular, superenrollado de dsDNA de 14,8 a 17,3 kb y codifica de 31 a 37 genes.

Respecto a su expresion génica, el DNA se integra especificamente en un gen de tRNA del
cromosoma del huésped. A manera de recubrimiento, su morfologia externa presenta una
envoltura proteica hidrofébica y en uno de los polos fibras dindmicas que pueden cumplir la
funcion de fijacion de las particulas del virus a la membrana celular de Sulfolobus o de su

receptor (Prangishvili et al., 2001).
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Figura 12. Micrografia de Sulfolobus Spindle-shaped Virions. Viriones de SSV1 (A) y SSV2 (B), cuya
barra bar representa 90 nm. Tales viriones se obtuvieron por induccion con radiacion ultravioleta sobre las
células huésped de Sulfolobus Solfataricus P1. La morfologia de los dos viriones observada por
microscopio electronico de barrido es practicamente idéntica. Nota. Adaptado de “Relationships between
fuselloviruses infecting the extremely thermophilic archaeon Sulfolobus: SSVI and SSV2” (p. 298), por
K. Stedman et al., 2003, Research in Microbiology, 154(4).

Dentro de la familia Fuselloviridae se destacan el SSV1, originalmente aislado de Beppu, Japén
(Yeats et al., 1982), es el virus mas estudiado del filo Crenarchaeota; SSV2 y pSSVX, aislados de
Sulfolobus islandicus REY15/4 en un termal ubicado en Reykjanes, Islandia (Stedman et al.,
2003; Zillig et al., 1998); Sulfolobus Spindle-shaped Virus 8 (SSV8) (también conocido como
SSVRH) (Goodman y Stedman, 2018; Menon et al., 2010), aislado de aguas termales con un pH
de 3,2 y a una temperatura de 81 °C en la regién de Ragged Hills del Parque Nacional
Yellowstone, Estados Unidos (Rice et al., 2001; Snyder et al., 2003; Wiedenheft et al., 2004); v,
finalmente, SSVK1, obtenido en la region de Geyser Valley del Parque Nacional de Uzhno
Kamchatsky, Rusia (Rice et al., 2001; Snyder et al., 2003). A través de comparacion genémica
fue posible determinar que estos virus del tipo SSV son similares en tamafio y organizacion
genética (Ortmann et al., 2006; Rice et al., 2001; Snyder et al., 2003).
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En linea con lo anterior, SSV1 tiene una replicacion alta y sus viriones se ensamblan y brotan del
anfitrion (Stedman et al., 2003), formando una membrana de particulas en forma de huso
(Quemin et al., 2016), y extendiéndose desde un extremo del huso. Por otra parte, SSV1y SSV8
poseen fibras de cola corta que, presumiblemente, estan involucradas con la union de las
particulas del virus a la membrana celular de Sulfolobus o su receptor (Menon et al., 2010;
Snyder et al., 2003).

La morfologia de este virus es similar a la morfologia de His1, un virus que infecta a la halofila
Haloarcula hispanica (Bath y Dyall-Smith, 1998), y una particula similar al virus de
Methanococcus voltae (Wood et al., 1989). Este es el primer ejemplo de una morfologia viral
comun entre Euryarchaeota y Crenarchaeota. La produccién de particulas de SSV1 en cultivo
puede ser inducida por irradiacion UV o tratamiento con mitomicina C, dando como resultado la
lisis de la célula huésped (Schleper et al., 1992; Stedman et al., 1999). Aln no se ha establecido
si otras SSV también pueden inducirse mediante irradiacion o tratamiento quimico. Todos los
SSV tienen genomas circulares de dsDNA y codifican para aproximadamente 35 marcos abiertos
de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) (Rensen et al., 2016; Stedman et al., 2003). En
términos generales, los ORF estan estrechamente dispuestos en el genoma. Parece haber pocas
regiones no codificantes. La gran mayoria de estos ORF muestran poca 0 ninguna similitud con
otros genes en las bases de datos publicas. Incluso, cuando se comparan los genomas de cuatro
SSV de ubicaciones muy distantes, algunos ORF muestran solo una similitud limitada entre los
aislados (Snyder et al., 2003).

SSV1 y SSV8 presentan DNA circular de doble hebra que codifican 34 y 38 ORF de acuerdo
con los datos mostrados en la Tabla 1, respectivamente (Menon et al., 2010; Wiedenheft et al.,
2004). Solo cuatro de los ORF de SSV1 tienen funciones asignadas. SSV1 codifica una integrasa
para la insercion de su genoma en un gen tRNAARG en el genoma del huésped Sulfolobus (Palm
etal., 1991). Otros tres ORF codifican las proteinas estructurales virales (VP1, VP2 y VP3). Solo
SSV1 contiene las tres proteinas virales (Quemin y Quax, 2015). Otros aislamientos de SSV de
Islandia, Rusia y EE. UU. contienen VP1y VP3, pero carecen de VP2 (Snyder et al., 2003).
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Genoma y locacion Tamano (pares de bases) Marcos abiertos de lectura (ORF)
ASV1 (ISL) 24.186 38
SSV1 (JPN) 15.465 35
SSV2 (ISL) 14.795 35
SSV3 (ISL) 15.230 32
SSV4 (ISL) 15.135 34
SSV5 (ISL) 15.330 34
SSV6 (ISL) 15.684 33
SSV7 (ISL) 17.602 33
SSV8 (USA) 16.473 37
SSV9 (RUS) 17.385 31
SSV10 (USA) 16.271 40

Tabla 1. Genomas de Fusellovirus. SSV1y SSV8 presentan DNA circular de doble hebra que codifican
34 y 38 ORF, respectivamente. Solo cuatro de los ORF de SSV1 tienen funciones asignadas. Nota.
Adaptado de “Comparative genetic and genomic analysis of the novel fusellovirus Sulfolobus spindle-
shaped virus 107, por D. Goodman y K. Stedman, 2018, Virus Evolution, 4(2).

Se cree que tres formas diferentes del genoma de SSV pueden coexistir en una célula infectada:
la copia integrada y las formas episomales superenrolladas tanto positiva como negativamente
del genoma (Stedman et al., 2003). Asimismo, se desconocen las funciones bioldgicas de cada
forma, pero se propone que la forma integrada se utiliza como plantilla para la transcripcion, la
forma superenrollada positiva se emplea para encapsularse dentro de la particula de virus, y la
forma superenrollada negativa se utiliza como plantilla para replicacion del genoma (DeYoung et
al., 2011; Wood et al., 1989).

Como se expuso anteriormente, la diversidad y especificidad de los virus que infectan a las
arqueas y dentro de este dominio al género Sulfolobus es amplia, el comportamiento de la célula
huésped y su parasito orientan en la dindmica que los procesos infectivos y las potenciales

consecuencias para cada uno de los actores en esta interaccion.
1.6 Caracteristicas de la interaccién virus-hospedador

Los virus dependen completamente del mecanismo del huésped (Archaea, Bacteria 0 Eukarya)
para liberar su genoma y replicarse para iniciar la produccién de mas viriones (Forterre, 2006).
Cuando una célula esta infectada con un virus, el resultado de esta accion depende del tipo de

virus que causa la infeccion, el tipo de célula huésped y el estado funcional de esa célula
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(Munson-Mcgee et al., 2018; Payne, 2017). El ciclo de replicacidn del virus implica una serie de

pasos generales que requieren mecanismos y proteinas presentes en la célula huésped.

1. La union celular y la entrada posterior dependen del reconocimiento especifico de los
receptores de la superficie celular y la entrada depende de varios. Las células huésped
suelen utilizar un mecanismo de endocitosis, tal como se ilustra en la Figura 13 (Forterre
y Prangishvili, 2009; Prangishvili, 2013; Quemin y Quax, 2015).

Vi
—LLLLL O YTV TTC VO UV PTCTTETTTOTY lx/

Extracellular Cell PM Cell plasma
engulfs virus membrane

Virus

Cell plasma
Receptor  membrane

binding
Cytonlasm I, \\‘\\\\\\\\mmlmmlv'”
‘\\\\\«ﬂllnmmmlw,,,l’ y
TTTTTTTITTTTIITS l s

Membrane fusion Cec's?élflc:no" of
releases capsid Cell I 114
&, 7, 0
— |||||||l|||||l||||||“\\\ /l”’""||||||||||||||l|‘!ll

Figura 13. Representacion de la interaccion virus-célula. El proceso de fusion de membranas entre
virus y huésped (A) y el ingreso del virus por endocitosis (B). El pH bajo en la endosoma desencadena
reordenamientos moleculares de las proteinas de la capside. Asimismo, se evidencia que un virus se
fusiona con una membrana endosomal para liberar la capside en el citosol. Nota. Adaptado de “Virus
interactions with the cell ”, por S. Payne, 2017, Viruses.

2. Los virus DNA ya deben transcribir y replicar el genoma en la célula y traducir proteinas.
En todos estos procesos, los virus utilizan diversos mecanismos para manipular los
mecanismos celulares, promover el ciclo de replicacion y dafar al huésped (Payne, 2017;
Wood et al., 1989).

3. Para completar el ciclo, un virus reciéen ensamblado abandona las células consumidas e

infecta nuevas células y contindia multiplicandose (Payne, 2017). En todos estos procesos,
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existen numerosas interacciones entre el virus y la proteina celular, a través de las cuales
el virus puede redirigir favorablemente la funcion de la proteina celular (Khayat et al.,
2005; Lawrence et al., 2009).

Si la replicacion viral es eficaz, por lo general, destruye la célula huésped cumpliendo asi con el
ciclo litico, lo que lleva a una infeccion persistente en las células supervivientes, puesto que
contintan produciendo particulas virales infectivas (Bize et al., 2009; Quemin y Quax, 2015;
Schleper et al., 1992).

Figura 14. Micrografias de infeccion por SSV en Sulfolobus. Viriones de tres tipos de virus: SSV1,
SSV8'y SSV9 en proceso de infeccion a células sulfolobales en cultivo. Los viriones tienden a ubicarse a
manera de “pétalos de girasol” alrededor de la célula para iniciar su entrada en la membrana. En la
expulsion de viriones el egreso se da sin generar la lisis de la célula huésped. Nota. Adaptado de
“Differential virus host-ranges of the Fuselloviridae of hyperthermophilic Archaea: implications for
evolution in extreme environments” (p. 295), por M. Ceballos et al., 2012, Frontiers in Microbiology,
3(AUG).

En el caso de Sulfolobus, su relacion de reproduccion es de carécter “no litico”, en especifico
para el caso de los virus SSV, como se observa en la Figura 14. Esta via de reproduccién viral
hace referencia a la inhibicion del crecimiento que el virus produce en el huésped sin generar la

muerte de las células (Ceballos et al., 2020).

Hay otros tipos de infecciones persistentes en las que esta presente el genoma del virus, pero no
se produce ningun virus infeccioso. Estas infecciones se denominan infecciones latentes y se ha
detectado cierta expresion de genes virales (Bautista et al., 2015; Payne, 2017). Las infecciones
cambiantes pueden ocurrir cuando la informacion genética del virus se incorpora al genoma de la
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célula huésped como DNA o se transporta como DNA fragmentado (Forterre, 2006). Diferentes
virus de DNA y RNA pueden afectar la expresion génica, modificando directamente el genoma
de la célula huésped. Esta inhibicién de la sintesis de DNA del huésped puede ser un efecto
directo de factores virales en el nucleo o un resultado secundario de la inhibicion de la sintesis de
proteinas de la célula huésped. El producto viral afecta de manera concreta la actividad de la
RNA polimerasa de las células y también puede inhibir la sintesis de RNA del huésped (Forterre,
2006; Forterre y Prangishvili, 2009).

En suma, la relacion virus-célula tiene un nivel evolutivo, dado que estos parasitos han sido
considerados como gestores y estimuladores evolutivos de la vida en la Tierra, puesto que la vida
como se conoce ahora no seria posible sin su presencia y esto es de gran relevancia desde el
punto de exploracion de la astrobiologia (Berliner et al., 2018). Para efectos de esta investigacion
se establece que la respuesta a una infeccién viral expresada en la produccion de proteinas que
cumplan potenciales funciones de defensa o de regulacion son un punto de partida para entender

y extender las internaciones virus-hospedero en el dominio Archaea.
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2  Hipotesis y objetivos
2.1  Hipotesis

Se ha establecido y comprobado que el estrés térmico es una condicion que perturba la
homeostasis de la célula de Sulfolobus y su respuesta a este cambio en la temperatura se
manifiesta a través de la alta produccién de proteinas de choque térmico (HSP) o chaperoninas
del grupo Il (Termosoma), las cuales no solamente son termoestables, sino que también son

tolerantes a los acidos.

Esto sugiere que las chaperoninas que conforman el termosoma de Sulfolobus pueden
desempefiar un papel méas amplio en la célula que el de solo responder al choque térmico, por lo
consiguiente podria también responder a varios tipos de estresores ambientales.

Como se destaco en la introduccidn, la infeccion viral puede considerarse otro tipo de estresor
ambiental y en la relacién entre Sulfolobus Spindle-shaped Virus 8 (SSV8) y células de
Solfolobus solfataricus P2 se ha demostrado una alta efectividad en la infeccion dando como

resultado la inhibicién del crecimiento del hospedador.

Dado que en las investigaciones previas realizadas entre Sulfolobales y SSV no se ha abordado
la relacion entre las HSP y la infeccion viral, la hipétesis de este estudio se basa en que la
formacién de complejos de proteinas de choque térmico (HSP) estd determinada por un grupo
previo de subunidades de HSP en la célula, y que la expresion de estas proteinas esta regulada

por la infeccion del SSV, de forma similar al estrés causado por choque térmico.

Asimismo, es relevante evaluar y comparar si se produce la estabilizacion o asimilacion por parte
de la celula huésped de esa condicion estresante por infeccion viral, algo que ocurre con el
choque térmico donde la sobreproduccion de HSPs se reduce cuando el factor estresante ha sido

asimilado por el organismo.

De aqui surgen las preguntas: ¢Estan las proteinas de choque térmico (HSP) de Sulfolobus
reguladas al alza en presencia de factores estresantes distintos del choque térmico, en este caso,
infeccion por Sulfolobus Spindle-shaped Virus 8 (SSV8)? (Son diferentes estos niveles de
expresion comparados con los presentados en el choque térmico?, (Como se expresan las

subunidades que conforman el complejo proteico HSPa y HSPP en respuesta al estrés por
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infeccion viral? Para responder a estas cuestiones y verificar la hipotesis, en este trabajo se

plantean los siguientes objetivos:

2.2

Objetivos

Determinar la respuesta regulatoria del complejo de proteinas de choque térmico (HSP)
en respuesta a infeccion por SSV8 en organismos sulfolobales usando como modelo el
par Sulfolobus sulfataricus P2 como huésped y el virus SSV8.

Identificar y cuantificar los niveles de expresion de las proteinas de choque térmico
(HSP) que se presentan en Sulfolobus ante la infeccion por SSV8 y compararlo con el
choque térmico.

Identificar patrones de expresion diferencial de las distintas subunidades de complejos de
HSP, particularmente de las subunidades HSPa. y HSPP y su relacion con los diferentes

factores estresantes.
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3 Materiales y métodos
3.1  Cepasy medios de cultivo
3.1.1 Cepas de Sulfolobus solfataricus P2

Sulfolobus solfataricus P2 (DSM 1617) fue asilado de aguas termales cerca de Pisciarelli, Italia
(She et al., 2001). Las muestras de esta cepa se identifican como S437 en el Laboratorio del Dr.
Michael Ceballos de la Universidad de Arkansas (Fayetteville-USA). Los viales de 1,8 mL (Vial
Criogénico 1,8 mL NALGENE) contenian 1080 pL de la cepa de S437 y 720 uL de Glycerol al
20 %, y ubicados dentro del congelador (Portable -86 °C freezer 25 liter ULT25NEU) a una

temperatura de -80 °C.
3.1.2 Cepa de virus Sulfolobus Spindle-shaped SSV8

Sulfolobus Spindle-shaped Virus 8 (SSV8), también conocido como SSVRH, fue aislado de
aguas termales la region de Ragged Hills del Parque Nacional Yellowstone (Wiedenheft et al.,
2004). Las muestras del virus se identifican como S800 en el Laboratorio del Dr. Michael
Ceballos en la Universidad de Arkansas (Fayetteville-USA). Los viales de 1,8 mL (Vial
Criogénico 1,8 mL NALGENE) contenian 1080 pL de la cepa de S800 y 720 uL de Glycerol al
20 %, y ubicados dentro del congelador (Portable -86 °C freezer 25 liter ULT25NEU) a una

temperatura de -80 °C.
3.2 Medios de cultivo

El medio de cultivo se preparé de acuerdo con el protocolo usado en el Laboratorio del Dr.
Ceballos en la Universidad de Arkansas (Fayetteville-USA) (Ceballos et al., 2012; Ceballos et
al., 2020).

En un beaker de 1 L de volumen ubicado en una plataforma agitadora y una barra magnética

(Isotemp-Fisher Scientific) se agregaron los siguientes compuestos:
Tripton-Sacarosa:
a) 3,09/1(NHy) 2SOsa.

b) 0,7 g/1de glicina.
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c) 0,5g/1de K;HPO..

d) 1,09/ de Sacarosa.

e) 2,0g/1de Tripton.

f) 200,0pl/11 % FeSO4 « 7H-O.

g) 244,0p1/11 % NazB4O7 « 10H20.
h) 90,0ul/11 % MnCl, « 4H.0.

i) 11,0ul/11 % ZnSO4 * 7H20.

i) 2,5ul/11% CuSOy4 * 5H20.

k) 1,5ul/11 % NazMoOs * 2H.0.

) 1,5ul/11 % VOSO4 * SH>0.

m) 0,5ul/11 % CoCly « 6H20.

n) 0,5ul/11 % NiSO4 * 6H20.

0) 1mL /11,0 M MgCl2/0.3 Solucién M Ca (NO3)..

El pH se ajusto entre 3,0 y 3,2 con H2SO4 segun el balance final.
3.2.1 Cultivos de cepas

La cepa de Sulfolobus solfataricus P2 S437, se retird del congelador de -80 °C y el hielo se
descongeld parcialmente. Luego se procedio a generar el cultivo semilla en tubos de ensayo de
vidrio de borosilicato (18x150mm Fisherbrand), agregando 30 pl de suspension de células del

stock a 10 ml de medio de cultivo Tripton-Sacarosa para S437.

Los tubos de ensayo se sellaron parcialmente con papel metélico para evitar la evaporacion y se
ubicaron en un segundo contenedor (Figura 15, A) en una incubadora con agitaciéon (IST-4075

Lab Companion JeioTech) a 76 °C y 120 rpm (revoluciones por minuto).
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Figura 15. Cultivo semilla de S437. Para el cultivo de semilla de S437 se utiliz6 un contenedor
secundario para disminuir el riesgo de contaminacion, pero garantizando el acceso de flujo de aire para la
oxigenacion de las potenciales células (A). La turbidez blanquecina del cultivo también es un indicador
cualitativo de crecimiento positivo (B). A nivel cuantitativo, el biofotometro determin6 la fase de
crecimiento (C), y se presentd un escalamiento a mayor volumen del cultivo semilla (D).
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Para medir la densidad dptica ODseoo, Se colocd una muestra del medio cultivado de un volumen
de 1 mL en un Eppendorf™ Vis Cuvette (Figura 15, B). El dato se tomd con biofotometro

(Figura 15, C) (Eppendorf BioPhotometer plus).

Cuando el cultivo inicial de Sulfolobus solfataricus P2 alcanzé un valor entre 0,4 — 0,6 (para
choque térmico) y 0,15 — 0,20 (para infeccion por SSV8), se procedio a realizar un escalamiento
a mayor volumen (Figura 15, D) en un matraz de vidrio borosilicatado con deflectores de 250
mL o 1000 mL (Kimax-Kimble N. 25630), tomando 300 uL o 1 mL del cultivo semilla e
inoculando a 100 o 300mL del medio cultivo precalentado a 76 °C. Los matraces se sellaron
parcialmente con papel metélico para evitar la evaporacion, continuando asi con la incubacion a

76 °Cy 120 rpm hasta el proximo paso experimental.
3.2.2 Cultivo de Cepa de virus y extraccion

La siembra del cultivo semilla se llevd a cabo con el mismo procedimiento que las cepas no
infectadas. Asimismo, el escalamiento a mayor volumen se realizé en matraces de 250 mL con
100 mL de medio de cultivo Tripton-Sacarosa. Para maximizar la produccién de virus se espero
a que el cultivo alcanzara una densidad Optica entre 0,6-0,8 y, de esa manera, se distribuy0 en
tubos de polipropileno de 50 mL de volumen para centrifugacion (Fisherbrand Ref. 05-539-8,
Fisher Scientific).

Posteriormente, el cultivo se centrifugd durante 40 minutos a 3800 rpm (Centrifuga Sorvall
RT600D con rotor de angulo) para sedimentar la masa celular, dejando el virus en suspensién en
el sobrenadante. Este sobrenadante se decantd y filtrd a través de un sistema de filtrado al vacio
con filtro de 0,45 um (Nalgene™ Thermo Fisher). EI volumen obtenido después del filtrado se
concentré por centrifugacion a 3000 rpm por 30 minutos, empleando tubos de concentracion
CentriconPlus-70 de 10 kDa (Millipore Corp., Billerica, MA, EE. UU.). Este procedimiento se
repitié hasta obtener un volumen de 1,5-1,8 mL de filtrado del sobrenadante con virus de SSV8.
Finalmente, la solucion que contenia los virus aislados se almacen6 a 4 °C entre 2 a 3 semanas

posteriores hasta su nuevo uso.
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Preparacion en las cajas de Petri y medio solido

Se prepar6 1 L de medio de cultivo de Tripton-Sacarosa (2XTS) bajo el mismo
procedimiento mencionado en el apartado relacionado con los medios de cultivo. Esta
vez, se empled el doble de concentracion en cada uno de los compuestos usados y en el
literal (e) 2g de levadura en reemplazo del Tripton. Este medio se fracciond en dos partes
de 500 mL, uno para autoclave (HLCLAVE HV-25 HMC-Europe GmbH) y el otro quedd

sin esterilizar.

En vaso de precipitacion de 1 L de volumen se calenté moderadamente (60 °C — 80 °C),
500 mL de medio de cultivo Tripton-Sacarosa (2XTS) en una placa de calor y agitacion y
con una barra de agitacion magnética que contiene 500 mL del medio de cultivo del
apartado anterior 2XTS (sin solucion de MgClz / 0,3 M Ca (NO3) 2 del literal (0).

En otra placa de calor y agitacion se coloc6 un vaso de precipitado de 1 L de volumen

con 400 mL de agua destilada a 120 °C — 140 °C y se ajustd con agitacion rapida.

. Se pesaron 10 g de Gel-Rite™ y se agreg6 lentamente al agua caliente.

El Gel-Rite se disolvio por completo sin la formacion de grumos (esto puede

normalmente tardar entre 20 y 30 minutos).

Después de que Gel-Rite™ se disolvid, se llevo a volumen final de 500 mL usando agua

destilada.

. Con guantes de proteccion al calor, se vertieron lentamente los 500 ml restantes del

medio 2XTS del literal (a) en el otro vaso de precipitados de 1,0 L del literal (b).

. Se permitié agitacion durante 1 minuto, luego se agregé 1 ml de solucién estéril de

MgCl2/0,3 M Ca (NOs)2.

Luego, con 1 minuto més de agitacion, el contenido se vertié lentamente en cajas de Petri

de perfil profundo (Petri Dish Carolina Biological Supply 25X150).

De esa manera, se dejo enfriar a temperatura ambiente hasta que el Gel-Rite™ se

solidificé (aproximadamente 20 minutos).

Finalmente, se etiquetd y almacenaron las cajas en una bolsa de pléstico a 4 °C.
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Verificacion de virus por ensayo de Halo

Se tomaron tres cajas de Petri y se precalentaron a 80 °C en la incubadora.

Se pesaron 0,08 g de Gel-Rite™ y se agregd a 20 ml de agua destilada en un vaso de
precipitado de 50 mL colocado en una placa de calor, agitando con una barra de agitacion

magnética, permitiendo que el Gel-Rite™ se mezclara y se disolviera completamente.

Una vez disuelto el Gel-Rite™, se agregaron 20 ml de medio 2XTS estéril preparado en
el literal (a) de las cajas de Petri. Esto se realizd cerca a llama de mechero para crear un

ambiente estéril.

Se mezcl6 durante 2 minutos y, luego, el vaso de precipitado se retird de la placa para

permitir que se enfriara por 2 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, el vaso de precipitados se colocd en la incubadora por 5 minutos para

estabilizar la temperatura a 80 °C (~ 5 min).

De los cultivos semilla de las cepas preparados anteriormente, se tomaron 500 uL de
suspension celular, las cuales se ubicaron en tubos de ensayo de vidrio de borosilicato
(18x150mm Fisherbrand) para realizar el bafio de agua a 80 °C (P5 bafio de agua con
recirculacién Thermo Haake DC 10).

Para preparar la “capa blanda” de gel, se agregaron 4,5 mL de solucion 2XGR / 2XTS a
cada uno de los tubos de ensayo que contenian los 500 mL de suspension celular. Esto se

realizo cerca de una llama de mechero.

Todo el contenido (5 mL) se vertid a cada caja de Petri, girando suavemente para

distribuir uniformemente la “capa blanda” y cubriendo de inmediato.

Se dio paso a la solidificacion de la “capa blanda” durante aproximadamente 30 minutos

a temperatura ambiente.

Después de que la “capa blanda” se solidificg, se rotularon las cajas de Petri en su base y

se marcaron las siguientes ubicaciones: TritonX-100, cepas virus a detectar y H>0.

Se agreg6 1 pL de TritonX-100 sobre la “capa blanda” en el area marcada (control

positivo).
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Se incorpord 1 pL de sobrenadante viral sobre la “capa blanda” en el area marcada.

m. Se agregd 1 pL de H20 sobre la “capa blanda” en el area marcada (control negativo).

n.

3.3.2

Finalmente, se dejaron precalentar las cajas de Petri en la incubadora a 80 °C durante 2

minutos para absorber las sustancias colocadas anteriormente.

Después de los 2 minutos, se invirtieron las cajas de Petri y se colocaron en una caja

plastica con una toallita humeda.

Inmediatamente, el recipiente con las cajas se ubicé en la incubadora a 80 °C.

Titulacion por virus: unidades formadoras de halos (conteo de virus)

Para este ensayo se realizaron los mismos pasos mencionados en el literal a al f del numeral

3.3.1. De los virus SSV8 obtenidos, se tom6 1 mL de solucion de cada una de las 24 horas post

infeccion (HPI) y se realizaron diluciones 10" a 10 en medio TS.

a.

Para preparar la “capa blanda” de gel, se agregaron 4,5 mL de solucion 2XGR / 2XTS a
cada uno de los tubos de ensayo que contenian los 500 pL de suspension celular, cerca de

una llama de mechero. Se prepard uno por cada dilucion.

Luego, se agregaron 100 pL de cada dilucion de SSV8 a los 500 pL de suspension
celular colocados en tubos de ensayo de vidrio de borosilicato (18x150mm Fisherbrand)
y se llevaron a bafio de agua a 80 °C (P5 Bafio de agua con recirculacion Thermo Haake
DC 10) por 15 minutos.

Posteriormente, se vertié todo el contenido (5,1 mL) de cada tubo de ensayo en cada caja
de Petri (Petri Dish Carolina Biological Supply 25X150), girando suavemente para

distribuir uniformemente la “capa blanda” y cubriendo de inmediato.

Lo anterior, dado paso a la solidificacion de la “capa blanda” durante aproximadamente

30 minutos a temperatura ambiente.

Después de que la “capa blanda” se solidific0, se rotularon las cajas de Petri en su base de
acuerdo con el tipo de disolucion del virus SSV8 (10 a 10°) usada en cada una, y luego
se ubicaron en una incubadora a 80 °C. Cada muestra se trabaj6 por triplicado.
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f. Las placas empezaron a aparecer después de 24 horas, pero se hicieron mas visibles
después de 48 horas de incubacion. Se contaron las Unidades Formadoras de Halos
(HFU, por sus siglas en inglés) y la titulacion (conteo) de la suspension original de virus
aislado (HFU/mI) se calculé de la siguiente manera:

Titulacién de virus = halos observados / volumen de solucidn viral afiadido * factor de

dilucion.
3.4 Determinacion de las curvas de crecimiento

Después de tener el cultivo semilla descrito en el apartado 3.2.1 y cuando la densidad dptica
ODeoo alcanz6 un valor entre 0,4 y 0,6, se escalé6 a mayor volumen en un matraz de vidrio
borosilicatado de 1000 mL (Kimax-Kimble N. 25630), se tom6 1 mL del cultivo semilla para
inocularlo a 300 mL del medio cultivo 1XTS (Tripton-Sacarosa), y se precalentd por 45 minutos
a 76 °C. Este procedimiento se llevé a cabo por triplicado. Los matraces se sellaron parcialmente

con papel metélico para evitar la evaporacion y se continué con la incubacion a 76 °C y 120 rpm.

La densidad oOptica ODeoo Se tomd con BioPhotometer Plus Eppendorf cada 4 horas en cada
réplica y los datos se consignaron en formato Excel para su posterior procesamiento. Para el
procesamiento de estos datos se utiliz el software R Tidyverse y las visualizaciones se
realizaron con el paquete Ggplot2 (Wickham et al., 2019). El area bajo la curva (AUC, por sus
siglas en inglés) se calculé mediante aproximaciones de suma de Riemann (Ceballos et al., 2020)
con el paquete DescTools (Andri., et al. 2021). El porcentaje de inhibicién se calculd de acuerdo
con Ceballos et al. (2020). Asimismo, las barras de error en los gréficos de la curva de

crecimiento con AUC representaron los intervalos de confianza del 95 %.

Finalmente, la diferencia entre las muestras infectadas y no infectadas en las concentraciones de
proteinas de choque térmico se calcularon con una prueba t de dos muestras de Welch. Los

coeficientes de correlacién se calcularon en R.



63

3.5  Ensayos al estrés por choque térmico

Después de tener el cultivo semilla descrito en el apartado 3.2.1 y cuando la densidad dptica
ODeoo alcanz6 un valor entre 0,4 y 0,6, se escal6 a mayor volumen en un matraz de vidrio
borosilicatado de 1000 mL (Kimax-Kimble N. 25630), se tom6 1 mL del cultivo semilla, se
inocul6 a 300 mL del medio cultivo 1XTS (Tripton-Sacarosa), y se precalenté por 45 minutos a
76 °C y 120 rpm en incubadora con agitacion (IST-4075 Lab Companion JeioTech). Este
procedimiento se llevo a cabo por triplicado.

Cuando la densidad optica ODeoo de los cultivos escalados en los matraces de 1000 mL estuvo
entre 0,4 y 0,6 se procedi6 a distribuir todos los medios en dos matraces para hacer homogéneo
todo el cultivo con el mismo ODsgo = ~ 0,4. Posteriormente, el medio se distribuy6 ~ en tubos de
ensayo de vidrio de borosilicato (20x300mm Fisherbrand) en volumen de 30 mL. Este
procedimiento se llevo a cabo en campo estéril cerca a flama constante. Los tubos de ensayo se
retornaron a la incubadora con agitacion (IST-4075 Lab Companion JeioTech) a 76 °C y a 120
rpm por 30 minutos para volver a estabilizar previo al ensayo de choque térmico.

Durante el tiempo de estabilizacion de los tubos de ensayo, se procedio a programar el bafio de
agua con variacion de temperatura “Waterbath” IsoTemp 210 Thermo Fisher a 80 °C. Cuando se
alcanz6 esta temperatura, se trasladaron tres tubos de ensayo directamente al bafio de agua y, de
acuerdo con el tiempo asignado (Tabla 2) para el choque térmico, se retiraron y el contenido del
medio se transvasod inmediatamente a un tubo falcon de polipropileno de 50 mL (Fisherbrand
Ref. 05-539-8, Fisher Scientific) y se ubicé en una cubeta de hielo hasta iniciar el proceso de

centrifugacion.
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Volumen | Temperatura | Tiempo del choque Referencia
por tubo | Tratamiento de térmico(°C)
choque térmico
(mL) (°C)
50 76 15 30 60 | (Kagawa et al., 1995; Trent et al., 2003; Yaoi et al.,
1998).
50 80 15 30 60 |(Chaston et al., 2016; Macario y Macario, 1994;
Kagawa et al., 1995; Lemmens et al., 2018; Trent et
al., 2003).
50 85 15 30 60 | (Macario y Macario, 1994; Kagawa et al., 1995;
Trent et al., 2003; Yaoi et al., 1998).
50 90 15 30 60 | (Macario y Macario, 1994; Kagawa et al., 1995;
Trent et al., 2003; Yaoi et al., 1998).

Tabla 2. Tratamiento de choque térmico. En todos los experimentos, incluyendo la infeccién por
SSV8, la temperatura del cultivo de control se establecié en 76 °C. La temperatura de los choques
térmicos se estandarizé de acuerdo con lo reportado en la literatura, al igual que los tiempos minimos y
maximos para la duracion del estrés.

3.6 Ensayos al estrés por infeccidn con virus SSV8

El cultivo semilla inicié en medio del cultivo 1XTS (Tripton-Sacarosa), y el escalamiento a
mayor volumen de 300 mL de igual medio en matraces de 1000 mL de acuerdo con lo descrito
en el apartado 3.2.1. Cuando la densidad 6ptica ODeoo alcanzo un valor de ~ 0,15 en cada matraz
de 1000 mL, se procedi6 a mezclar el contenido de los tres matraces en un solo recipiente y se
llevo de nuevo a la incubadora con agitacion (IST-4075 Lab Companion JeioTech) a 76 °C y 120

rpm para estabilizarse y unificar la densidad Optica por 45 minutos.

El cultivo unificado se distribuyé a volumen de 100 mL en 16 matraces de 250 mL, en ambiente
estéril a flama constante (Tabla 3). Cada matraz se inocul6 con 20 pL de solucién del virus
SSV8 con una concentracion de 5,44 x 10’ PFU/MI, y se colocaron en la incubadora a 76 °C y

120 rpm, tal como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Cultivos de Sulfolobus solfataricus P2 infectados con SSV8. Los matraces se cubrieron con
una barrera plastica para disminuir la evaporacién. La toma de la densidad Optica se realiz6 a intervalos
de 3 minutos de reposo para disminuir el impacto por apertura de la incubadora. Para mantener el nivel de
medio del cultivo en 100 mL, se repuso el volumen tomado para la medicién del ODggo con igual cantidad
de medio estéril no infectado tanto para las muestras control como para los matraces infectados (matraz
cinta naranja en la imagen).

Temperatura| Volumen por Volumen por Volumen de Tiempo post infeccion
del cultivo matraz, matraz solucién SSV8 (horas)
(°C) control no a infectar (uL)
infectado (mL)
(mL)
100 100 24 48 72 96
76 °C 100 100 20 24 48 72 96
100 100 24 48 72 96
100 100 24 48 72 96

Tabla 3. Tratamientos de infeccion de Sulfolobus solfataricus P2 por SSV8. La inoculacién con SSV8
se agreg6 a 100 mL en cada matraz en un lapso de un minuto en area con flama cerca a la boca del matraz
para evitar potenciales contaminaciones. La densidad 6ptica ODsqo Se calcul6 cada 4 horas en cada uno de
los matraces de los cultivos de control e infectados, y los datos fueron consignados en formato Excel para
Su posterior procesamiento.
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Cada 24 horas se retir6 un matraz con cultivo de control y un matraz con cultivo infectado, y el
contenido del medio se transvasé inmediatamente a tubos falcon de polipropileno de 50 mL
(Fisherbrand Ref. 05-539-8, Fisher Scientific) y se pusieron en una cubeta de hielo hasta iniciar
el proceso de centrifugacion. Los otros 50 mL de cultivo se centrifugaron a 3800 rpm, se
conservo sobrenadante y el pellet se resuspendid con 1,5 mL RNAlater™ (Stabilization Solution
Thermofisher), el cual se colocé a temperatura de 4 °C hasta su uso para el trabajo de extraccion

de RNA. Este proceso se realizo6 por triplicado en experimentos independientes.
3.7  Extraccion de proteinas

Para cada uno de los diferentes experimentos, como se explicd anteriormente, se trabajé con un
volumen especifico: 50 mL para choque térmico y 50 mL para infeccion de Sulfolobus
solfataricus P2 S437 con el virus SSV8. De esa manera, se procedio a realizar la extraccion de

proteinas llevando a cabo los siguientes pasos:
3.7.1 Centrifugacion

Los tubos falcon de polipropileno de 50 mL (Fisherbrand Ref. 05-539-8, Fisher Scientific) se
centrifugaron a 3800 rpm (Centrifuga Sorvall RT600D con rotor de angulo) por 30 minutos con
una temperatura de 4 °C. Se descarté el sobrenadante para el experimento del choque térmico y
se conservd el sobrenadante en experimento de infeccién por virus. Por otra parte, el pellet o
masa de células se coloco en una cubeta de hielo por dos horas y, posteriormente, se resuspendid

en 6 mL de 50 mM de HCI-Tris y se guardd a 4 °C hasta su uso.
3.7.2  Suspension vy lisis celular

El sedimento resuspendido en solucion obtenido se mantuvo en una cubeta con gel frio, se
agregaron 25pL de cocktail inhibidor de proteasa (Sigma Aldrich P2714) para prevenir la
degradacion de las proteinas después de la lisis. El contenido de células en resuspensién se
sometio a sonicacion (Sonicator Ultrasonic FS-300N) en frio y en intervalos de 45 segundos de
sonicacion por 45 segundos de reposos en frio a una intensidad de 70 %. Esto se repitié ocho
veces para un total de 6 minutos de sonicacién directa. Posteriormente, la solucion obtenida con
un volumen de 6 mL se sometid a centrifugacion a 3800 rpm por 20 minutos, se descarté el

sedimento y se rescato el sobrenadante.
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3.7.3 Concentracion del lisado

El lisado se concentrd con un tubo-filtro para centrifugacion de capacidad en volumen de 4 mL
(Amicon® Ultra-4Ultracel 30.000 NMW). Se llené a esta capacidad y se centrifug6 a 3600 rpm
por 20 minutos a 4 °C de acuerdo con indicaciones del fabricante para la capacidad del tubo. El

proceso se repitio hasta obtener 1,5 mL de lisado filtrado.

La solucion concentrada se vertio en tubos de polipropileno para microcentrifugacion de 1,5 mL
de volumen (National Scientific VWR 20172-698), se rotuld y se puso a temperatura de -20 °C.

3.7.4 Purificacidn de proteinas de choque térmico por tratamiento de calor

El tubo que contenia la solucion de lisado concentrada se colocé a bafio de agua (P5 bafio de
agua con recirculacion Thermo Haake DC 10) a 92 °C por 30 minutos, dando como resultado la
desnaturalizacion y precipitacion de la mayoria de las proteinas no termoestables (Olichon et al.,
2007). Al finalizar este proceso, el tubo pasé a centrifugacion (Centrifuge MiniSpin 14500
rpm/mL 022620100 Eppendorf) a 14000 rpm por 4 minutos. Por ultimo, se recogid
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta Eppendorf de 200 pL y punta esterilizada de

igual volumen y se colocé en un nuevo tubo de polipropileno de 1,5 mL hasta su nuevo uso.
3.7.5 Ensayo de Bradford

Por medio de este ensayo de proteinas se propuso hacer reaccionar la proteina de interés con el
reactivo de Bradford y se midi6 la absorbancia. Esta se pudo hallar con una ecuacion de
regresion lineal obtenida de una curva de calibracion que se formo con un estandar proteico de

albumina de suero bovino (BSA).
3.7.5.1 Preparacion de reactivo de Bradford.

Se pesaron 50 mg de colorante Coomassie Blue G-250 y se agregaron a 25 mL de etanol al 95 %.
Posteriormente, se afiadieron 50 mL de &cido fosfdrico al 85 %, se mezclo la solucion hasta que
el tinte azul se disolviera por completo, y luego se filtré la solucidn a través de un sistema con
bomba de vacio y un sistema de filtro de 0,45 um (Nalgene™ Thermo Fisher). El reactivo

obtenido se colocd a 4 °C hasta su nuevo uso.
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3.7.5.2 Preparacion de la proteina estandar.

Se prepard una muestra stock de BSA de concentracion 1mg/mL y se hicieron seis diluciones, tal

como se expone en la Tabla 4.

Muestras BSA 1 2 3 4 5 6 7
Cantidad BSA (ug) 0 20 40 60 80 100 200
Volumen stock BSA 1mg/mL(puL) | O 20 40 60 80 100 200
Reactivo Bradford (pL) 950 980 960 940 920 900 800
Volumen final (pL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Tabla 4. Diluciones para la curva patrén de proteina con BSA.

Las mezclas se depositaron en cubetas separadas y cubiertas con Parafilm® M y se mezclaron
invirtiéndolas suavemente. Las cubetas se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Por otro lado, se procedié a medir la absorbancia de cada cubeta a 595 nm. De los lisados
obtenidos tanto antes como después del tratamiento de calor, se tomaron 50pl en una cubeta y se
agregaron a 950 pL de reactivo Bradford, y se midié la absorbancia de cada cubeta a 595 nm.
Los datos obtenidos se consignaron en un archivo de Excel.

3.8  Deteccidn de proteinas
3.8.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

En esta técnica, la mezcla de proteinas hizo una migracion en un campo eléctrico a traves de los
poros de una matriz en gel de poliacrilamida. Todas las proteinas se desnaturalizaron por la
accion del B-mercaptoetanol que rompe los enlaces disulfuro, permitiendo que las proteinas
adquirieran una estructura lineal. Luego, por la accion del sodium dodecyl sulfate (SDS), todas
las proteinas de las muestras adquirieron carga negativa migrando asi hacia el polo positivo del

dispositivo.

De esta manera, las proteinas quedaron separadas en el gel en funcién de sus pesos moleculares;
por lo tanto, las proteinas de menor peso molecular, en comparacion con las de mayor peso,
pasaron con mayor facilidad a través de la membrana de tal manera que las proteinas de menor

peso molecular pasaron con mas facilidad a través de los poros de la membrana.
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3.8.2 Preparacion del gel

El gel de poliacrilamida se prepard como se indica en la Tabla 5, instalado con el sistema vertical
de Biorad Mini-Protean — Tetra Cell (sistema vertical de 8,3x7,4 cm y un grosor de 0,75 mm, 1,0
mm, y 1,5 mm). Cada gel se compuso de un gel concentrador (superior) de aproximadamente 2
cm de longitud que contiene las casillas de carga para las muestras, y un gel separador (inferior)

de aproximadamente 6 cm.

Las soluciones y geles utilizados se prepararon con las siguientes cantidades de reactivos (Tablas
6-10):

Gel separador

Reactivo Volumen (mL)*
Tris 1,5 M; pH 8,8 2.6
SDS al 10 % (Dodecil sulfato de sodio) 104 (pL)
Acrilamida al 30 % 5
75 % Sacarosa 1.3
H>O destilada 0.890
Persulfato de amonio (APS) al 5 % 100(L)
Temed (Preparado Comercial Sigma Aldrich) 6 (uL)
Volumen total (mL) 10 mL

Tabla 5. Cantidades para preparacion de gel separador en SDP-PAGE.

Gel concentrador

Reactivo Volumen (mL)*
Tris 0,5 M; pH 6,8 1.25
Acrilamida al 30 % 0.750
H>O destilada 3
Persulfato de amonio (APS) al 5 % 50 (pL)
Temed (Preparado Comercial Sigma Aldrich) 12 (uL)

Tabla 6. Cantidades para preparacion de gel concentrador en SDS-PAGE. * (Valores indicados para
dos geles).

Solucién tampdn para las muestras

Reactivo Volumen (mL)
Tris HCI 0,5M; pH 6,8 2.5 ml
Glicerol 0.1ml
SDS al 10 % (Dodecil sulfato de sodio) 1ml
Azul de Bromofenol, 1 % 0.100 ml
2-mercaptoetanol 0.005 ml
H0 destilada 6.20 ml
(Hasta completar volumen a 10 ml)

Tabla 7. Cantidades usadas para las soluciones tampdn de las muestras para SDS-PAGE.
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Tampon de electroforesis 10X Tris-Glicina pH 8,3 (1L)

Reactivo Cantidad
Tris base 30¢g
Glicina 1449
SDS al 10 % (Dodecil sulfato de sodio) 10g

H,O destilada

800 mL — Luego hasta completar 1000mL

HCI

Ajustar pH a 8,3

Se diluyo a 1X para su uso en el ranque de electroforesis

Tabla 8. Cantidades usadas para la preparacién de la solucion del contenedor externo para
electroforesis.

Solucién de tincion azul de Coomassie (1 L)

Reactivo Cantidad
Azul de Coomassie R-250 19
Acido acético 100 ml
Metanol 400 ml
H>0O destilada Hasta completar volumen a 1000 mL

Tabla 9. Cantidades de reactivos usados para la preparacion de la solucién azul de Coomassie para
la tincidn de los geles.

Solucion decolorante de geles (1L)

Acido acético 100 ml
Metanol 400 ml
Agua destilada Hasta completar volumen a 1000mL

Tabla 10. Cantidades usadas para la preparacién de la solucién decolorante de geles post-
electroforesis.

3.8.3 Preparacion de las muestras

Se tomaron muestras de entre 500 pL a 1000 uL de los tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, los
cuales contenian los lisados purificados con el tratamiento de calor a 92 °C durante 30 minutos.
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Figura 17. Sedimentos de proteinas. El procedimiento se considera libre de impurezas cuando el pellet
es uniforme tanto en color blanco y contextura, y no se observan otros componentes que no cumplan el
patron general observado.

Posteriormente, se agregd &cido tricloroacético (TCA) C>HCI3O. para agrupar las proteinas
presentes. Estas se agitaron por 3 segundos en un agitador (Vértex BR-2000 Biorad) y luego
pasaron a microcentrifugacion (MiniSpin Eppendorf) a 14000 rpm por 5 minutos. Con
micropipeta de 200 pL se retird cuidadosamente el sobrenadante. Al pellet conseguido se le
realizé un lavado con 200 pL acetona fria para retirar los restos posibles de TCA y se centrifugd
14 000 rpm por 3 minutos (Figura 17). Al finalizar este proceso, se retird la acetona con
micropipeta de 200uL de manera cuidadosa y sin alterar el pellet, se dejo secar y evaporar a

temperatura ambiente para eliminar restos de acetona presentes.

A las muestras se les agregé 30uL de urea de concentracion 8 M para y 10 pL de solucion
tampon para muestras 1:3. Finalmente, las muestras se sometieron al P5 (bafio de agua con
recirculacion Thermo Haake DC 10) durante 10 minutos y se centrifugaron a 600 g antes de

cargarlas al gel.
3.8.4 Electroforesis

En el carril uno se cargd 2,5 pL de proteina patrén (Thermo Scientific™ Page Ruler™ Plus
Prestained Protein Ladder 10-250kDa). Los demas carriles 2 al 10, se cargaron 20 puL de muestra
por cada carril en el gel segin la distribucién en cada experimento de choque térmico y de
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infeccion viral por SSV8. Los geles se sometieron a 200V, 150 mA por 45-60 minutos con

solucion tampdn de electroforesis 1X Tris-Glicina pH 8,3.
3.8.5 Visualizacion de bandas

Después de que finalizo el proceso de electroforesis, se retiraron los geles del sistema Bio-Rad,
evitando que estos se rompieran. Los geles se ubicaron en una caja plastica que contiene azul de
Coomassie (ver Tabla 9) por 2 minutos en agitacion leve en plataforma de movimiento
horizontal (Ultra Rocker-Rocking Platform Bio-Rad). De manera inmediata, el gel se sumergio

en solucién decolorante por toda la noche o por 6 horas (Tabla 10).

Al pasar el tiempo sefialado, la solucién decolorante se retird de la caja y el gel se ubicé en una
tabla de superficie blanca. Posteriormente, se hizo una inspeccion visual preliminar que permitio
observar las bandas del patrén proteico y de las bandas a analizar. Luego, el gel se someti6 a las
tomas fotogréaficas para identificar las respectivas bandas y su respectivo peso molecular con una
curva patron e identificacion en los valores suministrados por el fabricante de la proteina patron,

tal como como visualiza en la Figura 18.
kDa

~250

~130

~100
~70
~55

~35
~25

~15

~10

Gel Blot

Figura 18. Patrén de corrimiento de proteinas en gel para SDS-PAGE. Las bandas se distribuyeron
entre 10 y 250 kDa de peso molecular estandarizado. Esto se obtuvo a través del productor Fisher
Company (PageRuler™ Plus Prestained 10-250 kDa Protein Ladder).
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3.8.6 Andlisis de geles por ImageJ

Los geles se convirtieron a 8 bits y se analizaron por medio del programa gratuito ImageJ,
version 1.53i. Cada imagen del gel se estandariz6 en 1,016 x 607 pixeles equivalentes a 0,1111
pixel/um, y se guardo en formato TIFF, el cual contiene la mayor cantidad de informacion de la
imagen original (Villela et al., 2020). Por otra parte, los ajustes de brillo y contraste de cada
imagen se realizaron utilizando la funcion automatica del programa ImageJ, el cual sobresatura

los pixeles fuera de un rango de escala de grises seleccionado automaticamente.

De acuerdo con el peso molecular expresado en kDa en cada gel, se ubico el area de interés entre
las bandas 70 y 55 kDa, y con la herramienta de seleccion rectangular se deline6 la fila
correspondiente a los carriles horizontales de izquierda a derecha. En ese orden de ideas, el

procedimiento de analisis fue el siguiente:

a. Dentro del software de Imagel, se seleccionaron las ventanas “Analizar”, “Geles”,
“Seleccionar el area rectangular de izquierda a derecha del primer carril”, hasta que

mostrara “Carril 1 seleccionado” en la barra de estado.

b. Luego, en “Analizar’, “Geles”, “Trazar carriles para generar los trazados de perfil de
cada carril”, los picos mas altos del perfil representaron a las bandas mas oscuras y los
picos mas anchos representaron a las bandas que cubren un rango de tamafio mas amplio

en el gel original.

c. Con la herramienta de seleccion de linea recta se trazaron lineas perpendiculares de caida,
de tal manera que cada pico correspondiente a cada linea en el gel quedara definido en un
area cerrada. Esto ultimo, debido a que en el gel real siempre se encuentran “sefiales de
fondo” o manchas que no llegan al blanco total. Por esto, los picos no llegan hasta la

linea de base del gréfico del perfil.

d. Para cada pico se midio el tamafio de cada area delimitada anteriormente, haciendo clic

en el interior del area con la herramienta de varita.

e. De inmediato, se volvio a “Analizar”, “Geles”, “Etiquetar picos”, para etiquetar cada pico
con su tamafio a nivel de area y asignar el porcentaje del tamafio total de los picos

medidos.
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f. Finalmente, los valores generados se fueron consignando automaticamente en la ventana
“Resultados” generada automaticamente por Imagel. Estos datos se grabaron para

posteriormente analizarlos en Excel.

Con los datos en la hoja de calculo de Excel, se calculé la densidad relativa de los picos. Estos
valores calculados por ImageJ son esencialmente nimeros relativos a la densidad de las areas
seleccionadas. El procedimiento seguido fue expresar la densidad de las bandas seleccionadas en
relacion con la banda correspondiente a la de 76 °C-Control en el caso de estrés por choque

térmico y en el de control a las 24, 48, 72 'y 96 horas a 76 °C para la infeccion viral por SSV8.
3.9  Expresion de RNA para HSPa y HSPB
3.9.1 Aislamiento de RNA

a. El pellet resuspendido en RNAlater solution se centrifugd a 8000 rpm en tubo de
centrifugacion de 1,5 mL por 3 minutos, obteniendo asi nuevo pellet como se observa en

la Figura 19.

Figura 19. Resuspension del sedimento de células de Sulfolobus solfataricus P2. Después del evento
de estrés a las células estas son conservadas en una solucion que preserva el RNA por periodos de tiempo
de acuerdo con la temperatura, en este caso a 4 °C, conservaba la muestra hasta por tres meses segln
condiciones del fabricante.

Después de los ensayos de infeccion con SSV8, las células sulfolobales estuvieron en medio de

conservacién a 4 °C.
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Se realizo la extraccion del mRNA con el RNeasy Plus Universal Mini Kit, siguiendo las
recomendaciones e instrucciones del fabricante. Su posterior presencia se evaluo al afiadir

Qiazol, tal como se evidencia en la Figura 20.

A B

Figura 20. Visualizacion del RNA. Se afiadi6 la solucion de Qiazol (A) vy, al separarse las fases, el RNA
se hizo visible en la fase de arriba (B).

C.

Luego de extraer el RNA, se utilizo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) para
cuantificar el RNA (ng/pL) y medir los Azeo:Azs0 para determinar la pureza de las

muestras.
Con un gel de agarosa se determino el estado del RNA.

Posteriormente, se llevd a cabo el tratamiento para eliminar el DNA genomico en la
muestra usando el Invitrogen's DNA-free Kit (Life Technologies, Grand Island, NY)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Luego del tratamiento con DNasa, se realiz prueba de PCR normal para establecer si el

tratamiento de DNAasa fue exitoso.

El PCR se llev6 a cabo en una reaccion de 25 pL usando 0,5 puL del RNA extraido y

tratado con la DNasa.

El PCR contenia: 1X DreamTaq™ PCR Master Mix (10X DreamTaq™ Buffer, 2 uM
dNTP Mix y 1,25 U DreamTaq™ Polymerase), 2 ul de cada primer y PCR primer (10

uM).
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i. Las condiciones del PCR fueron: 2 minutos a 95 °C, seguidos por 30 ciclos de 95 °C por
20 segundos, 55 °C por 15 segundos, y 72 °C por 5 minutos, seguido de 72 °C por 10

minutos.

j. Para ver el resultado, se tom0 5 pL del PCR producto y se visualizé en un gel de 1,5 %

agarosa con 1X SYBR Safe, la cual se corrié a 100 voltios por 25 minutos.

k. Las muestras se volvieron a medir en el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) para
cuantificar el RNA (ng/uL). Se hicieron los calculos pertinentes para tomar el volumen
equivalente a 1 ug (microgramo) de cada muestra y someterla a sintesis de cDNA (cDNA
synthesis reaction). Para sintetizar el cDNA se utilizé el iScript™ Advanced cDNA

Synthesis Kit, usando 1 ug de RNA purificado.

I. Para cuantificar genes por qPCR se uso el método absolute quantification, empleando
estandares (concentraciones conocidas) para determinar el nimero de copias del gen de

interés, donde se establecieron regiones mas amplias a la region los cebadores de gPCR.

m. Para generar los estdndares, se hizo PCR usando DNA gendmico de Sulfolobus
solfataricus P2. Las condiciones del PCR fueron: 2 minutos a 95 °C, seguidos por 30
ciclos de 95 °C por 20 segundos, 55 °C por 15 segundos, y 72 °C por 5 minutos, seguidos
por 72 °C por 10 minutos. Para ver el resultado, se tom6 5 pL del PCR producto y se
visualiz6 en un gel de 1,5 % agarosa con 1X SYBR Safe, la cual se corri6 a 100 voltios

por 25 minutos.

n. Posteriormente, los productos positivos se purificaron con el QIAquick PCR Purification
Kit, y se cuantificaron (ng/puL) con el NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™). Para
convertir las concentraciones (en ng) que proporciona el NanoDrop, un nimero de

moléculas de DNA, se uso la siguiente formula:

NUmero de copias (moléculas)= X ng * 6.0221 x 102 moléculas /mole / (N*660 g/mole)*1 x
10° ng/g.

X: cantidad de amplicon ng; N: distancia de dsDNA del amplicén: 660g/mole: promedio de masa
de 1par de bases de dsDNA).
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0. A los productos purificados se les realizd diluciones seriadas (1/10) para lograr la curva

de calibracion (de los estandares). Se realizaron diluciones asi: 108 a 10* copies/ul.
p. Paralos qPCR se utilizd 100 ng de cada cDNA en cada reaccion.
El disefio de los primers o cebadores se llevo a cabo aplicando el siguiente proceso:

El gen Thermosoma alpha (thsA), que codifica la subunidad alfa del factor termofilico 55 (TF55)
en Sulfolobus solfataricus P2, se evidencia en la Figura 21. Las regiones a las que se dirigen los

cebadores se encuentran sefialadas en diferentes colores, asi:

ATGGCAGCTCCAGTCTTATTGCTTAAAGAGGGAACAAGCAGAACTACTGGAAGAGATGCGCTAAGGA
ATAATATACTTGCTGCGAAGACATTAGCTGAAATGTTAAGGAGTAGTITAGGTCCTAAAGGTCTTGAT
AAAATGCTAATTGATAGCTICGGTGACGTAACCATAACTAATGATGGTGCTACAATAGTAAAGGATAT
GGAGATTCAGCATCCAGCTGCGAAATTATTAGTAGAAGCAGCTAAAGCTCAAGATGCTGAAGTAGGT
GATGGTACTACAAGTGCTGTAGTATTIGGCTGGTGCTCTATTAGAGAAGGCTGAAAGTTTATTGGATCA
AAATATACATCCTACAATAATTATTGAGGGGTATAAGAAGGCATACAACAAGGCCTTAGAGTTACTIC
CGCAGTTAGGAACTAGAATTGATATAAAGGATTTGAATTICTICAGTAGCTAGAGATACTCTAAGAAAG
ATAGCATTTACTACTITAGCAAGTAAGTITATTGCAGAAGGTGCTGAATTAAATAAAATAATTGACAT
GGTAATAGATGCAATAGTTAATGTAGCAGAACCTITACCTAATGGTGGATATAATGTGAGTTITAGACT
TAATAAAGATAGATAAGAAGAAAGGOGGAAGTATAGAGGATAGTGTACTAGTTAAAGGACTAGTGTT
AGATAAGGAGGTAGTACATCCTGGAATGCCTAGAAGAGTCACCAAGGCTAAGATAGCTGTTTIGGAT
GCAGCATTAGAGGTAGAGAAGCCTGAAATTTCAGCCAAGATAAGCATCACATCACCTGAGCAAATT
AAGGCTTICTTGGATGAGGAGTCTAAATACCTTAAGGATATGGTTGATAAGTTAGCATCAATAGGTGC
TAATGTIGTAATATGCCAGAAGGGTATTGATGATATAGCACAGCATTTICTTAGCCAAGAAAGGGATAT
TGGCTGTAAGAAGAGTTAAGAGGAGCGATATAGAAAAATTAGAGAAGGCATTAGGTGCAAGAATAAT
AAGTAGCATTAAAGATGCTACTCCCGAAGACTTAGGATATGCTGAATTAGTTGAGGAAAGGAGAGTIG
GGAACGATAAAATGGTATTITATAGAGGGTGCTAAGAACTTGAAAGCTGTGAATATCTTGTTAAGAGGT
TCAAATGATATGGCATTAGATGAGGCTGAGAGGAGTATAAATGATGCATTIGCATGCICTAAGGAACAT
ATTATTAGAGCCAGTAATATTACCAGGCGGTGGTGCTATCGAGTTAGAGTTAGCGATGAAATTAAGAG
AGTATGCTAGAAGTGTGGGAGGTAAGCGAGCAATTAGCTATAGAAGCATTTGCAGACCCATTAGAGE
AGATACCTITAATTTTAGCTGAAACTGCAGGGCTAGAGGCTATATCTTICATIGATGGACTTAAGAGCT
AGGCACGCTAAGGGCTIGAGTAATACTGGTGTAGATGTCATAGGCGGGAAGATTGTAGATGATGTA
TATGCGTTAAACATTATCGAGCCTATTAGAGTAAAGTCTCAAGTGTTAAAGAGTGCTACAGAGGCAGC
CACAGCAATATTAAAGATTGATGATCTAATAGCGGCTGCCOCACTAAAGAGTGAGAAGAAAGGAGGA
GAAGGAAGTAAAGAAGAAAGTGGTGGAGAGGGAGGATCTACTCCATCTITAGGAGACTAA

Figura 21. Gen Thermosoma alpha (thsA). Secuencia AE006641.1 cds AAK41152.1 1 Chaperonina
subunidad Alfa tomada del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés). El color verde corresponde al cebador “Forward” externo, el color rojo al cebador “Reverse”
externo, el color azul al cebador qPCR “Forward”, y el color amarillo al cebador “Reverse” qPCR.
[locus_tag=SS00862]. Location=complement (736622.738301)].
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Por otra parte, el gen Thermosoma beta (thsB), que codifica la subunidad beta del Termosoma
factor termofilico 55 (TF55) en Sulfolobus solfataricus P2, se expone en la Figura 22. Las

regiones a las que se dirigen los cebadores se encuentran sefialadas en diferentes colores, asi:

GTGCGTAAAATGGCAACAGCTACAGTTIGCAACTACACCCGAAGGTATACCTGTAATTATTITTAAAAGA
AGGATCAAGTAGAACATATGGAAAAGAGGCTITAAGGGCTAATATIGCTGCAGTGAAGGCAATTGAA
GAGGCGCTGAAAAGTACATATGGTCCACGUGGAATGGATAAGATGCTIGTTGATAGCTTAGGAGATAT
TACAATAACAAATGATGGAGCAACTATICTIGATAAAATGGATTITACAACACCCAACGGGTAAACTIT
TAGTTCAGATAGCTAAGGGACAAGACGAGGAAACAGCTGATGGTACTAAAACTGCTGTAATTCTAGCT
GGAGAATTAGCTAAAAAGGCAGAAGATCTCTTATATAAGGAGATTICATCCCACAATAATTGTTAGTGG
ATATAAGAAGGCAGAAGAAATTGCGCTAAAGACTATCCAAGAGATAGCACAACCAGTCACTATAAAT
GACACTGATGTACTTAGGAAAGTGGCACTCACATCATTAGGCAGCAAAGCGGTAGCAGGTGCCCGAG
AGTATTTAGCTGACCTIGTAGTTAAAGCAGTAGCGCAAGTAGCTGAATTAAGGGGTGATAAGTGGTAC
GTTGATCTAGATAATGTACAAATAGTTAAGAAACATGGTGGTAGTGTTAATGATACTCAATTAGTATA
TGGTATAGTAGTAGATAAGGAAGTTGTACATCCTGGTATGCCAAAGAGGATCGAAAACGCTAAGATA
GCACTTTTAGACGCTICATTAGAAGTTGAGAAACCAGAATTAGATGCGGAGATAAGGATTAACGATCC
AACACAAATGCACAAATTCTTAGAAGAAGAAGAAAATATACTGAAAGAAAAGGTAGATAAGATIGE
AGCTACTGGTGCTAACGTTGTAATATGTCAGAAAGGTATTGATGAAGTTGCACAACACTATCTAGCT
AAGAAAGGTATACTAGCAGTTAGAAGAGCTAAGAAGAGCGATTTAGAAAAATTAGCCAGAGCTACTG
GAGGAAGAGTTATATCAAATATTGACGAATTGACTTCGCAAGACCTAGGCTACGCTGCATTAGTAGAG
GAGAGAAAAGTAGGAGAGGATAAGATGGTTITICGTAGAAGGTGCAAAGAATCCAAAATCCGTTAGCA
TACTAATAAGAGGCGGATTGGAAAGAGTAGTIGATGAAACGGAAAGAGCTCTGAGGGATGCTITAGG
TACTGTAGCTGATGTAATAAGAGATGGTAGAGCTGTAGCTGGTGGTGGAGCTGTAGAGATAGAGATA
GCTAAGAGATIGAGGAAGTATGCTCCTCAAGTTGGTGGTAAAGAGCAATTAGCTATIGAAGCCTATGC
TAACGCAATTGAGGGTCTTATAATGATATTAGCTGAAAATGCAGGATTAGACCCTATAGACAAATTGA
TGCAATTAAGAAGTCTICATGAGAATGAGACTAATAAATGGTACGGACTTAATTTATTICACTGGAAAT
CCAGAAGATATGTGGAAATTGGGEGTTATTGAACCAGCATTAGTTAAAATGAATGCAGTTAAAGCT
GCAACAGAAGCGGTGACATTAGTGCTAAGAATAGATGATATTGTAGCAGCTGGGAAGAAGAGTGGA
AGCGAGCCCAGCGGTAAGAAAGAAAAAGATAAAGAAGAAAAATCTICTGAAGACTAA

Figura 22. Gen Thermosoma beta (thsB). Secuencia |[AE006641.1 cds_AAK40620.1 1 Chaperonina
subunidad Beta tomada de NCBI. EI color verde corresponde al cebador “Forward” externo, el color rojo
al cebador “Reverse” externo, el color azul al cebador qPCR “Forward”, el color amarillo al cebador
“Reverse” qPCR. [locus_tag=SS00282]. [Location=complement 239345.241018].

Los cebadores dirigidos al gen Housekeeping (tflID), que codifica la proteina de unién para la
RNA polimerasa y la transcripcion (caja TATA) en Sulfolobus solfataricus P2, se identifican en
la Figura 23. Las regiones a las que se dirigen los cebadores se encuentran sefialadas en colores,

asi:
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TCTAACTCTTCCTCTTICCTCTATAGGTTTTACGCAATCTAATTCTGC TAACTTATCAAATATCCTCTTTA
CTGCTTTAGACACTTCATCT TCTCTCTTOGCTCCAGT TATTACCATTTTACCACTGCTGAAAATTAGC
AGGACAACTCTAGGATCATCCATTCTGAAAATTAGTCCTGGGAATTGTTCTGGTTCGTACATGTTATTT
TCCAATAGGAATGCAGCTTTATCTAGATTAACGTTCACATGTAAGTTAGCTGATGCAACTATATTTTGG
ATTTGGATTTTAGGC TTGCCCACTATTTITTATGCCATATTTTTTAAGCGTTTTTATTATCCTTTTTACAGC
CTTTATTAGCTCCTCTGTACTTITTGCACCTGTTACTACCATTTTACCAGATTTGAATATCAAAGCTGIT
ACCTTAGGCTGT TCTAATCTAAATATTAGTCCCGGEGAATTGATCTGGATCGTATTCTATGTTGGGGAT
ACTTCTTTCCATAGCGTATAAATCTAAACTCTGCTCTAACGTAACTGTTGCCACAATATTTTCTATA

TTTACAATGGGTTITATACG

Figura 23. Regiones de direccion de los cebadores. Secuencia tomada del genoma completo de
Sulfolobus solfataricus P2 (AE006641.1:806995-807565) tomado de NCBI. El color verde corresponde al
cebador “Forward” externo, €l color rojo al cebador “Reverse” externo, el color azul al cebador gPCR
“Forward”, y el color amarillo al cebador “Reverse” qPCR.

Los cebadores para el direccionamiento del gen vpl, que codifica la proteina de la capside viral
estructural en SSV8, se observan en la Figura 24. Las regiones a las que se dirigen los cebadores

se encuentran sefialadas en colores, asi:

TGACTTATAACGCGAATGAGATAAGGGCAAAAATCCTAAGAAAGAAGATACTGGAGCTTATCGCTGA
AAACTACGTACTCTCTGCGTCGCTAATCTCTCACACACTGCTTTTGAGCTATGCCACCGTTTTGCGTCAT
CTCAGGATCCTAAATGAACACGGCTATATCGAATTGTACAAAGAAGGGCGAACGTTATACGCAAAAA
TTAAAGAGAACTCTAAACAAATTCAGATTCTGAATTCAGAACTGGAGGGGTTTAAAAAGCTTAACGAA
AAGACCTTAGTGACCGAGAATCAGGGCAGTCGCGGTATTGTCAGCACCAAAGAAACTAAGAAGGGC
TGAGGCAACTAACATAGGTGTACTGTTAGGGTTATTCATCTTCATACTTATAGGAATAGTGCTATTGC
CCGTTATTIGTTITCACAAGTAAACAACCTCACGAGTGGTACCGCACCAGCAGTTACGGGTACTAATGC
TACATTATTGAACTTGGTACCGCTATTCTATATACTTGTGTTAATAATCGTTCCCGUCGGTAGTGGCGT
ATAAAATCTACAAAGATTGAGGGGTTGAAAGATGGAGTCAAATGTTAAGGCAGTAATTTTTTTGTTTA
TCTTTATCCTCATCGGGGTTGTCCTATTCCAACCAATTTATAATGAAGTAGTTTACGTTACGACATCAG
GAACTTACACTACTTATACGACTGTAAGCGGTACGCTTACTGAAACGACATCATCGTTTATACCTAAC
COGCAATATCTAGGGTICTTCAAACGCTACTGTIGTGTCATTAGTACCGGTCTTCTACTTACTTGTGTT
GATAATAGTACCGGCCGTGATTGGTTACAGATTIGTACAAGAGTGAGTAG

Figura 24. Cebadores para gen vpl-SSV8. Cebadores para el gen vpl-SSV8, cuya secuencia se tomo
del genoma de vpl NP_963961.1, a través del NCBI. El color verde corresponde al cebador “Forward”
externo, el color rojo al cebador “Reverse” externo, el color azul al cebador qPCR “Forward”, en negrilla

se encuentra el cebador “Reverse” qPCR, y el gen vpl se muestra en gris.
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La mezcla de reaccion para gPCR contenia mezcla maestra SYBR Green concentrada dos veces

(Applied Biosystems, Foster City, CA), sonda 300 nM y 300 nM de cada cebador, combinado en

agua estéril libre de nucleasas (Invitrogen) antes de la adicion de la plantilla de DNAc. Los

cebadores especificos para cada reaccién se especifican en la Tabla 11.

Las condiciones de qPCR fueron las siguientes:

a. 95 °C, 40 ciclos de 15sa 95 °C y 1 min a 60 °C, seguido de un analisis de la curva de

fusion.

b. EI PCR se hizo en una reaccion de 25 pL usando 0,5 pL del RNA extraido y tratado con
la DNAasa.

c. ElI PCR contenia: 1X Dream Tag™ PCR Master Mix (10X Dream Taq™ buffer, 2 uM
dNTP Mix y 1,25 U Dream Tag™ Polymerase), 2 ul para cada PCR primer (10 uM).

d. Las condiciones del PCR fueron: 2 minutos a 95 °C, 30 ciclos de 95 °C por 20 segundos,

55 °C por 15 segundos, y 72 °C por 5 minutos, seguido por 72 °C por 10 minutos.

e. Para ver el resultado, se tomé 5 pL del producto PCR vy se visualiz6 en un gel de 1,5 %

de agarosa con 1X SYBR Safe, la cual se corrié a 100 voltios por 25 minutos.

. i Amplicén
Nombre d?' Primer objetivo Secuencia del primer (5°-3”) 'Em Tamafio Proposito
cebador o primer | (gene/producto) C (bp)
AlphaExtFWD GGATGCAGCATTAGAGGTAGAG | 62 Generar las
888 lantillas estandar
AlphaExtRev thsA CTTCCTTCTCCTCCTTTCTTCTC | 62 D e aPCR
Thermosoma € grey.
qPCRAIphaREV Subunidad CTACAATCTTCCCGCCTATGAC | 62 Ctuant'f'_caf_?[ondde
gPCRAIlphaFWD Alfa racn()SSir;E(:r?Ta i
(thermophilic 62 142 I
f GCAGACGCATTAGAGGAGATAC expresion en
actor 56) experimentos de
gPCR.
BetaExtFWD thsB Usado con el
Thermosoma cebador
Subunidad TGCAGCTACTGGTGCTAAC 62 749 gPCRExtBetaREV
u Etjent:a a para generar

plantillas estandar
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(thermophilic

gPCR.XXXXXXXXXXX.

gPCRBetaFWD factor 55) GGCGTTATTGAACCAGCATTAG | 62 Cuantificacion de
gPCREXxtBetaREV transcripcion de
118 copias en la
GCTCGCTTCCACTCTTCTT 62 expresion en
experimentos de
gPCR.
HouseEXtFWD 11D CTTCTCTCTTCGCTCCAGTTATT | 62 45 Generar plantillas
HouseExtRev proteina de TGTGGCAACAGTTACGTTAGA | 62 estandar qPCR.
HouseqPCRFWD union para GCTGTTACCTTAGGCTGTTCTA 62 Cuantlf!cag[on de
RNA transcripcion de
HouseqPCRRev polimerasa y 91 copias en la
transcripcion | ACGCTATGGAAAGAAGTATCCC | 62 eXpTeS'O? en 4
(TATA box) expegpmgg 0s ce
SSVBEXtFWDVpL | vpl and small | AAAGACCTTAGTGACCGAGAATG il
SSVBEXIREV upstream GACCCTACATATTGCGGGTTAG | 62 | 492 GeZTEEZLf(?QSRaS
SSV8qPCRREVvpl | region of vpl CTACCGCGGGAACGATTATT ’

Tabla 11. Cebadores utilizados en los experimentos de gPCR. Estos cebadores tuvieron como funcién
primaria facilitar la cuantificacion de copias de transcripcion en la expresion especifica de las
subunidades HSPa y HSPp en los eventos de estrés por: choque térmico, infeccion e infeccion-choque
térmico por SSV8 en Sulfolobus solfataricus P2.
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4  Resultados
4.1 Evaluacién de Sulfolobus solfataricus P2 en condiciones de estrés térmico
4.1.1 Estrés por choque térmico para Sulfolobus solfataricus P2

Las células de Sulfolobus solfataricus P2 se cultivaron hasta la fase media exponencial a 76 °C
cuando el ODgoo de los medios estuvo alrededor de ~ 0,4 (3 x 108 células/mL). Por otro lado, tres
matraces (réplicas) pasaron a choque térmico a 80 °C, 85 °C y 90 °C en bafio de agua
(waterbath) Isotemp 210 Thermo Fisher, y los otros tres cultivos de control se dejaron en
incubadora con agitacion (1ST-4075 Lab Companion JeioTech) a 76 °C a 120 rpm por 192 horas.
Asi, el crecimiento celular se controld con mediciones espectrofotométricas de la densidad Optica

ODeoo cada cuatro horas.
4.1.2 Crecimiento bajo choque térmico a 80 °C

La exposicion de los cultivos al choque téermico y de control a 80 °C inicio en la fase de
crecimiento exponencial alrededor de las 72 horas con ODsoo ~ 0,4. De este modo, hasta la hora
88 mostraron un crecimiento en promedio similar para el control y las células sometidas a
choque térmico (Figura 25). Por su parte, entre la hora 88 hasta la 96 de la fase exponencial final,
los cultivos sometidos al choque térmico presentaron un leve incremento promedio en el ODeoo
de 0,09 (6,75 x 10" células/mL).

Asimismo, la fase estacionaria se alcanz6 a partir de la hora 100 hasta la hora 120, cuando los
cultivos, en promedio, obtuvieron entre ODeoo = 1,45 (1 087x 10° células/mL) y ODeoo = 1,51
(1,13x 10° células/mL). En esta fase, los cultivos sometidos al choque térmico tuvieron una

diferencia de disminucion en el ODego = 0,04 (3,25 x 107 células/mL).

Para la fase de muerte celular, se present6 una diferencia en el ODesoo = 0,07 (5,25 x10’
células/mL) del cultivo en medio del choque térmico sobre el control asilado después de la hora
120. El cultivo de Sulfolobus solfataricus P2 sometido a estrés térmico de 80 °C no provocé una
respuesta o inhibicion sustancial en el crecimiento celular, y las diferencias mostradas en las
fases exponencial, latencia y muerte fueron bajas y cercanas a las presentadas por los controles

no sometidos a estrés.
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Figura 25. Curva de crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 en choque térmico a 80 °C. Se expone
el cultivo en medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3.15 (A), y el choque térmico a 80 °C con control a 76°
C, tres réplicas de cada muestra y ODeo cada cuatro horas (B). Los valores ODgoo son promedios de los
triplicados del control a 76 °C y de los cultivos expuestos a choque térmico de 80 °C, la flecha indica el
momento del choque térmico ODsgo- 0,4 y, por Gltimo, las barras de error representan la desviacion
estandar; el choque térmico fue aplicado hasta la fase de muerte del crecimiento celular.
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4.1.3 Crecimiento bajo choque térmico a 85 °C

En la fase de crecimiento, la exposicion de los cultivos al choque térmico a 85 °C inicid
alrededor de las 72 horas con OD600 = 0,4, asi, a partir de la hora 76, se observé un retraso
significativo del crecimiento celular (Figura 26).
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Figura 26. Curva de crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 en choque térmico a 85 °C. Cultivo en
medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3.15 (A), y el choque térmico a 85 °C con control a 76 °C, tres
réplicas de cada muestra y ODsgo cada cuatro horas (B). Los valores ODegyo son promedios de los
triplicados del control a 76 °C y de los cultivos expuestos a choque térmico de 85 °C, la flecha indica el
momento del choque térmico ODewo- 0,4 y, por Ultimo, el choque térmico se aplico hasta la fase de muerte
del crecimiento celular; las barras de error representan la desviacion estandar.
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Por otra parte, los cultivos que recibieron el choque térmico a 85 °C frente al control sin choque
térmico a 76 °C se observan en la Figura 26. Igualmente, el crecimiento en los cultivos afectados
por choque térmico tuvo una fase exponencial entre la hora 78 a la 102 del sometimiento a estres
a 85 °C, esto con un promedio en ODggo= 0,63 (~4,72 x 108 células/mL) frente a ODsoo= 1,15
(~8,62 x 108 células/mL).

La fase estacionaria no fue estable en comparacion con el cultivo de control entre las horas 12 y
136 en los cultivos de choque térmico, lo que mostrd un descenso continuo en la densidad 6ptica
medida. A partir de la hora 137, se evidencio una disminucion continta considerada como la fase
de muerte celular, la que finalizd en la hora ~192 al igual que el control a 76 °C en esta Gltima

fase.

Finalmente, el estrés térmico a 85 °C generd, en la poblacién de Sulfolobus solfataricus P2, una
respuesta amplia de inhibicion prolongada en el crecimiento celular a partir de la hora 72, lo que
permitié constatar una diferencia frente al control de 76 °C que fue de mas del 50 % en lo que

respecta con la densidad Optica reportada.
4.1.4 Crecimiento bajo choque térmico a 90 °C

La exposicion al chogue térmico a 90 °C inicio en la fase de crecimiento exponencial alrededor
de las 72 horas con ODego = 0,4, asi, a partir de la hora 73, se observé una afeccion significativa
del crecimiento celular frente al control sin chogue térmico a 76 °C, lo que se not6 en las réplicas

del experimento (Figura 27).

El crecimiento en los cultivos afectados por choque térmico no tuvo una continuacién de la fase
exponencial y no se evidencio la fase estacionaria, por ello, se entro, de inmediato, en una
disminucion de la poblacion, lo que inhibi6 su crecimiento, de manera definitiva, hasta la hora
144, contrario con el control que finalizé a la hora 192. El estrés térmico a 90 °C fue letal para la
poblacion de Sulfolobus solfataricus P2, esto con una respuesta de inhibicion definitiva en el
crecimiento celular a partir de la hora 72. Por ejemplo, en la hora ~102, la densidad éptica para
los cultivos en choque térmico estaba en ODgoo = 0,30 (2,25 x 108 células/mL) frente al control
con un ODggo = 1,47 (1,10 x 10° células/mL).
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Figura 27. Curva de crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 en choque térmico a 90 °C. Cultivo en
medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3.15 (A), el choque térmico a 90 °C con control a 76 °C, tres réplicas
de cada muestra, y la densidad 6ptica ODego cada cuatro horas (B). Los valores ODeggo son promedios de
los triplicados del control a 76 °C y de los cultivos expuestos a choque térmico de 90 °C, la flecha indica
el momento del choque térmico ODewo- 0,4 y, por Ultimo, el choque térmico se aplicd hasta la fase de
muerte del crecimiento celular; las barras de error representan la desviacion estandar.
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4.1.5 Cuantificacion de proteinas generadas en estrés por choque térmico

Posterior a la sonicacion y la concentracion del lisado, la solucion obtenida se sometid al ensayo
de Bradford, con el fin de determinar la concentracion proteica presente en la muestra. Los
resultados alcanzados de las réplicas (Tabla 12 y Figura 28) muestran el valor total del contenido

de proteinas en el cultivo celular de Sulfolobus solfataricus P2 expuesto al estrés térmico.
4.1.5.1 Purificacion de lisado y ensayo Bradford.

Las proteinas de hipertermofilos tienen valores de Tm (Temperatura de fusion, donde cerca del
50 % de las proteinas estan desnaturalizadas) mucho mas altos que las proteinas labiles al calor;
esta diferencia es la que permite que las proteinas de estos organismos mantengan su estructura a
temperaturas mucho mas altas que las toleradas por las proteinas labiles al calor (Ahmad et al.,
2020).

Para el caso de las proteinas de choque térmico, estas son estables a temperaturas que, para otras,
representarian la desnaturalizacion (Haslbeck y Vierling, 2015). Por lo tanto, la estabilidad
térmica también hace que sea factible purificar estas proteinas del resto de las proteinas
termolabiles y otros restos celulares que se hallen en el lisado, esto mediante el método de
tratamiento térmico (Olichon et al., 2007; Patchett et al., 1989).

La concentracion total promedio de proteinas sin purificar obtenida de 50 mL (~ 1,5 x 10%°
células) de cultivo de Sulfolobus solfataricus P2 fue de ~366 ug/mL (Tabla 12). Lo anterior se
dio al encontrar la mas alta concentracion con 367,56 pg/mL en el ensayo por estrés térmico a 85
°C-60 minutos, seguida del tratamiento a 85 °C-30 minutos con 366,96 pg/mL y el tratamiento a
90 °C-60 minutos con 366,31 pg/mL; los demas tratamientos estuvieron en un rango entre 352 y
367 ug/mL.

Luego del tratamiento de purificacion de proteinas por calor (92 °C-30 minutos), se obtuvieron
concentraciones que representaron entre el 12,2 % y 12,8 % del contenido proteico extraido al
cultivo sometido a cada uno de los tratamientos de estrés por choque térmico (Tabla 13 y Figura
28).
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En todos los tratamientos de choque térmico, el nivel de concentracion de proteina fue superior
levemente, incluso, a 80 °C-15 minutos y 80 °C-30 minutos, lo que mostré un incremento mayor
en relacion con los otros dos en 80 °C-60 minutos. Respecto con la mayor concentracion de
proteina, se mantuvo la misma distribucion en los tratamientos 85 °C-60 minutos, 85 °C-30

minutos y 90 °C-60 minutos.

Temperat | CT S437, CT S437 | CT S437, | CT S437, | Promedio DO Prom
ura/ réplica 1 réplica2 | réplica3 réplica 4 (ng/mL) (Prom) pg /DO
Tiempo (ug/mL) (ug/mL) | (pg/mL) (ug/mL) +/- 0.3 +/- 0.06
76 °C- 387,86 352,66 368,66 352,06 365,31
Control 0,564 647,71

80°C-15 | 387,66 | 353,06 | 36846 | 352,26 | 36536 | (559 | 653,60
80 °C-30 387,86 352,86 368,66 352,26 365,41 0,511 715,09
80°C-60 | 388,46 | 353,46 | 36886 | 35246 | 36581 | (436 | 83901
85°C-15 | 38846 | 354,46 | 36846 | 35206 | 36586 | 0450 | 80942
85 °C-30 390,26 355,46 369,46 352,66 366,96 0,431 851,42
85 °C-60 390,86 355,86 369,86 353,66 367,56 0,427 860,80
90°C-15 | 388,26 | 352,86 | 36826 | 352,26 | 36541 | (511 | 71500
90 °C-30 388,86 353,86 369,06 353,06 366,21 0,535 684,50
90 °C-60 388,86 354,06 369,46 352,86 366,31 0,463 791,17
Tabla 12. Concentraciones de proteinas totales. Los lisados concentrados obtenidos en cada
experimento se analizaron a través del ensayo de Bradford, con el fin de conocer la concentracion de
proteina total obtenida de las células estresadas. Los valores mas altos de concentracion proteica se
presentaron en los tratamientos superiores a 80 °C en temperatura y a partir de los 30 minutos en tiempo
de sometimiento al estrés. Los valores de la densidad Optica son estables en consideracion de que el
tiempo del evento estresante no fue letal y no llegd a inhibir el crecimiento de la poblacidn; la correccion
del promedio de la concentracién se realizé con la densidad dptica. +/- Error de la media.
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Tempera | CT S437, | CT S437, | CT S437, | CT S437, | Promedi | Densidad | Prom g

tura/ replical | réplica2 | réplica3 | réplica4 o (Mg oOptica /DO
Tiempo (ug/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (ng/mL) /mL) (promedio)

+/-0.3 +/- 0.06

76 °C- 46,06 45,86 46,26 44,46 45,66
Control 0,564 80,96
80 °C-15 46,06 46,06 46,26 44,66 45,76 0,559 81,86
80 °C-30 46,06 46,06 46,46 44,86 45,86 0,511 89,75
80 °C-60 46,46 46,46 46,46 45,46 46,21 0,436 105,99
85 °C-15 46,26 46,26 46,26 45,86 46,16 0,452 102,12
85 °C-30 47,86 46,66 46,66 46,26 46,86 0,431 108,72
85 °C-60 47,66 47,86 47,06 45,66 47,06 0,427 110,21
90 °C-15 46,26 46,26 46,46 44,26 45,81 0,511 89,65
90 °C-30 47,46 46,26 46,66 45,06 46,36 0,535 86,65
90 °C-60 46,46 46,66 46,86 45,46 46,36 0,463 100,13

Tabla 13. Concentracion proteinas de choque térmico. Los lisados sometidos a purificacion con
tratamiento térmico a 90 °C por 30 minutos mantuvieron una mayor concentracion de proteinas
termoestables en los experimentos de choque térmico a 85 °C por 30 y 60 minutos, y en 90 °C por 30 y 60
minutos. Las concentraciones reportadas post purificacion representaron un ~ 12 % de las proteinas
totales reportadas en las células estresadas; la correccion del promedio de la concentracion se realizé con
la densidad Optica. +/- Error de la media.
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Figura 28. Concentracién proteica por ensayo de Bradford para choque térmico. Concentraciones de
las proteinas totales de los lisados sin purificar (Figura 28) (A). Para las temperaturas de 85 °C por 30
minutos y 60 minutos, los valores fueron mas altos que los demas tratamientos de estrés. Por otra parte, se
expone la concentracion de proteinas termoestables de las concentraciones obtenidas de los lisados
purificados a 92 °C por 30 minutos (Figura 28) (B); las barras de error representan la desviacion estandar.
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4.1.5.2 Visualizacion de proteinas de choque térmico en SDS-PAGE.

La separacidn electroforética se aplicé a los extractos concentrados y los lisados purificados para
proteinas de choque térmico, lo que se sometio al procedimiento de SDS-PAGE; en la Figura 29

se muestra la seleccion de cuatro réplicas independientes de geles obtenidos.

Las proteinas de choque térmico de interés tienen un peso molecular ~60 kDa (Trent et al., 1994;
Yaoi et al., 2004). Por otro lado, en los geles se evidenciaron dos bandas correspondientes con

HSPa y HSPB, lo que se resalta en la Figura 29, concretamente, en la linea roja.

Asimismo, los tratamientos de estrés se realizaron a los cultivos de Sulfolobus solfataricus P2 a
temperaturas de 85 °C y 90 °C por periodos de 15, 30 y 60 minutos de las muestras provenientes
de los tratamientos de purificacion, asi como por tratamiento de calor a 92 °C por 30 minutos. El
tratamiento a 80 °C no se considerd para efectos comparativos, esto en consideracion con los
bajos niveles de inhibicion al crecimiento observados en la curva de crecimiento a esa

temperatura.

Con el propésito de identificar y comprobar, en el perfil electroforético, la regulacion al alza de
las proteinas del choque térmico, se cargaron, en el gel, las muestras sometidas a las
temperaturas de 85 °C y 90 °C, y los diferentes periodos con sus respectivos controles a 76 °C.
En las diferentes réplicas de geles de poliacrilamida usadas, se hicieron visibles las bandas que,
por peso molecular, correspondieron con HSP60, es decir, las ubicadas entre las bandas ~70 y
~55 kDa del patron proteico y en alineacion cercana con el patron de BSA, cuyo peso molecular
es ~66 kDa; ademas, el desplazamiento de las bandas se establecié por medio de una curva

patron de BSA con concentraciones conocidas.

Por ultimo, el estrés por choque térmico a temperatura de 85 °C reflejé una intensidad mayor en
las bandas frente al control sin choque térmico a 76 °C, sin embargo, esta intensidad fue diferente
y gradual respecto con el tiempo de estrés al que se sometieron las células de Sulfolobus (Figura
29).
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Figura 29. SDS-PAGE para choque térmico de Sulfolobus solfataricus P2. Resultados de
electroforesis en gel de poliacrilamida para cuatro experimentos independientes. En cada imagen, a la
izquierda, se evidencia el gel con tincién en azul de Coomassie; a la derecha inferior se exhibe la
intensidad de las bandas en gel expresadas en areas por el ImageJ; a la derecha superior se observa la
densitometria de las bandas entre 55 y 70 kDa vy, finalmente, por medio de la franja de las bandas de
interés en escala de grises, se resaltan las bandas que, de acuerdo con su peso molecular, corresponden
con HSPa y HSPp.
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Las bandas expresadas a los 15 minutos del choque térmico presentaron una menor intensidad en
contraste con las expresadas en los experimentos de estrés con 30 y 60 minutos (15<30<60), y en
mayor densidad que el control a 76 °C. Lo anterior se comprobd a través del analisis
densitométrico de los diferentes geles de las réplicas (Figura 30), expresado esto en el nivel
relativo de HSP60 (area del perfil densitométrico) segun el andlisis de gel obtenido en el

programa ImageJ.

Los valores del nivel relativo de HSP se normalizaron a uno con el valor del control a 76 °C en el
promedio de las réplicas de los geles (Tabla 14). Asi, todos los valores del nivel relativo de HSP
en los geles obtenidos en los diferentes tratamientos del choque térmico fueron superiores en
comparacion con el cultivo de control no sometido al estrés térmico (Figura 30).

Temperatura/ CT 5437, CT 5437, CT 5437, CT S437, Promedio
Tiempo réplica (1) réplica (2) réplica (3) réplica (4) +-0.3
76 °C Control 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
85 °C-15 min 1,19 1,23 1,86 1,38 1,41
85 °C-30 min 1,16 1,53 4,03 1,82 2,14
85 °C-60 min 2,03 1,83 3,56 2,01 2,36
90 °C-15min 1,33 141 3,40 0,77 1,72
90 °C-30 min 1,36 0,66 3,34 0,70 1,52

Tabla 14. Nivel relativo de HSP en gel. Los valores de SDS-PAGE obtenidos en las réplicas se
normalizaron con el control a 76 °C. De esta manera, se destacan las diferencias en el incremento de
proteinas termoestables en los tratamientos por choque térmico frente al control. +/- Error de la media.
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Figura 30. Analisis densimétrico del gel SDS-PAGE de choque térmico para Sulfolobus solfataricus
P2. Para todos los tratamientos de estrés térmico desde 85 °C, el nivel de incremento se mostr6é superior
al control, cuyas células no se sometieron a estrés térmico sostenido en 76 °C. Las barras de error
representan la desviacién estandar.

4.2 Estrés por infeccion con virus SSV8 Sulfolobus solfataricus P2

De acuerdo con la metodologia descrita, Sulfolobus Solfataricus P2 se sometié a estrés por
infeccién con SSV8, pese a ello, no todas las especies de Sulfolobus son viables a la infeccién
por SSV8 (Ceballos et al., 2012; Ceballos et al., 2020); por esta razon, para asegurar una
infeccion efectiva del virus, se usé como huésped Sulfolobus solfataricus P2, pues ha tenido un

reporte positivo de infeccion con esta especie (Ceballos et al., 2020).

Los matraces que contenian los cultivos en medio liquido fueron monitoreados cada cuatro
horas, con el propdésito de hacer un registro de la densidad dptica ODeoo, asi como establecer el
crecimiento celular en la condicién de infeccion y la de control no infectado. Para contabilizar y
establecer la infeccion efectiva del virus sobre el huésped, se utilizd el ensayo de conteo de

placas o halos sobre medio de cultivo solido en cajas de Petri (Schleper et al., 1992) (Figura 31).
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Los halos empezaron a ser evidentes a partir de las 26-30 horas postsiembra en la capa delgada

de gel en el medio del agar 2XTS con pH: 3.13.

Estos se examinaron para determinar el aspecto de los halos turbios o transparencias que
generan la inhibicion del crecimiento del hospedador por el virus SSV8, tal como se observa en
la Figura 31. De esta manera, se confirmé la infeccion exitosa por parte del virus al huésped
(Uldahl et al., 2016).

En las diluciones de 10 a 107, los halos formados no eran contables y poco definidos, por ello,
se eligi6 la dilucion de 108, donde los halos generados estaban en rangos numéricos contables.
Para esto, se usaron tres replicas por cada muestra de dilucion y se promedio el nimero de halos
obtenidos en cada caja en los tres experimentos independientes consignados en la Tabla 15, con
la finalidad de obtener un promedio general en la misma dilucion para cada 24 horas

postinfeccién hasta la hora 96 (Figura 32).
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Figura 31. Titulacion de virus por formacion de halos. Para ello, las cajas de Petri se ubicaron en un
ambiente estéril (A), el control no infectado no presento halos (B), hubo formacion de halos a las 24 HPI
(C), a las 48 HPI (D), a las 72 HPI (E) y 96 HPI (F). Los halos se identificaron como areas de
“transparencias” en la capa superficial del gel, y el experimento de halos se realizd por triplicado; las
imégenes muestran cajas seleccionadas.
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Titulacion de | Titulacion de Titulacion de Promedio Tiempo
Dilucion virus virus virus (HFU/mL) post

sobrenadante (HFU/mL) (HFU/mL) (HFU/mL) +/-0.2 infeccion
con SSV8 Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 (Horas)

5,44 x 107 5,44 x 107 5,44 x 10’ 5,44 x 107 0

2,68 x 108 2,75 x 108 2,18 x 108 2,53 x 108 24

10°® 3,75 x 108 4,03 x 108 3,90 x 108 3,89 x 108 48

4,58 x 108 5,68 x 108 4,95 x 108 5,07 x 108 72

5,60 x 108 5,95 x 108 4,98 x 108 5,51 x 108 96

Tabla 15. Titulacién de SSV8 por conteo de halos. Los conteos de halos se tomaron a través de las

muestras de cultivos infectados cada 24 horas y realizados por triplicado. +/- Error de la media.

Titulacion HFU/ml
del sobrenadante

7.00E+08

6.00E+08

5.00E+08

4.00E+08

3.00E+08

2.00E+08

1.00E+08

0.00E+00

0.0001 0.65

OH 24H

0.5 0.54
48H 72H

0.7
96H

Multiplicidad de la infeccion-MOI / HPI

Figura 32. Cuantificacion viral por formacion de halos en infeccion a Sulfolobus solfataricus P2 por
SSV8. Medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3,13 a 76 °C, MOI: 0.0001. La titulacion viral se midié cada
24 horas y fue expresada en unidades formadoras de halos (HFU/mL). Se realizaron tres experimentos

independientes, asi, las barras de error representan la desviacion estandar.

4.2.1 Fases del crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 bajo infeccion viral por SSV8

4.2.1.1 Fase de latencia.

La infeccion de Sulfolobus solfataricus P2 por SSV8 reveld que el crecimiento de la arquea se

ralentiza al estar en presencia del virus, por lo tanto, su fase exponencial denoté una leve

reduccion en comparacion con el control no infectado, por ejemplo, a las cuatro horas

postinfeccion, la densidad Optica de las células infectadas estaba en 0,169 (1,26 x 108
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células/mL), mientras el control no infectado reportaba 0,180 (1,35 x 108 células/mL) (Figura

32).
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Figura 33. Curva de crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 infectado con SSV8. De manera
concreta, se evidencia el cultivo en medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3,13 y 76 °C y tres réplicas de
cultivos control no infectados (A). Los valores ODggo Son promedios de los triplicados del control a 76° C
y de los cultivos infectados por SSV8 (B). El area bajo la curva representa un valor relativo de la
poblacién de células (C). La flecha indica el momento de la inoculaciéon de SSV8 a un ODggo~ 0,15. Las
barras de error representan la desviacion estandar.

4.2.1.2 Fase exponencial.

La afeccion en el crecimiento celular por el proceso infectivo empezé a ser mas dréastica a las 24
horas, asi, para ese momento de la fase exponencial inicial, el cultivo de control llevaba 5,97 x
108 células/mL, mientras que el cultivo infectado reportaba, en promedio, 3,91 x 108 células/mL,
es decir, una diferencia de 65,49 % entre los dos cultivos. Este proceso infectivo estuvo
sustentado por el nivel de produccion de SSV8 en el mismo periodo de 24 horas con 2,53 x 108
HFU/mL y un MOI de 0,65 que tuvo incremento exponencial alto en referencia con el MOI de
partida que fue de 0,0001 (Figura 32).

En la fase exponencial media, aproximadamente, a las 48 horas, la poblacion infectada
presentaba 7,91 x 10® células/mL frente a 1,23 x 10° células/mL del control no infectado,
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representado esto en el 64,30 % de diferencia entre el control y el infectado, y un MOI de 0,5 que
se redujo en comparacion con el presentado a las 24 horas, pero con una presencia viral de 3,89 x
108 HFU/mL; esta vez, se dio un incremento en relacion con la reportada a la hora 24

postinfeccion.

La fase exponencial de la poblacién infectada tuvo un limite en la hora 64 postinfeccion, esto
con una densidad dptica reportada de 1,308 (9,8 x 108 células/mL) frente al control que estaba
aln en crecimiento exponencial con 1,41 x 10° células/mL. Esto reflejé una alta inhibicion en el
crecimiento celular por parte de SSV8 en Sulfolobus solfataricus P2, pues lleg6é a reducir su

etapa exponencial frente al control que la tuvo hasta la hora 80 de la postinfeccion.
4.2.1.3 Fase estacionaria.

La fase estacionaria fue prematura en las células de Sulfolobus infectadas por SSV8, lo que
comprendié desde la hora 64 a la hora 80 posterior a la inoculacién del virus (Figura 33 A-B) y
sostuvo una concentracion promedio de 9,7 x 108 células/mL en ese periodo. La fase estacionaria
del cultivo de control promedio estuvo entre la hora 76 y 96 con una concentracion de 1,55 x 10°
células/mL, pero con una diferencia de 62,5 % de concentracion del control no infectado frente

al cultivo infectado consignado en la Tabla 15.
4.2.1.4 Fase de muerte.

La inhibicién del crecimiento de Sulfolobus solfataricus P2 se expone en la Figura 33 C. La
infeccion con SSV8 fue de més del 60 % desde la hora 24 de la inoculacion del virus en el medio
de cultivo hasta la hora 192, tal como se comprobd con el area bajo la curva del cultivo de
control no infectado frente al cultivo infectado visualizado en la Figura 35. Esta fase fue
constantemente en declive a partir de la hora 76 y 80 postinfeccion, esto en contraste con el
grupo control que inicié su fase de muerte en la hora 128, donde se hallé una marcada afeccion
por la presencia del SSV8 en las células Sulfolobales en su fase final; cabe resaltar que la
produccion viral en esta fase de muerte de los cultivos fue alta, lo que demostré un maximo

aprovechamiento de las pocas células huéspedes disponibles.
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4.3  Producciodn de proteinas de choque térmico (HSP) por infeccion SSV8 en Sulfolobus

solfataricus P2

Para evaluar la produccion de HSP frente a la infeccion por SSV8, se generaron tres cultivos de
infeccion independientes y se tomaron datos de ODeoo cada cuatro horas. A su vez, el contenido
de los matraces se distribuy6 para muestras de SDS-PAGE vy para evaluar la transcripcion de las

subunidades HSPa y HSPp, respectivamente.

Al igual que en las curvas de crecimiento, el MOI de inicio fue relativamente bajo (0,0001) en la
inoculacién del medio de cultivo con las células de Sulfolobus; sin embargo, la relacion de
incremento de infectividad fue productiva de conformidad con la titulacién viral por la
formacién de halos obtenida a partir de la muestra del sobrenadante tomado cada 24 horas
postinfeccién; esto demostré un aumento relacionado con el crecimiento celular visto en la

densidad celular de cada etapa de control postinfeccion, lo que reporté un MOI final de 0,7.

Finalmente, el comportamiento de la infectividad se mantuvo similar en las diferentes réplicas
(Figura 34), por ello, fue importante tener en cuenta que todos los cultivos se homogenizaron en

volumen y en densidad Optica ~0,15.
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Figura 34. Curva de crecimiento de réplicas Sulfolobus solfataricus P2 infectado con SSV8. Cultivo
en medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3,13 y 76 °C. Linea discontinua cultivos no infectados, linea
continua cultivos infectados (A, B, C), y los experimentos independientes de infeccion por SSV8 con sus
respectivos controles no infectados. Los cultivos fueron evaluados hasta la hora 96 postinfeccion. La
inhibicion del crecimiento en los cultivos infectados fue evidente en los tres eventos evaluados. Todos los
cultivos (infectados y no infectados) partieron de un mismo ODegg ~0,15, en aras de homogenizar el
cultivo y estandarizar las muestras evaluadas.
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Figura 35. Curva de crecimiento promedio total de Sulfolobus solfataricus P2 infectado con SSV8.
Cultivo en medio Tripton-Sacarosa 1XTS pH: 3,13 y 76 °C, el cultivo huésped no infectado frente a
cultivo infectado en promedio total hasta la hora 96 (A), y el area bajo la curva estima la relacion

aproximada de poblacion en los cultivos infectados vs. no infectados (B). Las barras de error representan
la desviacion estandar.



105

4.3.1 Cuantificacion de proteinas

Los procedimientos para la extraccion, la concentracion y la purificacion de proteinas en los
experimentos de infeccion con Sulfolobus solfataricus P2 (S437) por SSV8 se realizaron bajo el

mismo protocolo indicado en los tratamientos por choque térmico.
4.3.1.1 Purificacion de lisado y ensayo Bradford.

El volumen de cada muestra procesada fue de 50 mL; para las primeras 24 horas, la poblacion de
Sulfolobus solfataricus P2 sin infectar presenté una densidad 6ptica (promedio obtenido de las
réplicas procesadas) ODsoo= 0,771 (5,78 x 10 células/mL) frente a ODsoo= 0,518 (3,88 x 108
células/mL) de las células infectadas. A las 48 horas postinfeccion, las muestras no infectadas
presentaron una densidad de ODsoo= 1,705 (1,27 x 10° células/mL) a ODgoo= 1,047 (7,85 x 10®
células/mL) del cultivo infectado. A la hora 72 de haber ocurrido la infeccién, la muestra control
presentd ODgoo= 2,028 (1,52 x 10° células/mL) y el medio con infeccion ODsoo= 1,263 (9,47 X
108 células/mL). En la hora 96 posterior a la inoculacion con SSV8, la densidad dptica del
cultivo de control reporté 2,035 (1,52 x 10° células/mL) y el cultivo infectado un ODggo= 1,050
(7,87 x 108 células/mL).

La diferencia porcentual de la densidad Optica entre los cultivos infectados y los cultivos control
estuvo entre el 50 % y 68 % (Figura 35, B). Asimismo, la concentracion de las proteinas totales
se presenta en la Tabla 16 y en la Figura 36 A, lo que evidencia los leves incrementos en los
tratamientos de cultivos infectados; la concentracion de proteinas termoestables de la Tabla 17 y
la Figura 36 B, obtenidas estas después del proceso de purificacion al calor (92 °C-30 min),
representd del 14 % al 18 % del contenido total proteico alcanzado despues de cada periodo de

infeccion.

Por dltimo, los datos observados después de la purificacion indicaron que los niveles de
concentracion de proteinas termoestables entre los cultivos de Sulfolobus solfataricus P2
infectados por SSV8 vs. los cultivos no infectados fueron mayores a las 24 y 48 HPI, y

presentaron incrementos entre 1 ug/mL y 3 ug/mL (Figura 36, B).



HPI S437+ S437+ S437+ S437+ SSV8 | Promedio D.O Prom
SSv8 SSv8 SSv8 Réplica (4) (ng/mL) (Prom) ung/DO

Réplica (1) | Réplica (2) | Réplica (3) (ug/mL) +/- 4 +/- 0.05

(Hg/mL) (ng/mL) (Hg/mL)

24 H 326,06 341,86 345,06 332,86 336,46 0,761
Control 4421

24 HPI 326,86 342,26 346,06 334,26 337,36 0,536
629,4

48 H 325,46 340,66 343,46 332,06 335,41 1,669
Control 201,0

48 HPI 327,66 342,26 344,66 333,66 337,06 1,078
312,7

72 H 326,46 341,66 342,26 332,66 335,76 2,023
Control 166,0

72 HPI 326,86 342,46 342,86 333,26 336,36 1,283
262,2

96 H 323,66 341,06 343,26 332,46 335,11 2,037
Control 164,5

96 HPI 323,86 341,86 344,26 332,66 335,66 1,081
310,5

106

Tabla 16. Concentraciones de proteinas totales. Los lisados concentrados obtenidos en cada
experimento se analizaron por el ensayo de Bradford para conocer la concentracion de proteina total
obtenida de las células infectadas con SSV8. La densidad dptica en las muestras infectadas fue menor que
en el control no infectado, lo que indicd que un menor nimero de células producen mayores cantidades de
proteina que las células no infectadas con una mayor poblacién (valores promedio corregidos por la
Densidad Optica). +/- Error de la media.
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Figura 36. Niveles de concentracidn proteica total en células de Sulfolobus solfataricus P2 infectadas
con SSV8. Obtenidos con ensayo de Bradford. (A) Comparacion de cada etapa de infeccién con la
muestra patrén no infectada. (B) Valores proteicos normalizados con la densidad Optica. Los niveles méas
altos de concentracion proteica se presentaron a las 24 y 48 HPI. A las 72 y 96 HPI, la diferencia de los
cultivos infectados vs. infectados también fue mayor. Las barras de error representan la desviacion
estandar.



S437+ S437+ S437+ S437+ Promedio D.O Prom
HPI SSvs SSv8 SSv8 SSv8 (Mg/mL) | +/-0.05 | ug/D.O
Réplica Réplica Réplica Réplica +/-2.5
(2) v ©) @
(Mg/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)
24H 55,46 47,86 57,66 61,86 55,71 0,761
Control 73,2
24 HPI 56,06 54,66 59,06 62,86 58,16 0,536
108,5
48H 55,66 50,06 57,46 61,66 56,21 1,669
Control 33,7
48 HPI 56,46 57,06 60,06 63,86 59,36 1,078
55,1
72H 55,66 46,46 57,06 62,06 55,31 2,023
Control 27,3
72 HPI 56,26 54,86 58,46 63,66 58,31 1,283
45,4
96H 55,86 55,86 57,26 61,66 57,66 2,037
Control 28,3
96 HPI 55,66 56,26 59,06 63,46 58,61 1,081
54,2

Tabla 17. Concentracion de proteinas de choque térmico. Los lisados totales fueron
purificacion con tratamiento térmico a 90 °C por 30 minutos, con lo que se obtuvieron las proteinas
termoestables del lisado total y fueron tratadas con el ensayo de Bradford. La densidad Optica en las
muestras infectadas fue menor que en el control no infectado, lo que indicé que un menor ndmero de
células producen mayores cantidades de proteina que las células no infectadas con una mayor poblacion.
Las concentraciones reportadas postpurificacion representaron un ~17 % de las proteinas totales
reportadas en las células estresadas. (Valores promedio corregidos por la Densidad Optica). +/- Error de

la media.
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Figura 37. Niveles de concentracidn de proteinas termoestables en células de Sulfolobus solfataricus
P2 infectadas con SSV8. Obtenidos con ensayo de Bradford. (A) Comparacion de cada etapa de
infeccion con la muestra patrén no infectada. (B) Valores proteicos normalizados con la densidad dptica.
Los niveles mas altos de proteinas termoestables se presentaron a las 24 y 48 HPI. A las 72 y 96 HPI, la
diferencia de los cultivos infectados vs. infectados también fue mayor. Las barras de error representan la
desviacion estandar.
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4.3.1.2 Visualizacion de proteinas de choque térmico en Sulfolobus solfataricus P2
por infeccion viral de SSV8 en SDS-PAGE.

Los geles obtenidos luego de la separacion electroforética presentaron una caracteristica
cualitativa en su inspeccion inicial, es decir, una intensidad mayor en las bandas que

correspondian con los cultivos infectados por SSV8 frente a una menor intensidad en las bandas

de control no infectadas (Figura 38).
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Figura 38. SDS-PAGE para infeccion de Sulfolobus solfataricus P2 por SSV8. Resultados de
electroforesis en gel de poliacrilamida para cuatro experimentos independientes. En cada imagen, a la
izquierda, se evidencia el gel con tincion en azul de Coomassie; a la derecha inferior, la intensidad de las
bandas en gel expresadas en areas por el ImageJ; a la derecha superior, se observa la densitometria de las
bandas entre 55y 70 kDa y, por ultimo, a través de la franja de las bandas de interés en escala de grises se
resaltan las bandas que, por su peso molecular, corresponden con HSPa y HSPp.
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HPI S437+SSV8 S437+SSV8 S437+SSV8 S437+SSV8 Promedio
Réplica (1) Réplica (2) Réplica (3) Réplica (4) +/-0.8

24 Control 1 1 1 1 1
24 HPI 1,540593 1,143958 1,536471 1,904847 1,531467
48 Control 1 1 1 1 1
48 HPI 1,908975 1,786051 3,250856 1,248255 2,048534
72 Control 1 1 1 1 1
72 HPI 2,240874 2,203281 5,29626 2,442525 3,045735
96 Control 1 1 1 1 1
96 HPI 2,126093 1,964426 4,639186 1,025532 2,438809

Tabla 18. Nivel relativo de HSP en gel. Los valores de SDS-PAGE obtenidos en las réplicas
normalizados con el control a 76 °C. De esta manera, se destacaron las correspondientes diferencias en el
incremento de proteinas termoestables en los tratamientos por choque térmico frente al control. +/- Error

de la media.
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Figura 39. Andlisis densimétrico para gel SDS-PAGE de infeccién viral por SSV8 para Sulfolobus
solfataricus P2. Nivel relativo de HSP en gel. Para todos los tratamientos de estrés térmico desde 85 °C,
el nivel de incremento se mostr6 superior al control, cuyas células no fueron sometidas a estrés térmico
sostenido en 76 °C. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Por otra parte, las bandas se hicieron visibles de acuerdo con el peso molecular, asi, para el caso
de interés, las ubicadas alrededor de ~60 kDa estuvieron presentes con diferentes grados de
intensidad y en la mayoria de los geles estudiados, por ello, fueron potencialmente apreciables
dos bandas sugeridas correspondientes para HSPo. y HSPP visualizadas en la Figura 37. Los
resultados de la densitometria de las réplicas evaluadas con ImagelJ fueron promediados y
normalizados en relacion con los valores de los controles no infectados, con la finalidad de
estandarizar y evaluar los datos obtenidos con los cultivos infectados y consignados en la Tabla
18.

A las 24 horas, la infeccidn viral a Sulfolobus solfataricus P2 por SSV8 marc un incremento
relativo de las HSP de 0,5 (relacion &rea/intensidad) respecto con el control en el mismo periodo,
tal como se muestra en la Figura 38. A la hora 48 de postinfeccion, el incremento de las HSP en
los cultivos infectados fue de 1,0, de 2,0 para las 72 horas y 1,4 para las 96 horas; estos
incrementos se establecieron en relacion con los respectivos controles no infectados
“cosechados” en los mismos periodos durante las horas posteriores a la infeccion, esto es, 72 y
96 HPI.

Asimismo, al observar el efecto de los puntos de tiempo en los valores, se evidencid la existencia
de un patrdén consistente y claro en el tiempo en el que las HSP aumentaron entre los intervalos
de cada 24 horas, esto en las células infectadas frente a las no infectadas y los valores de

porcentaje de inhibicidn significativamente mas altos, tal como se expone en la Figura 40.
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Figura 40. Porcentaje de inhibicion 24-96 HPI. Los valores del AUC de acuerdo con lo realizado por
Ceballos et al. (2020). Cada intervalo de tiempo mostrd poblaciones reducidas pero constantes de
Sulfolobus solfataricus P2 en todas las fases de crecimiento en comparacién con el control no infectado.

Se utilizo el area bajo la curva (AUC) como medida del porcentaje de inhibicion (PI), asi, SSV8 exhibe
un Pl de 8,57 %.

La diferencia poblacional entre los cultivos no infectados frente a los infectados con SSV8
estuvo alrededor del 51 %, esto conforme con los valores determinados en el AUC de la Figura
35. Cuando los cultivos especificos fueron cosechados cada 24 horas, los valores del AUC en
cada intervalo de tiempo mostraron cémo la poblacion de Sulfolobus solfataricus P2 presentaba
poblaciones reducidas, pero constantes, en todas las fases de crecimiento en comparacion con el
control no infectado, lo que indicd que SSV8 tiene un comportamiento de reproduccién y
liberacion viral no litica, es decir, garantiza la liberacion del virus sin generar la muerte en la
célula hospedera (Ceballos et al., 2020).

4.4  Monitorizacion de la transcripcion de genes thsA 'y thsB por gRT-PCR en las células

sometidas a estres térmico y viral

Para determinar los niveles de expresion de los genes thsA y thsB que codifican para la sintesis

de las proteinas HSPo y HSP bajo las condiciones de estrés térmico y viral, se extrajo el RNA
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total de muestras de cultivo de las células de Sulfolobus. EI RNA de Sulfolobus solfataricus P2
obtenido presentd ratios de absorbancia a 260/280 entre 1,8 y 2,1, esto como indicativo de RNA
de alta pureza e integridad, igualmente, no se observo contaminacion de DNA genémico, por lo
tanto, se obtuvo un RNA no degradado (Figura 41).

tfliD thsA
qPCR qgPCR

142 pb Tamafio
91 pb Tamario esperado del
esperado del producto

producto
100 bp ==p- P )

A = EZ Load 100 bp Marcador molecular(BioRad)
1=qPCR flID 10°

2 =qPCR tflID 10°

3 =cDNAS. solfataricus control 24 HPI

4 = qPCR thsA estandar 10°

5 = qPCR thsA estandar 10°

6 = cDNA S. solfataricus control 24 HPI

Figura 41. PCR en muestras de RNA después del tratamiento con DNasa. Las amplificaciones
denotan que las muestras de RNA no tuvieron contaminacion de DNA. Los cebadores utilizados
HouseEXtFWD y HouseEXIREYV se dirigieron al gen tflID de mantenimiento (filas 1-3). En las filas de la
cuatro a la cinco, el producto del gen de thsA de Sulfolobus solfataricus P2 a 24 horas de infeccion por
SSVs8.

Se utiliz6 el gen tflID (factor de transcripcion 11D) como housekeeping, pues este constituye el
complejo de preiniciacion de proteinas Utiles en la transcripcion genética en arqueas, esto con el
fin de tener un control enddgeno y de mantenimiento comparativo con los productos previos de
los genes thsA y thsB (Figura 41). Para el ensayo de qRT-PCR, se utilizaron 100 ng de cada
cDNA (DNA complementario) de los genes de thsA y thsB en cada reaccién, donde se llevd a

cabo una retrotranscripcion inversa para sintetizar DNA a partir del RNA que codificé para la
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sintesis de las proteinas de choque térmico HSPo y HSPp, lo que incluyo el PCR estandar
mostrado en la Figura 42.

thsA thsA thsB  tfliD tfllD thsB
qPCR Ext qPCR Ext gPCR Ext

1,000 pb 1,000 pb
700 pb : £ _ <= 700 pb
500 pb map 3 =500 pb
300 pb -

200 pb _—
100 phmapf S i o TP

+ = S. solfataricus gADN

- = Agua (control negativo)
A =EZ Load 100 pb MolecularRuler (BioRad)

Figura 42. PCR para generacion de los estandares. Durante el proceso de extraccion de RNA, pudo
estar presente DNA gendmico, lo que pudo generar un falso resultado. Este gDNA se eliminé previo a la
retrotranscripcion del mMRNA para garantizar una muestra de RNA con alta pureza.

Para la amplificacion del cDNA, se emplearon oligonucle6tidos especificos (forward y reverse),
estos actuaron como cebadores de la accion de la polimerasa al permitir la amplificacion de los

genes que expresaron para thsA y thsB durante los eventos de estrés térmico y viral.

Durante el proceso de extraccion de RNA, pudo estar presente DNA gendémico, lo que pudo
generar un falso resultado, debido a que este gDNA puede amplificarse durante la PCR, por esta
razon, se elimind dicho DNA previo a la retrotranscripcion del mRNA para garantizar una

muestra de RNA con alta pureza (Figura 42).

Para determinar la especificidad del cebador, se realizé el ensayo con un solo amplicon y sin
dimero de cebador, asi, los ensayos de gPCR se validaron mediante un gel de agarosa para
asegurar que solo estaba presente el producto objetivo sin otros elementos como dimeros de los
cebadores o primers (Figura 43).
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1,000 pb

Template: Non-reverse Transcribed RNA from:

1=S. solfataricus control 24 HPI 6 = S. solfataricus HS 85°C for 30 min

2 = S. solfataricus control 48 HPI 7 = S. solfataricus HS 85°C for 60 min

3 = S. solfataricus infected SSVRH 24 HP1 8 = S. solfataricus 85°C infected with SSVRH for 30 min
4 = S. solfararicus infected SSVRH 24 HPI 9 = S. solfataricus 85°C infected with SSVRH for 60 min
5 = S. solfataricus control at 76°C 10 = negative control water

A = 500 pb Marcador (BioRad). B= EZ Load 100 bp Molecular Ruler (BioRad)
11 = PCR Control positive S. solfataricis gDNA

Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de qPCR de estdndares y muestras. La
especificidad del cebador y el ensayo con un solo amplicon y sin dimero de cebador. Asimismo, los
ensayos de gPCR se validaron a través de un gel de agarosa para asegurar que solo estaba presente el
producto objetivo sin otros elementos como dimeros de los cebadores o primers.

Otro medio de validacion fueron las curvas de calibracién (melt curve) con la quimica de SYBR
Green en los ensayos de gPCR, cuyos picos observados fueron “limpios”, es decir, sin presencia
de contaminantes, lo que garantizé la no presencia de productos secundarios para HSPa, HSPP y
el gen tflID (Figura 44).



118

Melt Curve Melt Curve Melt Curve
f

120 i
d
100 ﬁ

thsB
qPCR

850 00 950 050 700 50 0o 0 w0

|ma we mc WD WE WF (WA me mc mo We mF L]

Figura 44. Andlisis de la curva de fusién en cebadores y ensayos de gPCR de nuevo disefio. Se
presentan los estandares y todas las muestras analizadas. Un solo pico muestra un solo producto y ningdn
dimero de cebador, mientras que los picos con la misma temperatura de fusion exponen la especificidad
del objetivo (misma secuencia de producto).

Con el proposito de validar y estandarizar los resultados de qPCR, asi como la transcripcion de
los genes que codificaron las subunidades proteicas HSPa y HSPP, se construyeron curvas
estandar en un rango de 102 a 108 copias de genes, con pendientes que iban desde -3,3a-3,5y

con un valor R? de 0,960, lo que ofrecié una mayor confianza (Figura 45).
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Figura 45. Curva estandar generada para los ensayos de qPCR alfa HSPa y HSP. Se obtuvieron
curvas lineales en un rango de 102 a 108 copias de genes, con pendientes que iban desde -3,3a -3,5y
valores R? de 0,960 a 1. Lo anterior con el fin de validar y estandarizar los resultados de gPCR, y la
expresion de las subunidades HSPo y HSPB con un valor R? de 0,960, lo que ofreci6 una mayor
confianza.
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45  Transcripcion de los genes de chaperoninas HSPa y HSPB en los diferentes

escenarios de estrés en Sulfolobus solfataricus P2
45.1 En choque térmico

La expresion de HSPo y HSPP en los diferentes tratamientos de estrés por choque térmico
(Figura 46) mostré niveles reducidos y estables en el control a 76 °C, donde se destaco un leve
incremento de la subunidad HSP respecto con HSPa. En el tratamiento del choque térmico a 80
°C por 30 minutos también se encontr6 esta diferencia, pero con un mayor incremento en los
niveles de RNA mensajero de la subunidad HSPp frente a HSPa. En contraste, en los 85 °C,
transcurridos 30 minutos del tratamiento, se encontr6 que HSPa y HSPB tuvieron una
acumulacion menor de mRNA significativamente mas baja, incluso, en comparacién con la el

cultivo de control y los tratamientos previos.
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Figura 46. Cuantificacion relativa de las transcripciones del gen HSPa y HSP B en Sulfolobus
solfataricus P2 en choque térmico. A.) Mostro niveles reducidos y estables en el control a 76 °C, leve
incremento de la subunidad HSPP respecto con HSPa. En choque térmico a 80 °C por 30 minutos, Se
encontrd esta diferencia, pero con un mayor incremento en los niveles de mMRNA de la subunidad HSPJ
frente @ HSPa. A los 85 °C por 30 minutos, HSPa fue mayor que el control y los tratamientos a menor
temperatura de estrés. B.) La ratio entre los genes que codificaron cada subunidad establecid la
prevalencia al alza de HSPf sobre HSPa en las diferentes condiciones de estrés, excepto en el episodio de
estrés a los 85 °C por 15 minutos.

Segun lo determinado por el cambio en la transcripcion del gen tflID de mantenimiento, HSPB
presentd un maximo en la transcripcion a los 30 minutos de estrés térmico a 85°C en contraste
con HSPa. Después de 60 minutos a 85°C, los transcritos de ambas subunidades se igualaron con
niveles similares del cultivo control no estresado. La acumulacion de mensajeros diferencial de
HSPB, en comparacion con HSPa a los 30 minutos de estrés a 85°C, concord6 con lo planteado
por Chaston et al. (2016) y Trent et al. (1990).
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4.5.2 En infeccion por SSV8

En los experimentos donde Sulfolobus solfataricus P2 se infectd con SSV8, se establecieron
periodos de medicion de la infeccion cada 24 horas, asimismo, se evaluaron las muestras de las
24 y 48 horas, esto en consideracion de que este tiempo correspondi6 con los periodos de mas
incremento poblacional de la fase exponencial, puesto que, para la hora 72 postinfeccion, las
células estaban en fase estacionaria y, en el periodo de la hora 96, el cultivo presentaba cierre de

la fase estacionaria e inicio de la fase de muerte celular.

El control de células de Sulfolobus no infectadas mantuvo las mismas condiciones de
crecimiento (76 °C y 120 rpm). Por otro lado, los cultivos infectados, exitosamente (densidad
Optica ~ 0,15), en el inicio de la fase exponencial mostraron niveles bajos de transcripcion de los
genes codificantes de HSPa y HSPB, en comparacion con el control a las 24 horas, pese a ello,
resalté una diferencia amplia en la expresion del gen HSPB frente al gen HSPa en el mismo
periodo postinfeccion (Figura 47). Finalmente, a las 48 horas del proceso infectivo, la
transcripcion de genes HSPa y HSPP tuvo un comportamiento similar al presentado en el control
no infectado; de este modo, en ambos grupos observados, se identific6 un incremento
considerable en la expresion de los genes de HSPB frente a HSPa. En los cuatro tiempos
evaluados de los cultivos infectados y no infectados, la expresion del gen HSPa fue menor en
todos los intervalos de tiempo, esto en contraste con la expresion obtenida en HSPJ, la que

marcé un pico maximo de 10,49 veces superior respecto con HSPa.
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Figura 47. Cuantificacién relativa de las transcripciones del gen de HSPa y HSPB en Sulfolobus
solfataricus P2 infectados con SSV8. A.) Niveles bajos de transcripcion de los genes codificantes de
HSPa y HSPB en los cultivos infectados en comparacion con el control a las 24 HPI, asi, se destaco una
diferencia amplia en la expresion del gen HSPP frente al gen HSPa. A las 48 horas del proceso infectivo,
la transcripcion de genes HSPa y HSPP tuvo un comportamiento similar al presentado en el control no
infectado. B) La ratio entre los genes que codifican cada subunidad mostr6 la prevalencia al alza (2x) de
HSPB sobre HSPa en las diferentes condiciones de estrés, y con un maximo cinco veces superior a las 24
HPI.

La transcripcion de los genes HSPa y HSPB fue menor en los cultivos infectados que en los
controles no infectados a las 24 HPI, mientras que esos niveles se igualaron a las 48 HPI. El gen
HSPp tuvo un mayor nivel de transcripcion frente al gen HSPa a las 24 HPI, esto con una razon
de 10,49 y a las 48 HPI de 2,29; estos niveles indicaron que estos genes codificaron HSP a y

como una sugerida reaccion por parte de Sulfolobus ante la infeccién por SSV8.
4.5.3 En infeccion por SSV8 + choque térmico

En consideracion con los resultados observados en los eventos de estrés por choque térmico a 85
°C, las células Sulfolobus solfataricus P2 infectadas por SSV8 a las 24 y 48 horas postinfeccion

se sometieron a estrés térmico a 85 °C durante 30 y 60 minutos; asi, se mantuvo un cultivo de
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control no infectado a 76 °C y a 120 rpm, y cultivos de control no infectados, pero si sometidos a
estrés térmico a 85 °C por 30 y 60 minutos. La determinacion de los niveles de RNA mensajero
de los genes HSPa y HSP en estos eventos sugirio que la expresion de HSPP fue mayor a HSPa
en todas las condiciones evaluadas en control y en choque térmico e infeccién, lo que presentd
los méaximos niveles a los 30 minutos del estrés térmico en células no infectadas e infectadas
(Figura 48).

Finalmente, en este mismo periodo de los 30 minutos del estrés térmico, los cultivos infectados
por SSV8 presentaron un aumento en los niveles de mMRNA de los genes de HSPa y HSPpB
(Figura 48 A), por ello, se tom6 como referencia el control no infectado, incluso, al comparar los
demas tratamientos. Se destaco, en este escenario de doble condicion de estrés, que el gen HSPa

tuvo un incremento a razon de 0,84 frente a 0,34 del escenario no infectado.

Los periodos del estrés térmico de 30 y 60 minutos a los que fueron sometidas las células
infectadas sefialaron que, aun en condiciones de doble estrés, las células Sulfolobales infectadas
por SSV8 presentaron altos niveles de transcripcion de los genes de las chaperoninas a y B, esto

como respuesta a los factores de afeccion térmica y viral.
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Figura 48. Cuantificacion relativa de las transcripciones del gen HSPa y HSPB en Sulfolobus
solfataricus P2 infectado con SSV8 y en condicion de choque térmico. A.) Al presentarse un evento
estresante por choque térmico de 85 °C por 30 y 60 minutos a células infectadas con SSV8, la
transcripcion de los genes HSPo y HSPP sugirié una sobreexpresion de proteinas de choque térmico en
relacion con el control no infectado y a temperatura de 76 °C. En este caso, ambas subunidades HSPa y
HSPB mostraron un comportamiento al alza en contraste con otros episodios de estrés probados en esta
investigacion. La ratio entre los genes que codificaron cada subunidad establecio la prevalencia al alza de
HSPB sobre HSPa en células infectadas con SSV8 y luego sometidas a choque térmico, asi, se destaco el
alto nivel de transcripcion de HSPa a 85 °C por 30 minutos después de 24 HPI.
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5 Discusion

5.1 Comportamiento de Sulfolobus solfataricus P2 y expresion de las HSP ante

escenarios de estrés térmico y viral por SSV8

La efectividad del proceso de infeccion se probo a través de los ensayos de formacion de halos
para cada periodo postinfeccion, de este modo, la titulacion efectuada cada 24 horas mostré una
efectiva tasa de produccion viral. Para la inoculacion, se usé una concentracion de 5,44 x 10’
células/mL vy, al finalizar las 96 horas postinfeccion, la concentracion se ubicé en 5,51 x 108
células/mL. Lo anterior demostr6 una infeccion productiva por parte de SSV8 al huésped
Sulfolobus solfataricus P2; estos datos promedio se obtuvieron a partir de los experimentos

realizados de manera independiente.

El virus SSV8 se selecciond por presentar una infeccidn de caracter no litico y un crecimiento
arquetipico (Ceballos et al., 2020), asi, la inhibicion del crecimiento celular en los cultivos
infectados tratados generé una disminucion en los tiempos de las fases exponencial y
estacionaria, esto en comparacion con las fases del control. Por ello, se constatd una disminucion
de la poblacion de Sulfolobus solfataricus P2 frente a la poblacion control no infectada en los
mismos intervalos de tiempo. Por otro lado, las curvas de crecimiento permitieron establecer que
el comportamiento de las células de Sulfolobus solfataricus P2 en las diferentes fases de
crecimiento (exponencial, estacionaria y muerte) tuvo marcadas diferencias cuando el estrés fue

causado por choque térmico y por infeccion viral.

En este sentido, en algunas investigaciones previas, el comportamiento por estrés térmico se
habia estudiado hasta la fase exponencial, no obstante, en la presente tesis se evalud el estrés
térmico hasta la fase de muerte, con el fin de evaluar el ciclo completo de estrés en Sulfolobus

solfataricus P2 y comparar dicho ciclo en el estrés inducido por SSV8.

En el choque térmico a 80 °C, las diferencias no fueron evidentes, puesto que esta temperatura ha
sido reportada dentro de los niveles naturales del hébitat de Sulfolobus solfataricus P2
(Guagliardi et al., 1994; Li et al., 2012; Yaoi et al., 2004). Por el contrario, en cuanto a las células
afectadas por infeccion con SSVS, las fases de crecimiento estuvieron presentes, pero
mantuvieron una regularidad limitada y reducida por la inhibicion del virus, esto en comparacion

con ¢l control no infectado.
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A 85 °C, el estrés térmico afecto la fase estacionaria en dos fases de leve incremento y otras de
decrecimiento antes de iniciar la fase de muerte celular; esta bifase estacionaria de las células
expuestas a choque térmico se presentd por cerca de 50 horas frente a 24 horas del control no
expuesto a choque térmico. Igualmente, a 90 °C, el estrés al que fueron sometidas las células
produjo un corte abrupto en la fase exponencial y una ausencia de la fase estacionaria, lo que
acelero y paso, directamente, a la fase de muerte celular a las 144 horas, esto en relacion con el

control a 76° C que lleg6 a las 192 horas.

Lo anterior indico que, a pesar de que las HSP tuvieron una funcion adaptativa y de regulacion a
temperaturas superiores a 80 °C, esta se dio por periodos cortos (15-120 minutos) (Han et al.,
1997; Kagawa et al., 1995; Trent et al., 1994; Trent, 1996), sin embargo, si hubieran sido
superiores a mas de 4 horas, los cambios hubieran sido letales en el ciclo de vida de las células.
Esto contrasta con lo observado en las células infectadas que mantuvieron un comportamiento
con sus fases de crecimiento, arquetipo similar a las células no infectadas, lo que sugiri6 una
mayor estabilidad de las HSP en un estrés por infeccion viral, al menos, en el caso de Sulfolobus
solfataricus P2 y SSV8; esto es de sumo interés, puesto que, en estudios posteriores, se deben
evaluar las condiciones de infeccion en huéspedes de procedencia geogréfica diferente y en

condiciones de especiacion (alopatrica y simpatrica) (Ceballos et al., 2020).

La funcién y el rol de las HSP han sido bien documentados en estudios sobre estrés por choque
térmico en sulfolobales (Han et al., 1997; Roy et al., 2018; Trent, 1996; Trent et al., 2003; Yaoi
et al., 2004), por otro lado, su presencia en otros tipos de estrés celular también ha sido
referenciada como en el estrés oxidativo (Kort et al., 2013; McCarthy et al., 2016). La relacion
entre Sulfolobus y sus virus se ha enfocado en los procesos de resistencia y eficacia de la
infeccién (Ceballos et al., 2020; Contursi et al., 2006; Prangishvili et al., 2001; Rice et al., 2001;
Snyder et al., 2003; Stedman et al., 2003), y en la caracterizacion genética de virus y el huésped
(Jaubert et al., 2013; Munson-Mcgee et al., 2018; Stedman et al., 1999).

No obstante, respecto con la presencia y la expresion HSP en el estrés causado por infeccion
viral, no se reportd informacion y estudios previos para el caso de Sulfolobus solfataricus P2 con
SSV8. Por esta razon, la presente investigacion se centro en la identificacion de los incrementos

de las HSP identificados en las células sulfolobales ante fendmenos de estrés por infeccion viral.
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El recorrido experimental realizado partié de los resultados de Kagawa et al. (1995) y Trent et
al. (2003), donde los cultivos de Sulfolobus shibatae se sometieron a escenarios de estrés por

choque térmico, lo que hizo evidente la sobreexpresion de HSP en esos eventos (Figura 2).

Para el caso de la presente investigacion, se sometieron células de Sulfolobus solfataricus P2 a
tres condiciones de estrés: (1) choque térmico (80 °C, 85 °C y 90 °C) durante tres periodos (15,
30 y 60 minutos) junto con un cultivo de control (76 °C); (2) infeccién por SSV8 y seguimiento
postinfeccidn cada 24 horas para los cultivos infectados y el control sin infeccion; (3) ensayos de
choque térmico a 85 °C por 30 y 60 minutos a las 24 y 48 horas del proceso infectivo, esto junto

con un control en condiciones de no estrés térmico ni por infeccion.

A estos grupos de células de Sulfolobus solfataricus P2 se les evalud la presencia y la produccién
de las HSP en los diferentes tratamientos, esto mediante la visualizacién y la cuantificacion de
HSP en geles (PAGE), la concentracion proteica con el ensayo de Bradford y la determinacion
de los niveles de RNA mensajero de las subunidades HSPa y HSPB (RT-gq PCR), con el fin de
identificar las respuestas de Sulfolobus ante tres episodios de estrés.

En relacion con el choque térmico, los resultados coincidieron con lo reportado en
investigaciones previas para este tipo de estrés (Kagawa et al., 1995; Trent, 1996). Asi, los
niveles de HSP presentaron incrementos considerables y evidentes cuando las células
sulfolobales eran sometidas al estrés térmico, esto en contraste con las células de control no

expuestas al choque de calor.

Los geles obtenidos en PAGE en los ensayos donde Sulfolobus solfataricus P2 fue infectado con
SSV8 presentaron una intensidad mayor en las bandas de muestras de células infectadas frente a
las de control no infectado, lo que fue consecuencia de un posible incremento en proteinas de
choque térmico ante la infeccidn. Esto ultimo representd una constante en las réplicas obtenidas
en los experimentos independientes bajo los mismos procedimientos metodoldgicos, lo que fue
respaldado con los resultados de andlisis densitométrico, donde la densidad relativa de HSP en
los geles fue mayor a los respectivos controles. Para determinar que la mayor intensidad de las
bandas era generada por el aumento de HSP en los tratamientos de células infectadas por SSV8,
se evalud la concentracién proteica con el ensayo de Bradford después del proceso de

purificacion de proteinas termoestables del lisado a 92 °C por 30 minutos.
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Los datos obtenidos mostraron incrementos en la concentracion proteica en los cultivos
infectados, gradualmente, cada 24 horas, esto en comparacion con el control no infectado con

diferencias promedio de 2,38 pg/mL frente a los cultivos no infectados.

5.2  Niveles de transcripcion de los genes HSPa y HSPB en estrés viral por SSV8 en

Sulfolobus solfataricus P2

La transcripcion de los genes HSPa y HSPB en las primeras 24 HPI a 76 °C fue menor a la
expresada en el control no infectado. De este modo, a las 48 HPI, la transcripcion de los genes de
las proteinas de choque térmico en condiciones de infeccion se aproximo al control, sin embargo,
se tuvo en cuenta que la poblacidén infectada fue menor a la poblacion control de acuerdo con el
comportamiento observado en el AUC (Figura 35, B). Por lo tanto, se sugirié que un menor
numero de células sulfolobales en presencia de un factor viral expresaron HSPa y HSPp, esto en
igual proporcion que un mayor numero de células no sometidas a ningin factor estresante; lo
anterior permitio inferir que hubo una sobreexpresion de chaperoninas cuando las células de
Sulfolobus solfataricus P2 se sometieron a infeccion por SSV8 (Figura 47), no obstante, es

necesario realizar mas replicas que ayuden a validar los datos encontrados.

Por otra parte, en los periodos (24 y 48 horas) de la postinfeccion, la expresion del gen HSPa fue
menor que HSP (Figura 47). La condicion de estrés térmico que tuvo mayor expresion fue la de
85 °C por 30 y 60 minutos, por ello, Sulfolobus solfataricus P2 se sometié a una doble condicion
de estrés: choque térmico 85 °C + infeccidn viral, con la finalidad de analizar los niveles de
MRNA de las chaperoninas HSPa y HSPp; se sugirio una posible sobreexpresion en
comparacion con el control no infectado y no sometido a choque térmico. En ambos casos, se
evidencié mas transcripcién en células infectadas sometidas a choque térmico que en células no
infectadas, lo que tuvo sentido al considerar que la renovacién del mRNA y la sintesis de

proteinas se podrian haber completado.

Este incremento de HSP en condiciones de infeccion viral pudo ser el resultado de la
acumulacion de una gran cantidad de proteinas liberadas por el virus, las que quedan presentes
en el citoplasma de Sulfolobus solfataricus P2, asi, son desplegadas en esta area celular y en
potencial accion de agregacion o aglomeracion al estar las sefiales de produccion de HSPa y
HSPB.
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Esta condicion “activaria” para controlar esas potenciales aglomeraciones de proteinas en el
huesped, lo que cumpliria su funcion de plegamiento y regulacién de proteinas en la célula. Bajo
dicha perspectiva, surgié un cuestionamiento frente a la manera en la que ese posible aumento de
proteinas virales y proteinas del huésped en el citoplasma activaria la respuesta de expresion de

las HSP de manera ambigua y sin tener en cuenta el origen de estas.

5.3  Potenciales causas de la alta regulacion de HSP en Sulfolobus solfataricus P2 por

infeccion viral causada por SSV8

Con el caso de la doble condicidn de estrés (choque térmico 85 °C + infeccidn viral por SSV8),
se dio un respaldo a esta posible accién, puesto que, al generarse el incremento natural por estrés
térmico, sumado esto con la presencia de proteinas de origen viral, la demanda de produccién de
HSP fue sobrerregulada y expresada a un nivel alto en HSPa y HSP. Sin duda, esto explico el

motivo por el que la sobreexpresion se dio a un nivel alto en ambas chaperoninas.

Dentro de las funciones alternas que se han reportado de las HSP, estd la de proteccion y
acompafamiento a las nuevas proteinas y a las recién plegadas para evitar su desnaturalizacion
durante los episodios de estrés, por ello, estos incrementos de las HSP actllan como una potencial
respuesta de defensa celular o inmunitaria primaria (Hightower, 1991) de Sulfolobus solfataricus
P2 frente a la infeccion por SSV8. Esto podria ser consecuencia de una accién por parte de los
virus, en vista de que estos pueden provocar dafio celular debido al mal plegamiento, la
degradacion y la agregacion insoluble de proteinas de la célula, asi, las HSP podrian actuar como

“reparadores” de esos sistemas proteicos.

Por otra parte, se ha planteado que los complejos de chaperoninas del grupo Il (HSP60) pueden
formar redes de estructuras filamentosas similares al citoesqueleto en bacteria y eukarya en la
superficie intracelular de la membrana en sulfolobales, con el fin de mantener la forma y la
estabilidad celular (Trent et al., 2003). El resultado obtenido en esta tesis sefiald que Sulfolobus
genera una alta expresion de HSP ante el estrés viral y el ingreso de proteinas virales, donde,
posiblemente, se presenta un uso de la maquinaria celular por parte del virus para plegar las
proteinas virales (Figura 49) a traves del termosoma proteico, el que es conformado por la
subunidad HSPB que predomina en la formacion de los complejos al igual que en el estrés

térmico.
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Figura 49. Representacion de la respuesta sugerida de las HSP en la célula de Sulfolobus ante el
estrés por infeccidn viral con SSV8. Sulfolobus genera una alta expresion de HSP. Ante el ingreso de
proteinas, se presentd un uso de la maquinaria celular por parte del virus para plegar las proteinas virales
a través del termosoma proteico, conformado este por la subunidad HSPB que predomina en la formacion
de los complejos al igual que en el estrés térmico.

La sobrerregulacion de HSP en los episodios de estrés viral podria tener un punto de conexion
con lo descrito, puesto que, al momento del ingreso del virus a la célula, se gener6 la adsorcion y
la penetracion por endocitosis, donde se puede producir una afeccion temporal de la membrana
celular; esto ultimo conllevaria a que esta estructura citoesquelética conformada por HSP sufriera
una disrupcion o fragmentacion, por consiguiente, se presentaria una recuperacion inmediata de
estas estructuras para mantener la estabilidad de la célula. De igual manera, esto se evidenciaria
al momento de la expulsion por gemacion no litica de los viriones, lo que generaria el

incremento de las HSP ante la constante afeccién de la membrana.

Es preciso tener en cuenta que una posible coevolucion del huésped (alopatrico y simpatrico) y el
virus pudo dar, como resultado, una membrana celular en el huésped, esta con caracteristicas de
menor o0 mayor resistencia a los mecanismos de adsorcion y penetracion del virus en la superficie
de la membrana, por esto, se facilitaria la gemacion o la lisis celular segun el caso (Ceballos et

al., 2020). Sin embargo, se requieren mas estudios para determinar si en la fase de multiplicacion
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de los viriones en el citoplasma celular estos hacen uso de las HSP del huésped para formar la

estructura viral.

La induccion de HSP pudo ser el resultado indirecto de la rapida acumulacién de una gran
cantidad de proteinas virales presentes en el nucleo y el citoplasma de la célula huésped, lo que
daria como resultado que HSP60 secuestrara y liberara HSF para la transcripcion del gen de
choque térmico. De esto surgio otra cuestion sobre la actuacion de SSV8 y otros tipos de virus
SSV en las diferentes especies de Sulfolobus, es decir, su posible capacidad de “secuestrar “la
maquinaria de las chaperoninas para usarla como herramienta en el correcto plegamiento de las
proteinas virales, asi como para su correcto ensamblaje en componentes y estructuras durante las

diferentes fases del ciclo de replicacién de los viriones.

Con los datos obtenidos, fue posible sugerir que los niveles de expresion de las HSP si presentan
una sobrerregulacién en presencia de un factor estresante viral, al menos, respecto con

Sulfolobus solfataricus P2 al ser infectado con SSV8.

Por lo tanto, la hipdtesis principal result6 ser verdadera de acuerdo con los resultados obtenidos,
en virtud de que se encontré una significativa concentracion proteica durante los periodos de la
postinfeccion. En este aumento de proteinas pudo haber proteinas de origen viral, pero la
expresion de HSPa y HSPB sugirié una produccion de proteinas de choque térmico alta en
comparacion con células no infectadas, esto respaldado por los resultados alcanzados luego de la

purificacién de proteinas termoestable (Figura 37).

Anélogamente, se destaca lo encontrado en la transcripcion de las dos chaperoninas HSPa y
HSPp en presencia de dos factores estresantes: el térmico y el viral, lo que fue mas significativo
en los experimentos realizados en contraste con los eventos de estrés térmico y viral por
separado; se tuvo una llamativa sobreexpresion de ambas chaperoninas no reportada en eventos

de estrés térmico.

La “estabilidad” al estrés, propuesta también en la hipotesis, se reflej6 en los niveles de
expresion de HSP pasados los 30 minutos del choque térmico y las 72 horas para la infeccion por
SSV8, donde estos se redujeron, pero mantuvieron diferencias al alza frente a los controles. Asi,
los resultados revelaron que la célula de Sulfolobus, ante dos eventos de estrés, genera altos

niveles de expresion de HSP y aumenta la potencial formacion del termosoma, compuesto de las
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dos subunidades HSPa y HSP (Figura 50); esto mostré una alta resistencia y funcionalidad de

las HSP en otros escenarios estresantes en este organismo.
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Figura 50. Representacion de la respuesta sugerida de las HSP en la célula de Sulfolobus ante estrés
por choque térmico a células infectadas con SSV8. La célula de Sulfolobus, ante dos eventos de estrés,
genera altos niveles de expresion de HSP y aumenta la potencial formacion de termosomas, compuestos
de las dos subunidades HSPa y HSP. Esto sugirié una alta resistencia y funcionalidad de las HSP ante
otros escenarios estresantes en este organismo.

En este orden de ideas, la segunda hipotesis planteada establecid que los niveles de expresion de
las HSP con otras fuentes de estrés en Sulfolobus eran los mismos producidos cuando la causa es
el estrés por choque térmico; esto se confirmd al evaluar los resultados en los tres tipos de estres
a los que se sometié Sulfolobus solfataricus P2 (térmico, viral y combinado). Asimismo, los
niveles de expresion de las HSP incrementaron cuando las células sufrieron episodios de estrés
por causa de choque térmico, lo que se determind al comparar células control que no fueron

sometidas a las condiciones estresantes.

En los tratamientos de estrés térmico (80 °C, 85 °C y 90 °C) realizados en esta investigacion, fue

posible evidenciar que los niveles de concentracion y expresion proteica fueron mayores que los
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controles a 76 °C, puesto que se destaco una mayor diferencia en el estrés térmico a 85 °C por 30
minutos. Los resultados en PAGE, el ensayo de Bradford y el RT- gPCR fueron coincidentes con
lo planteado por Kagawa et al. (1995) y Trent et al. (2003), de esta manera, se validaron los
protocolos de procedimiento para contrastar los resultados por estrés viral y combinado.

En las células sulfolobales infectadas con SSV8, la concentracion de proteinas termoestables
obtenidas por el ensayo de Bradford mostré un incremento de ~10 ug/mL en comparacion con
los experimentos de choque térmico; lo anterior en consideracion de que estos incrementos de

proteinas pueden deberse a la presencia de proteinas de origen viral.

Por esta razon, para descartar la posible influencia de proteinas virales, los niveles de
transcripcion de los genes HSPa y HSPp sefialaron que, a medida que la infeccion avanzaba,
estos eran més altos en la fase exponencial del crecimiento de las células (24 y 48 horas), en
especifico, a las 48 HPI, donde los niveles de expresion proteica de los cultivos infectados

fueron, aproximadamente, iguales a los no infectados.

El nivel de expresion de HSP en el estrés de choque térmico a células infectadas mantuvo el
mismo patron de incremento frente al control, donde resaltaron, considerablemente, los altos
niveles de transcripcion de HSPa y HSPPB a una temperatura de 85 °C, asi como un tiempo de
estrés por 30 y 60 minutos frente a los escenarios donde las células no infectadas se sometieron a
estrés térmico y al control a 76°C.

Respecto con la tercera hipotesis, al comparar la expresion de las subunidades HSPa y HSP en
Sulfolobus solfataricus P2, esto para cada uno de los factores de estrés realizados en esta
investigacion, se identifico que, en los tratamientos por choque térmico e infeccién viral con
SSV8, predomind una mayor transcripcién de genes HSPB sobre HSPa, incluso, en los cultivos
de control a 76 °C. Esto sugirid6 que no existirian cambios significativos en como ambas
chaperoninas se expresan ante eventos de estrés, pues el complejo HSPp tiene una mayor
adaptabilidad a altas temperaturas (Chaston et al., 2016; Trent et al., 2003; Yaoi et al., 2004) y
ante el estrés viral, incluso, en situaciones de estrés duales, debido a que, al someter a células
infectadas al choque térmico, la expresion de ambas subunidades fue sobreregulada, pero con
mayor incremento en HSP.
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La alta transcripcion del gen HSPP representd una constante al alza de la subunidad HSPB,
igualmente, su diferencia en la ratio sobre HSPa establecid que la estequiometria del complejo
proteico en la distribucion de las subunidades que le conforman sufrié cambios generados por el
estrés, fuera este por infeccion viral o choque térmico (Yamamoto y Yohda, 2016).

Esta prevalencia de subunidad HSPB pudo estar relacionada con la interaccion que las regiones
terminales N- y C- de esta proteina tienen con la protuberancia helicoidal del termosoma, lo que
brindaria una mayor estabilidad para mantener la cavidad termosomal ante las condiciones de
cambio y continuar con las funciones de plegamiento proteico, esto segln estudios realizados en
los sistemas pre-plegamiento del termosoma en Pyrococcus y Thermococcus spp, donde HSPB
también esté en alta regulacion (Garbuz, 2017; Yamamoto y Yohda, 2016).

En este sentido, es conveniente aclarar que esto debe ser complementado por estudios posteriores
que permitan asegurar las observaciones iniciales aqui reportadas. En suma, se realizaron
experimentos de estrés viral con SSV8 con Sulfolobus islandicus (S200) y Sulfolobus sp Russian
strain (S150), asi, los resultados (no mostrados en este escrito) en las SDS-PAGE fueron

similares a los reportados con Sulfolobus solfataricus P2 (S437).
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6 Conclusiones

Los resultados obtenidos en los experimentos desarrollados para determinar la regulacion de las
proteinas de choque térmico en Sulfolobus solfataricus P2 ante estrés por infeccion viral con
SSV8 sefalaron lo siguiente.

(1) Dentro de las especies del género Sulfolobus, se encuentra Sulfolobus solfataricus P2 y se
reporta como novedad en esta investigacion una respuesta regulatoria positiva a la
elevada regulacién de HSP en estrés causado por infeccion viral por SSV8. Este
incremento se encontro en las diferentes fases de crecimiento de la interaccion huésped-
virus, lo que fue evidente entre las 24 y 48 HPI correspondientes con la fase exponencial

dentro de la postinfeccion.

(2) Los niveles de expresion de las proteinas de choque térmico que se presentaron en
Sulfolobus solfataricus P2 ante la infeccion por SSV8 fueron equivalentes con los

experimentados por estas células ante el estrés por incremento de temperatura.

(3) Las subunidades de HSPa y HSPp presentaron un comportamiento de expresion similar
al de estrés térmico, esto con una alta predominancia de la ratio de los genes de HSPJ
sobre los de HSPa. Esto sugiere que la variacion en la distribucion estequiométrica de las
subunidades que conforman el termosoma en condiciones de estrés por choque térmico
también se presenta en las células sulfolobales como respuesta regulatoria ante el estrés

viral por SSV8. Asi como la recuperacion a un estado previo al estrés.

(4) La disminucién repentina en la expresion de HSP al principio de la infeccion de SSV8 en
Sulfolobus solfataricus P2 sugiere que los recursos metabdlicos del huésped se han
redirigido; sin embargo, méas adelante en el ciclo de la infeccion, la expresién de HSP

celular se recupera.
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6.1 Conclusions

The results obtained in the experiments developed to determine the regulation of heat shock
proteins in Sulfolobus solfataricus P2 under stress due to viral infection with SSV8 indicated the

following:

(1) Among the species of the genus Sulfolobus, Sulfolobus solfataricus P2 is found and a
positive regulatory response to up-regulation of HSP in stress caused by SSV8 viral
infection is reported as a novelty in this research. This increase was found at different
growth phases of host-virus interaction, which was evident between 24 and 48 HPI

corresponding with the exponential phase within post infection.

(2) The expression levels of heat shock proteins that occurred in Sulfolobus solfataricus
P2 upon SSV8 infection were equivalent to those experienced by these cells upon

increased temperature stress.

(3) HSPa and HSPP subunits presented similar expression behavior upon heat stress, this
with a high predominance of the ratio of genes HSPB over the other HSPa chaperonin.
This suggests that variation in the stoichiometric distribution of subunits that form the
thermosome under heat shock stress conditions is also present in Sulfolobus cells as a

regulatory response to viral stress by SSV8. As well as recovery to a pre-stress condition.

(4) The sudden decrease in HSP expression at the beginning of SSV8 infection in
Sulfolobus solfataricus P2 suggests that host metabolic resources have been redirected;

however, further along in the infection cycle, cellular HSP expression recovers.
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6.2  Futuras investigaciones

El presente estudio permitié formular la siguiente pregunta ;Cudl es el papel que juegan las

proteinas de choque térmico en el control de la replicacion de los virus SSV en los sulfolobales?

En este orden de ideas, se espera que en estudios posteriores se consideren las caracteristicas de
los diferentes tipos de virus (SSV) y su manera especifica de infeccion con los distintos
huéspedes a nivel geogréafico, con un analisis de como pueden actuar en diferentes niveles en la
cascada de eventos que conducen a la expresion y la acumulacién de HSP, asi como el uso que

los virus hacen del sistema proteico del huésped en su beneficio metabdlico y reproductivo.

Asi como también establecer si existe una manera especifica de expresion de las HSP en otros

episodios de alteracion del equilibrio celular en Sulfolobus.
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