Cesql
[

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
Programa de Maestria y Doctorado en

Ciencias Bioquimicas

Estudio de la inulosacarasa de la cepa CW28 de
Leuconostoc citreumy del gen que la codifica

TESIS
que para obtener el titulo de:
Doctora en Ciencias
Presenta:

Vanesa Olivares Illana
vares .

Tutores:

Dra. Clarita Qlvera Carranza
Dr. Agustin Ldpez-Munguia

Cuernavaca, Morelos. ‘ Febrero 2003

N



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS
CON
FALLA DE
ORIGEN



Este trabajo se

realizd en el

Autonizo a 18 Direccion Genere:| ﬁebsli:;it:z\si::napswdsec \eal
ditundir en formato eiecir € f
yoN:lN;:ido de mi trabajo recepcional.

s . ‘ewCS
NOMBRE:J/.QDESQN-QU‘K"‘C“ -
- Tlana

FECHA am

2, Felrced 2603
—2 ]
F|RMA:W

laboratorio de Tecnologia Enzimatica del
Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis del Instituto de Biotecnologia de

la Universidad Nacional Auténoma de México, bajo la direccion del Dr. Agustin
Lopez-Munguia vy la Dra. Clarita Olvera.

>



PAGINACION
DISCONTINUA




Este trabajo fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACyT) a través de donativo 25281-B.

Durante la realizacidon de los estudios de doctorado se contd con una beca para
estudios de posgrado del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) con
el nimero de registro 118116, un complemento de beca de la Direccion General de
Estudios de Posgrado (DGEP, UNAM, México) y dos apoyos del Programa de Apoyo
a los Estudios de Posgrado (PAEP, UNAM, México) con claves 103339 y 203344,

El programa SEP-CONACyT-ANUIES-ECOS Francia a través del Acuerdo México-
Francia relati\(oy.a la formacion y capacitacion para la investigacion cientifica y
tecnoldgica con el proyecto M01-A04, apoyé la estancia de investigacion de tres
meses’vl realizada en el Instituto Nacional de Ciencias Aplicadas (INSA) en Toulouse
Francia.




Con mucho amor a mis papas,
por todo.

A Martin.




Agradezco

A la Dra. Clarita Olvera Carranza y al Dr. Agustin Lépez Munguia por su apoyo y
ensefianzas durante mis estudios de doctorado.

A los miembros de mi comité tutoral, a la Dra. Guadalupe Espin Ocampo, al Dr.
Miguel Lara, al Dr. Enrique Merino, y a la Dr. Gloria Soberdn. Por el interés
mostrado en el proyecto, por sus criticas, sus consejos y sugerencias.

A los miembros del jurado de tesis, a la Dra. Gloria Soberdn, a la Dra. Amelia
Farrés, a la Dra. Martha Argtiello, al Dr. Enrique Merino, al Dr. Sandino Estrada y al
Dr. Rafael Vazquez por el tiempo dedicado a la revisidn de esta tesis, por las
sugerencias que contribuyeron a mejorar este trabajo.

Al Dr. Pierre Monsan y a la Dra. Magali Remaud-Simeon por el apoyo que me
brindaron durante la estancia doctoral que realicé en su laboratorio en el Instituto
Naciona! de Ciencias Aplicadas (INSA), en Toulouse Francia.

Al T.L. Fernando Gonzalez por el extraordinario apoyo técnico que me brindd
durante mi estancia en el laboratorio.

A la T.L. Aurelia Ocampo, gracias por la ayuda que siempre me brindo.

A Verdnica Aldama por la ayuda administrativa con la que siempre conté.




A Agustin por vivir Intensamente todas las experiencias, los experimentos fallidos
(muchos), las sorpresas y las muchas alegrias que este proyecto nos dio. Por el
interés y la preocupacién en mi trabajo, por creer en mi, por los consejos, €sos, ios '
de la vida, por apapacharme cuando estaba triste, pero sobre todo por no
permitirme desistir.

A Clarita por mostrarme que con tenacidad se puede lograr cualquier cosa.

A Martha por las coincidencias académicas, por la ASR y las PCRs inversas por
compartir tu experiencia conmigo y hacer que mi camino fuera mucho mas
amable. Aqui aprovecho para agradecerle a Jérome la televisidn, el mundial y asi
hacer mi estancia en Francia mas divertida. Gracias a los dos por su amistad.

Al Miguel Lara, por el interés mostrado por mi trabajo y por mi futuro, por los
consejos, y la ayuda en mis experimentos, gracias.

A las (os) Lépez, a los que se fueron Marianita, Gus, Laura, Nadia, José Luis,
Fabinho, Martha y Lolita que se acaba de sumar a esta lista, y los que permanecen
Fer, Chelo, Male, Edmundo, Xoch, Mary, Clarita, Sandra, Sandrita la de Altotonga,
Gina, Alina, Marce, Dofia U, Vero y Alex, Gracias por su amistad y su apoyo.

A mis amigos de la maestria Gaby, Lolita, Beto, Gerardo, Gabriel, Genaro, Adriana,
Mauricio, y a los que conoci en el camino, en el Ibt, pero también fuera de aqui, a
Nayeli, Vania, Ponchito Anguiano, Fabian, Chano, Josué, Isadora, Daniel Sanchez,
Leandro Gabriel, Alma, Luis y Hector.

A mis compafieros del fut, gracias por hacer las tardes de martes divertidas.

A Gabriel Gasque por compartir no solo la casa, también la comida, la ropa, y lo

mejor, una verdadera amistad.




A mis amigos de la casa comun Beto, Lolita, Gaby, Marcus y Thomas con los que
comparti mucho mas que una gran casa, gracias por tanta diversién, por la hora
de la risa, los desayunos alemanes, las fiestas y por estar conmigo cuando mas
falta me hacia saber que no estaba sola.

A mis amigos de la vida Nancy, Daniel, Elizabeth, Mauricin, Ruli, Chano, Julio
manotas, y el 0so, porque sé que siempre estaran conmigo a pesar de la distancia
y el tiempo y esto va también para Moncha, Lin, Adriana, Elizabeth, Valentina,
Anita, Karla, y Sara. Graclas por los viajes, las materias en la Universidad, las que
pasamos juntas y las otras. Gracias.

A mi nueva familia que esta slper, Patricia, Yoame y Edgardo.

Y aqui regreso al principio ya que ademas de dedicar esta tesis a mis papas
también quiero agradecerles el gran esfuerzo que hicieron no solo en educarme,
también en entenderme y respetar la manera en la que decidi vivir, en estar
conmigo y apoyarme auque no siempre les fue facil. Gracias por ayudarme a ser lo
que ahora soy. Gracias porque son los mejores!. Gracias a mi hermanita Mariana
por ser tan especial, a Mario, a Carmen y a Mario pequefio por darle sentido a la
palabra familia.

A Martin, mi futuro, porque ahora se que puedo estar enamorada y sin embargo,

ser feliz!




INDICE Pagina
INDICE DE FIGURAS ....ccooreiriremsssensessessensrssnnnssnnsrsrassssansessssssnsnsessnssisssssnsssns |
iNDICE DE TABLAS lllllllllllll IllIIIIlll.l.'llll;‘lllll;-l.llll llllll uessAGaAREREERN aNeNEeEEES (IR L) 1
RESUMEN ......cocoueursnrenersssisssensessessssessssssseasssnesssnsessasmsassnnessssssssssssssanssssenes 1
SUMMARY.......coeererrmrsesnrens S S —— —

INTRODUCCION .covunerrcusssssnssssses EALS 1 ke ermssssssssssssesees 3

1  ESTUDIO BIBLIOGRAFICO ....cccruent vessaavassnases 3
1.1. Fructanas......ccirereccnasarencarsanesnsnss A o R O PN 5
1.1.1 LBVaANA . . it iiiiiiierienrnirrerencaratoerarniasotarossstasasnsssnesssianstsrsserinarasornasne 5
1.1.2  Inulina y fructooligoSaCAridOS. «.coeuivsierssisiisissiionsisssssiotrivsamaeinsenssiaroione 6
1.2 Fructosiltransferasas.......ceeeeses cevenasnin ST -
1,21 Clasificacion .......ccceevvneenirennenins S 10
1.2.2 FTFS de plantas .....ccoiiinireiiinnirsniinninsiainsiiinsssisssiatosssssosansies TP 11
1.2.3  FTFsde hongos........ccceressnunes dSisesieasitaitrancaiasititusntietatieeracsanseniniee 13
1.2.4 FTFs bacterianas .....cccoourenirinns cevernseassres 15
1.2.4.1 EStructura primaria ... i iiads oo i iivt s ss s idossasinasisssnsanes 15
1.2.4.2 Mecanismo de reaccion........ SR 16
DEXtranaS..ccccveeercerrenieneemnsrenstesssssnsssasansrses ........ 21
1.3 Glucosiltransferasas.........cceevvnnase A S S ceinasananasenes 23
1.3.1  Clasificacion de |85 ENZIMAS.....versreereeriseiiieiseansisieionionsiimeresissnsssnnns 24
1.3.2 EStructura primaria ..ccccocvieiiieiiiiiniis i sssesssnesssserssssasisasssesses 25
1.3.3  Mecanismo de reacCiOn ........oerermivierereriirerrseirasiesreesasenesiossesiensnsannns 28
1.5. Similitudes y diferencias entre FTFS Yy GTFS....c.ccoccicimmmcniniesinsaccninns 31
OBIETIVOS .. iiiiiiiiiiiicisiitaetturetatatnsasasstarasesssressasasasinsssnsesanannasseressssaansesns 33
2. MATERIALES Y METODOS......ccocueeimrernissuensiesneesssssssnsesssesssssssessnssssanss 34
2.1, Cepas, condiciones de crecimiento y medios de cultivo .......c.ceuueee 34
2.2. Produccion de la inulosacarasa en L. citreum CW28 ..........c.cecureue. 35




Indice

2.3, Sintesis de iNUNNG c..oeeessresssssesssssssessressesenes S 35
2.4. Extraccion de la inulosacarasa de L. citreurnCW28 ........ —— |
2.5. Determinacion de la actividad enzimatica............... reresensssinresensasas 37
2.6. Electroforesis de proteinas......cccuiiiiiiiseriannirnsassansees P e 37
2.7. Cuantificacion de proteina. .....ccrirrasiisrscensereransessanenne ST | :
2.8. Determinacién del pH y temperatura 6ptimos y constantes

CINBLICAS. 1rerieinsnsinrsenisasreasrmisaniermnasissssnsanssssnssassnssnsanass . S 38
2.9. Reacciones de aceptor ........cccveaimirsannireirnrnnssssisasasess reesnnanes . 39
2.10. Secuenciacion de péptidos de 1a IS .....ccccciierennnns enserrenss S e 39
2.11. Purificacion de DNA gendmico de L. citretm........sveeeses wersrensranans 40
2.12. Purificacion de DNA plasmidiCo ...c.cccireacmierennnes S S 41
2.13. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)...cccceauisenss werenssmsannne 42
2.14. PCR INVErSA .ccccieuserrinannsisnnirnsnssasrssscsnnssasnssns P .
2.15.  Hibridacion del DNA ........ccuveersessseseossensas ervresssessssssssesssseseesees 86
2.16. SecuenciacCion........cccicrminensirsasanensnes Ceresvarreserssennaenns ressmensmsnanaanes .46
2.17. Transformacion de E£. €ofivuiciincinsaniseiirnssinennennins enranaaes cenensancass 47

2.18. Expresion del gen js/y las versiones truncadas en el C-terminal

€N E. COL. coveveiarreisesinruseinisniisasisaninniiaranssssessiinerastarionsasesesasssssssnnnsssnansanasnns 47
2.19. Analisis de las secuencias obtenidas ..........ceienisnnnrecnanaane TN 49
3. RESULTADOS ....cccoitiiiiiieeimciiniineiaisesesaimenresratiassssnnsnssrsasssasassasssnanarses 50
3.1. Caracterizacion bioquimica. .....ccoireerreiimmsinicinerinesasn eenstneee 50
3.1.1. Identlﬁcamon de !a cepa CW28 coMO L. CHreum. .....ccovvvuveevirincinsencens 51
3.1.2,
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.
3.2.
3.




Indice

3.2.2.  Purificacién de la proteina y secuenciacion de dos péptidos. .......uvee. 61
3.2.3.  AisSlamiento del QN 75/ ...uiruiverirceerriiiiiirrniersrersenrasisisieernsnssesissaernranies
3.2.4. Localizacion del gen /s/en el genoma de L. CHreUM .....ueeervieiisirnaninns
3.2.5. Andlisis de la secuencia NUCIEOLIAICA ...uuvvrreurerrerrennerereerssenes eeeeeruarens
3.2.6. Andlisis de la secuencia de aminOAacidos .......ceeverreneine

3.2.6.1.  El péptido sefial .....cc.cccevriiiiiiiiiinnnnenceiinnennes ’

3.2.6.2. Dominio catalitiCo......ccveuvreeenirerrnenenenes reneraens

3.2.6.3. Dominio variable y Carboxilo terminal......... ~
3.2.7. Expresion heterdloga de la proteina.......ceeeieeinis

3.2.8. Expresion de dos versiones truncadas en el C-termina Se
COll. et e EERTA T F o NPT

3.2.9. Caracterizacion de las proteinas heterélogas ..........ciiiiiviinnisieesiennans 82
4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS .....cccccatmtrmmmmmasiinsnssssersnnconcas _— 85
BIBLIOGRAFIA .....oeveieserernnssssstsessses s ssenssssssnssssssansssssassnassssssssassassasesses 88
ANEXQO 1 ....ccccomniveensssenssennensessunssasssissssessansensancas sssecsaras eanrenanenanssensnsacenenns 103
ANEXO 2 ....ccoteinirevanserersessanstesssssnsasssonsesansesssssens teesasenrrssassesseiunsnsanenaEsanean 128




Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Representacion de la estructura de la [evana......ccecervereenreneerennsssinaes 5
Figura 1.2 Representacion de la estructura de la inulina.........coonveeeeissinennens ware?
Figura 1.3 Reacciones catalizadas por las fructosiltransferasas........cceeseisvennenns 10
Figura 1.4 Modelo de biosintesis de fructanas en plantas.......ccceveverrirernvecriennns 13
Figura 1.5 Esquema del mecanismo Ping- Pong Bi-Bi propuesto para la LS....... 18
Figura 1.6 Representacion de las diferentes estructura de dextranas..........ceeees 22
Figura 1.7 Reacciones catalizadas por la dextransacarasa.....ccccccceeeeeriienisinnnnies 23

Figura 1.8 Representacidn esquematica de la estructura de las

o |18 oo ] L= T 1S =T e o= L PSPPI 26
Figura 1.9 Mecanismo de reaccion propuesto por Robyt en 1974............ Cerensees 29
Figura 1.10 Modelo del sitio activo de la dextransacarasa.......ccccovuviinnserssnsannes 30
Figura 2.1 Estrategia utilizada en 18 PCR iNVErsa.........ccciviivreiniiiressrnneissinnaneni 45
Figura 3.1 Andlisis filogenético del rRNA 16s de la cepa CW28 de L.citreumn......51
Figura 3.2 Curva de crecimiento tipica de L. ¢itreumn CW28.....c.ovvveeveererreeennennes 53
Figura 3.3 Espectros de 3C-RMN de fruCtanas.......cecevevverrieererereesssnessessessnnons 54
Figura 3.4 Purificacion de la IS de L. ditreurm por PAGE-SDS......cccoeviivinnenanenin, .61
Figura 3.5 Estrategia usada para el aislamiento del gen /s/....ccccoveieiiiiinniennnen. 63

Figura 3.6. Analisis de Southern blot realizado con fragmentos
de DNA gendmico de la cepa CW28 de Leuconostoc CIIEUM. ... iririrenireniennas 64

Figura 3.7 Andlisis de Southern biot con el DNA genémico de la

cepa CW28 de LeUuCONOSEOC CItTOUIM. . ....vciiiiiiaiiiniiiiereetiviriessiesensstnnessnsannes 65
Figura 3.8 Estructura primaria de l1a IS de L. Gitreurn CW28.......oceevvvvveireennvanns 73
Figura 3.9 Organizacién del péptido sefial de la IS de L. citreurn CW28............ 74

Figura 3.10 Alineamientos de FTF bacterianas con el dominio

catalitico de 1a IS d@ L. GHIOUM.....cuveeeerrereiiiiirriiiiiieriiiiiscseeesiienessssaitessessnaen 76
Figura 3.11a. Alineamiento entre el dominio variable de la ASR de

L. mesenteroides B- 1355 y la region N-terminal de la IS de L. citreumn CW28....77
Figura 3.11b. Alineamiento entre el dominio de union a




Indice de figuras

polimero de la AS de L. mesenteroides B- 1355 y la region

C-terminal de la IS de L. citreumn CW28........covvviniiriesineinnieniiiennenn. 78
Figura 3.12 Elementos de repeticion tipo A encontrados

€N 18 IS @ L. GOUIM CW2B.rvvereessesessssseesesesssesessesesesesesssmenessssssssssassssssssees 79
Figura 3.13 Set de siete nuevos elementos de repéﬁcién' o

encontrados en la IS de L. citreum CW28.............. resreessensnssnsssnsssesensensasssnsses80

Figura 3.14 Electroforesis en gel de poliacrilamida

en condiciones desnaturaliZantes......ccciiviiiiiuciievinertieniniraeirneeseiveresareans irerenieses 81
Figura 3.15 Diagrama donde se representan las tres versiones de la IS............ 82
Figura 3.16 Zimograma de las enzimas EIS, EIS2, EIS3......c..ccccvvvnrevvererennaenne 83




Indice de tablas

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1 Clasificacién de las fructosiltransferasas........c..ccinieiieninniicinnneienee 11
Tabla 1.2 Clasificacion de 1as glucosiltransferasas.....cccceuiiniiveirecieneciissiieernscrenes 25
Tabla 1.3 Secuencias repetidas del dominio C-terminal de las
GIUCOSIIEFANSIRIASAS. «.vvrurerrerrrrieeneiririis i irietseiees st tsessstssseranesnserenrasessaesensessrnes 26
Tabla 2.1 Composicion del medio de cultivo para L. citreum CW28.......ccceeereenene 34
Tabla 2.2 Pasos para la amplificacion de los fragmentos de DNA.......cccccececcecnnes 42
Tabla 2.3 Oligonucléotidos utilizados durante el desarrollo de este estudio........ 43
Tabla 3.1 Desplazamientos quimicos del espectro de 13C-RMN de inulina,
levana y el polimero producido por L. citreum CW28......cc..covvciiiiiininniscsiinisensienn 55
Tabla 3.2 Comparacion de las caracteristicas mostradas de la IS
asociada a células y de la solubilizada con urea 8M.........ceiveererrnninnensaensnisineens 56
Tabla 3.3 Comparacion de las propiedades de las FTF producidas

59

[oTo =1 [ T at= TR o= Tt (=5 1= =P PPN




Resumen
Resumen

En el presente trabajo se caracterizé la inulosacarasa de Lewconostoc citreum
CW28, una enzima asociada a la pared de la célula. Se estudi6 la enzima tanto en
su forma insoluble asociada a la célula como solubilizada por medio de un
tratamiento con urea. Esta fructosiltransferasa (FTF) tiene un peso molecular de
165 kDa, el mas alto reportado para este tipo de enzimas. Cuando se encuentra
asociada a células es altamente especifica para la sintesis de polimero y, a
diferencia de las FTFs comunes, con baja transferencia del residuo fructosilo a
maltosa o lactosa cuando estos son adicionados al medio de reaccion. El polimero
sintetizado presenta una estructura que fue analizada por 3C-NMR evidenciando
que se trata de inulina, un polimero de fructosa con enlaces B 2-1.

El gen codificante de la inulosacarasa fue clonado, secuenciado y expresado'
heterdlogamente en Escherichia coli DH5a. La enzima recombinante cataliza la
sintesis de inulina a partir de sacarosa como la enzima silvestre. Realizando analisis
de secuencia, sorprendentemente se encontrd que esta FTF posee tres dominios:
el N-terminal que tiene homologia con la regién variable de la alternansacarasa
(ASR) de la cepa NRRL B-1355 de Leuconostoc mesenteroides, el dominio
catalitico, homdlogo con las FTFs de varios microorganismos; y el dominio C-
terminal que presenta también homologia con el C- terminal de la ASR gue en esta
enzima se denomina dominio de unién a polimero (GBD). Dos diferentes formas
truncadas en el C-terminal del gen /s/ fueron expresadas exitosamente en £. coff
DH5a, retuvieron la capacidad de sintetizar inulina, pero perdieron estabilidad

térmica y aumentaron la relacién hidrdlisis/transferencia.




Summary

Summary

In the present work, we characterize the inulosucrase of Leuconostoc citreum
Cw28. We studied both, the cell-associated insoluble form and after solubilisation
by urea treatment. This fructosyltransferase has a molecular mass around 165
kDa, the highest reported for this type of enzymes and, in its cell-associated form,
is highly specific for polymer synthesis, with low fructose transferred to maltose
and lactose added to the reaction medium. The synthesized polymer has an inulin-
like structure with B2-1 glycosidic linkages, as demonstrated by *C NMR

The gene encoding for inulosucrase from Leuconostoc citreurn CW28 was cloned,
sequenced and expressed in Escherichia coli DH5a. The recombinant enzyme
catalyzed inulin synthesis from sucrose as the wild type enzyme. From sequence
comparison it was found that this FTF possesses three domains: the N-terminal,
which has homology with the variable region of the alternansucrase (AS) of
Leuconostoc mesenteroides 1355; the catalytic domain, homologous to the
fructosyltransferases from various microorganisms; and the C-terminal domain,
which presents homology with the C-terminal domain from AS that is called glucan
binding domain (GBD) in AS. Two different C-terminal (GBD) truncated forms of
the /s/ gene were successfully expressed in £ colj, retaining the ability to
synthesize inulin, but loosing thermal stability and specificity.
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Introduccién

Introduccién

Las glicosiltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un residuo
glicosilo de una molécula donadora hacia una aceptora. Entre estas enzimas se
encuentran las glucosiltransferasas, también llamadas, glucansacarasas y las
fructosiltransferasas. Las primeras transfieren un residuo de glucosa a partir de la
sacarosa hacia un polimero en crecimiento llamado glucano, liberando fructosa al
medio de reaccion. Las fructosiltransferasas en cambio, transfieren un residuo
fructosilo de la sacarosa hacia un polimero en crecimiento llamado fructana, por lo
que en este caso la glucosa libre es la que se acumula en el medio de reaccién.
Estas enzimas son capaces también de transferir la fructosa de la rafinosa. La
acumulacién de la fructosa en el medio de reaccién para el primer caso, o de la
glucosa para el segundo, es lo que permite la medicion de actividad, ya que estos
dos azlcares a diferencia de la sacarosa son reductores, por lo que son facilmente
medibles. La energia requerida para la formacion del enlace glicosilo es tomada de
la ruptura del enlace de la sacarosa por lo que no requieren de cofactores o
intermediarios fosforilados de alta energia.

Ambas enzimas son capaces de sintetizar oligosacaridos de diferentes grados de
polimerizacién si ademds de sacarosa se adiciona a la mezcla de reaccidon otra
molécula aceptora como maltosa o lactosa. A pesar de las similitudes que existen
entre estas enzimas, sus secuencias y organizacion estructural son muy diferentes
y se han propuesto mecanismos de accion diferentes para cada una. Las
fructosiltransferasas son producidas por una serie de bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas entre las que se cuentan Bacillus subtilis, que
produce la FTF bacteriana mas estudiada, ademas de Streptococcus salivarius,
Streptococcus mutans, Erwinia amylovora, Rahnella aquatilis entre otras. Las
glucosiltransferasas son producidas principalmente por Leuconostoc rmesenteroides
y diferentes especies del género Streptococcus. En el laboratorio de biocatalisis del
Instituto de Biotecnologia UNAM se han estudiado ampliamente las




Introduccion

glucosiltransferasas de L. mesenteroides y buscando nuevas cepas productoras de
estas enzimas se realizd un “"screening” de actividades glucansacarasas en 14
cepas de Leuconostoc aisladas del Pozol por la Dra. Carmen Wacher Rodarte de la
Facultad de Quimica de la UNAM. En un estudio preliminar, encontramos en una
de estas 14 cepas una actividad fructosiltransferasa, asociada a células. En este
trabajo se reporta la caracterizacion bioquimica de la dicha enzima, la clasificacion
de la cepa productora como Leuconostoc citreum y la caracterizacion molecular
que comprende el aislamiento del gen, la expresion heterdloga de la proteina en
Escherichia colj, y el andlisis de la secuencias nucleotidica y de aminoacidos.

Los resultados del presente trabajo se presentaron en el 4™ Carbohydrate
Bioengineering Meeting. Stockholm,. 10-13 de junio y en el Ninth Seminar on
Inulin. Budapest, Hungria. Abril, 18-19 (2002), y dieron lugar hasta ahora a una
publicacion en Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology y otra que se
encuentra sometida en el Journal of Bacteriology.
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1 Estudio Bibliografico
1.1. Fructanas

Fructanas (inulina o levana) son polimeros solubles de b-D-fructofuranosa las
cuales son sintetizadas por algunos géneros bacterianos y por alrededor del 15%
de las plantas superiores, en las que se almacenan en concentraciones elevadas
como alternativa al almiddén. En ambos reinos, la sintesis ocurre a partir de
sacarosa como sustrato. Sin embargo, en plantas la sintesis de fructanas se realiza
con la accién concertada de distintas fructosiltransferasas (Chambert y Petit-
Glatron, 1991).

1.1.1 Levana

Las levanas son homopolisacaridos de fructosa producidos tanto por plantas como
por microorganismos, cuyo peso molecular varia dependiendo de la fuente de
produccion, aunque por lo general las levanas de plantas son menores a las
obtenidas de microorganismos (Heyer y col, 1998).

La levana esta constituida por moléculas de fructosa unidas mediante enlaces p 2-
6, con ramificaciones en p 2-1 aproximadamente cada 9 o 10 residuos, como se
muestra en la figura 1.1. Las levanas de origen microbiano llegan a tener mas de
diez mil residuos de fructosa en la cadena.
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Figura 1.1 Representacion de la estructura de la levana.
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Las levanas tienen potencialmente las mismas aplicaciones que las dextranas las
cuales seran descritas mas adelante (Ohtsuka y col, 1992). Entre las aplicaciones
mas estudiadas estan: sustituto de plasma sanguineo, como vehiculo de
medicamentos, agente antitumoral. En el campo de la farmacologia los
biopolimeros en general son conocidos por carecer de efectos colaterales al ser
administrados a humanos. Se consideran modificadores de la respuesta inmune ya
que activan la liberacidon de células liticas y de citotoxinas inhibidoras del
crecimiento celular (Franz, y col, 1988; Lifely, 1988). En 1993, Liepa y col.
reportaron que la administracion de levana a ratones estimula la leucopoiesis, la
produccidn de anticuerpos y promueve la actividad tumoricida de los fagocitos.

1.1.2 Inulina y fructooliqosacaridos.

La inulina es un polisacarido compuesto por unidades de fructosa unidas mediante
enlaces B 2-1 con ramificaciones en f 2-6 (Roberfroid, 1999). El primer mondmero
de la cadena es una glucosa, debido a que la sacarosa es el primer aceptor para la
elongacion de la cadena (Heyer y col, 1998) (figura 1.2). La inulina de origen
microbiano puede llegar a tener pesos moleculares de las de 10° g/mol (Ebisu y
col, 1975).
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Figura 1.2 Representacién de la estructura de la inulina

Los fructooligosacaridos (FOS) son cadenas de fructosa generalmente de un grado
de polimerizacién menor a 10 unidades (Niness, 1999) y pueden ser obtenidos por
extraccién a partir de fuentes naturales como plantas, o por medio de la hidrdlisis
de inulina (Van Loo y col, 1995). Cuando los FOS son obtenidos de esta forma,
también se les conoce como oligofructosa.

Los FOS pueden también ser obtenidos por sintesis enzimatica utilizando
fructosiltransferasas (Clevenger y col, 1988), o bien mediante la adicion de
aceptores diversos (Tanaka y col, 1981) como el caso que se ejemplifica en la
figura 1.3.

Para comprender la importancia de la inulina y los FOS, es necesario definir los
siguientes conceptos:

Probidtico: Es un microorganismo viable que puede ser adicionado en la dieta y
que afecta benéficamente la salud del hospedero a través de sus efectos en el
tracto intestinal.
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Prebidtico: Es un ingrediente no-digerible que beneficia al hospedero
estimulando selectivamente el crecimiento de una o un limitado numero de
bacterias (probidticos) en e! colon (Scholz-Ahrens y col, 2001). La modificacion de
la composicion de la microflora coldnica debida a la presencia de prebidticos,
permite que predominen unas pocas bacterias que promueven la salud, especial,
pero no exclusivamente /actobacilliy bifidobacterias (Gibson y Roberfroid, 1995).

Nutracéutico: Es un componente natural o quimico de los alimentos que
beneficia al cuerpo humano previniendo o tratando una o mas enfermedades.
Nutrientes esenciales pueden ser considerados como nutracéuticos si proveen
beneficios mas alld de su role normal en el crecimiento 0 mantenimiento del
organismo. Un ejemplo de esto son las propiedades antioxidantes de las vitaminas
Cy E (Wildman, 2001)

La inulina y los FOS son considerados como nutracéuticos y son empleados en
alimentos funcionales, los cuales ofrecen una combinacion Gnica de propiedades
nutricionales e importantes beneficios tecnoldgicos (Franck, 2002). Ambos son
clasificados como fibra dietética debido a que son resistentes a las enzimas del
tracto digestivo. Posteriormente son fermentados en el colon provocando una
estimulacion selectiva del crecimiento de bifidobacterias en la microflora coldnica
soportando su clasificacidon como prebidticos.

Se han realizado muchos estudios acerca de los efectos de las fructanas tipo
inulina sobre la salud humana. Se ha encontrado que la inulina facilita la absorcion
de minerales particularmente de Ca®* (Roberfroid 2000), decrece los niveles de
triglicéridos, fosfolipidos y lipoproteinas de baja densidad en suero debido a que
disminuye la lipogénesis de novo en higado, reduce la incidencia de tumores de
mama inducidos en ratas, y decrecen la incidencia de metdastasis. Existen algunas
hipétesis sobre el mecanismo mediante el cual las fructanas tipo inufina actlan en

8
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la inhibicién de crecimiento de tumores cancerigenos. Como ya se menciond
activan el crecimiento de bacterias benéficas en el colon humano, los cambios en
la composicion de la microflora del colon estan asociados con la reduccion la
incidencia de tumores (Reddy, 1999). Ademas, la inulina reduce la incidencia de
aberrantes “crypt foci” en el colon de ratas previamente inyectadas con agentes
carcindgenos. El crecimiento y proliferacion de células tumorales depende de la
biodisponibilidad de glucosa, la inulina decrece los niveles de glucosa en suero de
ratas y humanos (Yamashita y col, 1994).

Por otro lado la inulina y los FOS son utilizados como sustitutos de azlcar, de
grasas (solo inulina), como texturizante y estabilizante, ademds de que mejora la
sensacién al paladar de algunos productos lacteos fermentados, postres como
gelatinas y helados, productos horneados como galletas y pasteles y formulas para
bebes (Roberfroid, 2000).

1.2 Fructosiltransferasas

Las FTFs, son enzimas que tienen la capacidad de transferir un residuo fructosilo
de la sacarosa o la rafinosa hacia un polisacarido para aumentar su grado de
polimerizacion (DP). Dependiendo de la fuente de la enzima y de las condiciones
de la reaccidn, el polisacarido alcanza diferentes longitudes de cadena. El residuo
fructosilo también puede ser transferido a una variedad de aceptores incluyendo al
agua (hidrdlisis de la sacarosa), a la sacarosa (sintesis de 1-kestosa) (Batista y col.
1999), o D-xylosa, D-arabinosa, L-arabinosa, maltosa, maltotriosa, celobiosa,
melibiosa o lactosa (sintesis de fructooligosacaridos) (Ohtsuka y col, 1992). En la
figura 1.3 se muestra un esquema general de las reacciones catalizadas por las
FTFs. En la naturaleza estas enzimas son producidas por plantas, hongos vy

bacterias.
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Ha0H

ome

o\ g

on \A
o

sacarosa

OH

. CH
.\~ CHOH A
ow \"~L 0‘;' 0 o,
oH . c\ H N \ ™
v S\ A
°

PN
~o HO, cu,
HOHC —
\jn,on \J"a uo\
"
HOH,C._ + °g"/ti_—'\c\
. » OH \ on
inulina  #ows To. 2 glucosa
no\ CH,OH
OH
HIDROLISIS """\ °~.p"
—_— HO, /erion + °‘;'"\§\l—°
oH HO \\\
OH
fructosa glucosa

ctH,y

y
P ™~
- gHom o\ gHhoH + O:u\; o
—0
0:‘\_,___, \ OH- ~. no \\
Ho =\ HO ™ ‘on

maltosa o "ON'C\/':\;[’
i > MO;/ CH,0H glucosa
REACCION DE ACEPTOR o

fructooligosacéarido

Figura 1.3 Reacciones catalizadas por las fructosiltransferasas. Se ejemplifica con la

1.2.1

inulosacarasa.

Clasificacion

En general los polimeros producidos por las FTFs se denominan fructanas y en

funcidn del tipo de enzima que las sintetice adquieren diferentes estructuras. Los

residuos fructosilo pueden estar unidos mediante enlaces B 2-1 en la cadena

principal presentando o no ramificaciones en B 2-6. En este caso se les denomina

inulinas y presentan diversos grados de polimerizacion, en funcion de la fuente de
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la enzima como ya se menciond. Las enzimas responsables de la sintesis de estos
polimeros en bacterias y hongos son conocidas como inulosacarasas. En plantas a
estas enzimas se los conoce con el nombre genérico de fructosiltransferasas.

La fructanas también pueden tener enlaces B 2-6 en la cadena principal y en
algunos casos ramificaciones en 3 2-1. A estos polisacaridos se les conocen como
levanas y a las enzimas responsables de su sintesis como levansacarasas (Tabla
1.1).

Tabla 1.1 Clasificacion de las fructosiltransferasas

Fructosiltransferasa polimero enlaces

Inulosacarasa (IS) inulina enlaces g 2-1y
ramificaciones en 8 2-6
Levansacarasas (LS) levana enlaces g 2-6 y
ramificaciones en f§ 2-1
Fructosiltransferasa de plantas FOS, fructanas enlaces g 2-1y B 2-6

1.2.2 FTFs de plantas

Alrededor del 15% de todas las especies de plantas que producen flores guardan
fructanas como reserva de carbohidratos, los que también pueden contribuir a la
proteccion de la planta contra la desecacion y el frio (Sprenger y col, 1995).
Cereales como trigo, cebada y avena, asi como vegetales como la achicoria,
lechuga, cebolla, son solo algunos ejemplos de éstas (Vijn y Smeekens, 1999). Las
fructanas de plantas son almacenadas en la vacuola donde también son
producidas por al menos dos diferentes fructosiltransferasas. En un primer paso, la
sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST) «cataliza la formacion del
trisacarido 1-kestosa a partir de dos moléculas de sacarosa liberando glucosa.
Posteriormente la fructana:fructana 1-fructosiltransferasa (1-FFT) media la

1
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transferencia reversible de los residuos fructosilo hacia la cadena de polimero en
crecimiento (Edelman y Jefford, 1968). En general, los polisacaridos producidos
por plantas son muchqo mas cortos que los producidos por fructosiltransferasas
bacterianas, grados de polimerizacién de 30 a 50 residuos fructosilo son
encontrados, aunque ocasionalmente pueden exceder a los 200 residuos. En las
plantas superiores pueden distinguirse fructanas del tipo inulina, levana, neoseries
de inulina y neoseries de levana, que son cadenas cortas de menos de 10 residuos
de fructosa y también polimeros con ambos enlaces en la cadena principal
conocidos como levana mezclada ("mixed levan”) (Vijn y Smeekens 1999).

El modelo de biosintesis de inulina propuesto por Vijn y Smeekens en 1999 se
muestra en la figura 1.4, donde se observa que algunas otras enzimas estan
involucradas. Tal es el caso de la fructana:fructana 6G-fructosiltransferasa (6G-
FFT) que produce neokestosa que al ser elongada por la 1-FFT o la
fructana:fructana 6-fructosiltransferasa (6-FFT), resulta en la produccion de inulina
o levana respectivamente. A partir de la sacarosa y la 1- kestosa, la
sacarosa:fructana 6-fructosiltransferasa (6-SFT) produce bifucosa, la cual puede
ser elongada también por la 1-FFT o la 6-FFT resultando en “levana mezclada”. A
partir de la sacarosa la enzima 6-SFT produce 6- kestosa, la cual puede ser
elongada por accién de la misma 6- SFT para producir levana.

12
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. 6-SFT 1-FFT . —
neoseries de levana .« neokestosa ———p neoseries de inulina
4 6G-FFT
- - 1- 1-FFT
Levana 6<—S£r 6- kestosa6<iF—r SACAROSA —§5—T> 1- kestosa ————— inulina
l 6-SFT
“"mixed levan” 6-SFT bifurcosa ——————»LFFF “mixed levan”
6-SFT
1-FFT
Levana

Figura 1.4 Modelo de biosintesis de fructanas en plantas. A partir de la sacarosa,
fructanas con diferentes estructuras pueden ser producidas por la accién concertada de
diferentes fructosiltransferasas. (Vijn y Smeekens, 1999).

Moléculas de inulina de diferentes tamafios pueden ocurrir simultaneamente en los
tejidos. La degradacion de las molécutas de fructana es catalizada por la fructan-
exohidrolasa (Marx y col.,, 1997). La variacién en la longitud de las cadenas de
inulina se puede deber: a) al resultadc de diferentes caracteristicas enzimaticas de
las 1-FFTs o b) como consecuencia de diferencias de las enzimas fructan-
exohidrolasas que definen sets de inulinas especie-especificas por digestiones en el
polimero. La composicidn de las fructanas puede variar dependiendo del grado de
desarrollo de la planta, asi como de las condiciones ambientales

1.2.3 FTFs de hongos

Algunas cepas fungales han sido identificadas como productoras de fructanas tanto
de bajo como de alto peso molecular. Rehm y col. en 1998 reportaron la clonacién
y expresién heterdloga de la sacarosa-sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST) de

13
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Aspergillus foetidus, , productora del trisacarido 1-kestosa. Hirayama y col., en
1989 reportaron la produccién de fructooligosacaridos por Aspergillus niger; en
1993, Olah y col. reportaron la sintesis de inulina de alto peso molecular en
Penicillium chrysogenumr, al igual que Kawai y col (1973) en conidia de Aspergiflus
sydowi, Sin embargo, muy poco se conoce sobre el significado fisiolégico y la
sintesis -de fructanas en hongos, ya que si bien se ha demostrado la sintesis de
inulina de alto peso molecular (mayor que 2 x 10”) utilizando extractos de conidia,
cuando se han aislado y expresado heterélogamente estos genes (el caso
especifico de la FTF de A. sydowi Heyer y Wendenburg, 2001) no se ha logrado
sintetizar inulina de alto grado de polimerizacidn, sino exclusivamente
fructooligosacaridos. Una posible explicacion es que quizéa un factor adicional
presente en la conidia es necesario para la produccion de inulina de alto peso
molecular (Heyer y Wendenburg, 2001), lo que sugiere un mecanismo que
involucre mas de una enzima como en el caso de la sintesis de inulina en plantas.

Las FTFs de hongos han sido exitosamente expresadas en levadura ya que estan
altamente glicosiladas (Rehm y col., 1998). Cuando la FTF de A. sydows fue
expresada en plantas de papa se observé un fuerte fenotipo de retardamiento del
crecimiento y necrosis de las hojas hasta la muerte en pocas semanas (Heyer y
Wendenburg, 2001). Se sabe que las levansacarasas tienen una baja especificidad
hacia aceptores, es decir, el residuo fructosilo proveniente de la sacarosa puede
ser transferido a una amplia gama de compuestos hidroxilados. Una posible razon
de! dafio en plantas transgénicas puede deberse a esta baja especificidad, la
levansacarasa podria estar interviniendo en la glicosilacién de proteinas o en
algunos otros procesos celulares. Lo anterior sugiere que la FTF de A. sydowi
produce también heterooligosacaridos tomando como aceptores a otros

compuestos hidroxilados, como en el caso de las enzimas bacterianas.
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1.2.4 FTFs bacterianas

Numerosos microorganismos productores de fructanas han sido descritos en la
literatura. La mayoria pertenece a los géneros bacterianos: Bacillus, Aerobacter,
Streptococcus, Pseudomonas, Corynebacterium, Acetobacter, Phytobacteriurn,
Serratia, Arthrobacter, Azotobacter y Actinomyces (Perlot y Monsan, 1984; Han y
Clarke, 1990; Bergeron y Burne, 2001). El papel fisioldgico que juegan las
fructanas en algunos de estos microorganismos esta bien establecido. Tal es el
caso de Streptococcusy Actinomyces, los cuales estan implicados en la formacion
de la placa dentobacteriana, donde los polimeros tanto de fructosa como de
glucosa participan en la adhesion de las bacterias a la superficie del diente (Heyer
y col., 1998; Rozen y col., 2001; Bergenron y Burne, 2001). En el caso de
Pseudomonas que es un patdgeno de plantas, la levana tiene una funcidn antes o
durante el proceso de infeccion como factor de virulencia (Hettwer y col., 1998; Li
y Ulirich, 2001). Para el caso de Acetobacter se ha sugerido que la presencia de
expopolisacaridos como la levana puede ser una sefial de reconocimiento en la
interaccion microorganismo-planta (James y col.,, 1994). En Leuconostoc se
desconoce la funcién de los expopolisacaridos producidos (tanto dextranas como
fructanas), aunque podrian estar implicados como en el caso de Streptococcus, en
funciones de adhesién a su ambiente o servir como reserva de carbohidratos para
lo cual requeririan de la produccion de enzimas que los degraden.

1.2.4.1 Estructura primaria

Son cerca de 19 las FTFs bacterianas secuenciadas a la fecha. Sus estructuras
primarias muestran altas similitudes entre elias. Aunque las enzimas provenientes
de microorganismos Gram positivos son mas similares entre ellas que las de Gram
negativos (Pons y col., 2000).
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Los pesos moleculares reportados para estas enzimas son del orden de los 50-80
kDa, con excepcién de la enzima de S. salivarius que tiene un peso molecular de
140 kDa. Estructuralmente estas enzimas no presentan dominios, a diferencia de
las glucosiltransferasas que se describiran mas adelante.

Se conoce muy poco sobre el sitio activo de estas enzimas, su estructura
tridimensional fue determinada a 3.8 A de resolucion por lo que no es posible
hacer estudios mas finos sobre el sitio activo (Le Brun y Rapenbusch, 1980). Sin
embargo, ya se han realizado andlisis de prediccion de estructura donde Pons y
col. (2000) concluyen que las FTFs de diferentes origenes comparten una
estructura tipo p-propela, ademas estos mismo autores reportan la existencia de 8
cajas de identidad entre las FTFs bacterianas, entre elias se destacan: la caja
denominada “caja de sacarosa” y el motivo RDP que ademas se ha identificado
también en las FTFs de plantas y hongos.

1.2.4.2 Mecanismo de reaccion

La determinacidn del mecanismo de reaccidn de las FTFs bacterianas ha sido dificil
entre otras causas debido a que en presencia de sacarosa son capaces de realizar
varias reacciones al mismo tiempo. La enzima mas estudiada es la levansacarasa
de B. subtilis y puede transferir la fructosa hacia diferentes aceptores, con la
liberacion de glucosa (Canedo y col.,1999) mediante dos tipos de reaccidn, de
transferencia o de polimerizacion:

sacarosa + levana, ———® glucosa + levanan+

o bien, la reaccion de hidrdlisis:

sacarosa ———» glucosa + fructosa
+—
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Se ha demostrado que la proporcion de estas dos reacciones puede ser modulada
en funcibn de las condiciones y composicion del medio de reaccién. La
temperatura es un factor importante ya que conforme aumenta, la reaccién de
hidrélisis se favorece sobre la transferencia. La presencia de solventes organicos
afecta igualmente el balance de las dos reacciones ya que la enzima es capaz de
catalizar hasta un 100% la reaccion de polimerizacion en un medio de reaccion con
60% de acetonitrilo (Chambert y Petit-Glatron, 1989). Estos mismos autores
lograron inmovilizar la LS de B. subtilis en un gel de fosfato de calcio, lo cual
incrementd la sintesis de levana hasta un 85% (Chambert y Petit-Glatron, 1993).
Finalmente, mediante la adicion de levana de diferentes grados de polimerizacién
al medio de reaccidn se logré un aumento en la proporcion de transferencia.

Diversos autores han demostrado que la enzima muestra tres tipos de
especificidad:

a) del grupo transferido. Rapoport y Dedonder (1963) utilizaron
analogos de sacarosa y encontraron que la enzima ademas de
transferir fructosa, es capaz de transferir L- sorbosil o D- xilosil.

b) del sustrato donador. Se ha demostrado que sélo moléculas
que tengan una fructosa unida a un grupo aldosilo, de manera
analoga que en la sacarosa, pueden actuar como donadoras, tal
como sucede con la rafinosa. Por otro lado la glucosa de la
sacarosa puede ser sustituida por diferentes azlcares como D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, etc.

c) del aceptor. Numerosos compuestos que contengan grupos
hidroxilos pueden actuar como aceptores del residuo de fructosa,
tales como: metanol, glicerol, monosacdridos u oligosacaridos

como la trehalosa, kestosa, etc. (Dedonder, 1966).

Una propuesta sobre el mecanismo cinético de estas enzimas fue planteada por
Chambert y Dedonder a través de una serie de estudios entre 1972 y 1976.

17




Estudio Bibliogrdfico

Considerando las diferentes reacciones que realiza la enzima, estos autores
adicionaron al medio de reaccién levana para asegurar que la reaccion de hidrdlisis
fuera completamente eliminada’y con ello propusieron un modelo mas sencillo.
Bajo estas condiciones midieron la velocidad inicial de las diferentes reacciones. A
partir de los datos obtenidos, concluyeron que el comportamiento cinético de la
enzima se ajusta a un modelo basico de tipo Ping-Pong Bi-Bi, que se puede
representar mediante la notacion de Cleland como se muestra en la figura 1.5.

S G Ln Ln+1

S N N

E ES EF EFL, E

Figura 1.5 Esquema del mecanismo Ping- Pong Bi-Bi propuesto para la LS, donde E es la
enzima; S es la sacarcsa; G es la glucosa; F, es la fructosa y L, es ia levana con n residuos

de fructosa.

Como se observa, en el mecanismo se plantea la unién de ia enzima a la sacarosa
formando un intermediario enzima-sacarosa que, después de liberar a la glucosa,
da origen al complejo enzima-fructosa. A partir de este Ultimo, la fructosa es
transferida a la cadena de levana aumentando asi en un residuo el tamafio del
polimero. Noétese que el aceptor y el producto son practicamente el mismo
compuesto, solo que el producto un residuo fructosilo mas grande.

Por otro lado, el aislamiento y caracterizacion del complejo enzima-fructosa (EF)
permitié a Chambert y col. (1976b) proponer un mecanismo molecular para la
reaccion de transfructosilacion que realiza la enzima. Estos autores encontraron
gue el residuo de fructosa esta covalentemente unido a la enzima, donde esta
implicado un acido aspartico de la proteina y el C2 de la fructosa. Lo anterior los
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llevé a proponer que la LS actia mediante el mecanismo aceptado para las
enzimas que catalizan transglicosidaciones con retencién de la configuracién, es
decir, es un mecanismo de dos pasos en el que se realiza una catalisis bifuncional,
donde participan conjuntamente un grupo acido y un grupo nucledfilo de la
proteina. En el caso de la LS éste Ultimo es el B-carboxilato de un aspartico. En un
primer paso, una vez formado el complejo enzima-sacarosa, el B-carboxilato ejerce
un ataque nucleofilico sobre el C2 de la fructosa. En seguida, el grupo acido
transfiere un protén a la glucosa y asi esta es liberada, dando fugar al complejo
fructosil-enzima, donde la fructosa esta unida probablemente en configuracion o.
Después de que la glucosa ha sido disociada del complejo EF, el aceptor de la
fructosa puede unirse. El grupo acido de la enzima ya desprotonado, actlia sobre
el aceptor removiendo un protdn, quedando este Ultimo como un nucledfilo
reactivo. Finalmente el aceptor en forma de oxianion, realiza un ataque sobre el

enlace éster del complejo EF.

Existen algunas explicaciones para la formacion del enlace covalente entre la
enzima y la fructosa. La primera es desde el punto de vista de la estereoquimica,
planteando que este enlace ayuda a la inversion intermedia de la configuracién y
asi poder retenerla en el producto. Por otro lado, este intermediario provee
probablemente una funcién catalitica, ya que el grupo carboxilo de aspartico actla
como mejor grupo atrayente que el agua (u otro aceptor) y mejor grupo liberador
de la glucosa. Desde el punto de vista quimico, se sabe que un grupo carboxilo
desprotonado es mejor nucledfilo que el agua y que un enlace éster glicosidico es
mas reactivo que el glicosidico de la sacarosa.

Existen hasta ahora varias hipdtesis para explicar el mecanismo de iniciacién y
crecimiento de cadenas de levana. El aceptor inicial de la sintesis de levana es una
molécula de sacarosa, ya que han encontrado trazas de glucosa en las cadenas de
polimero. Desde entonces se postuld que la misma enzima es la responsable de la
sintesis tanto de la cadena principal como de las ramificaciones, a diferencia de ios

19




Estudio Bibliogrdfico

complejos enzimaticos para la sintesis del polimero encontrados en plantas que ya
se discutieron.

Rapoport (1966), propuso que el crecimiento de la cadena se realiza mediante la
adicion de un residuo de fructosa sobre el C6 de la Ultima fructosa de la cadena en

crecimiento.

Primeramente se habia postulado la existencia de tres mecanismos de elongacion

del polimero:

a) crecimiento de una cadena. En el cual los residuos de fructosa
son agregados sucesivamente a la misma molécula de polimero,
este es el mecanismo propuesto para la sintesis de dextranas que
se discutira mas adelante.

b) crecimiento multiple. En el que los residuos de fructosa se van
uniendo al azar a todas las moléculas de polimero aceptoras
disponibles.

c) crecimiento multirepetitivo. En el que varios residuos de

fructosa se agregan a mas de una molécula de polisacarido.

Chambert y col. (1974) concluyen que el mecanismo que sigue la enzima es el
segundo. Esto lo logran mediante la determinacidn del peso molecular de los
polimeros antes y después de la reaccion, calculando un peso tedrico aproximado
basado en los modelos propuestos. Los resultados experimentales muestran que el
aceptor y el producto son practicamente del mismo tamarfio, lo que los llevd a
descartar el primer mecanismo y, aunque el tercero no se puede rechazar
completamente, deducen que el que mas se ajusta a sus datos es el de
crecimiento mdltiple.
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A continuacidon se describira otro tipo de polisacaridos, las dextranas y las enzimas
que los producen, las glucosiltransferasas (GTFs). Esto con el fin de lograr una
mejor comprensién sobre la inulosacarasa de L. citreun CW28, ya que a pesar de
ser una FTF, muestra grandes similitudes con las GTFs.

Dextranas

Dextrana es el nombre asignado a un grupo de polisacaridos bacterianos
extracelulares compuestos casi exclusivamente por unidades de a-D-glucopiranosa
unidas principalmente por enlaces o 1-6 (Alsop 1983).

A pesar de que las dextranas representan un problema grave en la industria
refinadora de azlcar debido a que provocan obstrucciones en filtros y tuberias,
ademas de que inhiben la cristalizacion y disminuye los rendimientos durante la
refinacion del azicar; se han desarrollado aplicaciones comerciales basadas en su
inocuidad y su comportamiento reoldgico, en particular, como sustituto de plasma
sanguineo. Sin embargo, son pocas las aplicaciones comerciales de las dextranas
debido a que su precio es mas alto que el de la celulosa o el almidén y sus
propiedades reoldgicas menos interesantes que las de xantanas o alginatos. Por
esta razon, las dextranas sélo son usadas en productos de alto valor agregado
como el Sephadex, preparaciones de dextrana-hemoglobina, dextrana-sulfato con
caracteristicas muy similares a la heparina, etc., o de alta especificidad de funcién
como dextranas acopladas a sustancias biologicamente activas (Belder 1990).

Las dextranas son producidas por glucosiltransferasas de bacterias, y los géneros
bacterianos en los que se han estudiado exhaustivamente las enzimas y sus

polimeros son Leuconostocy Streptococcus.

Los estudios para dilucidar la estructura de las dextranas datan de 1976 e
inicialmente estaban basados en sus propiedades quimicas (analisis por metilacidn,
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Estos trabajos fueron

oxidacidn por periodato) y fisicas (solubilidad).
complementados mediante andlisis de *C-RMN (Alsop 1983), lo que puso en
evidencia las grandes variaciones entre las estructuras de las dextranas
sintetizadas por diferentes cepas. Cuando mas tarde los estudios de estructura se
complementaron con los de enzimologia se observd que una sola cepa es capaz de
producir mas de un tipo de dextrana con diferentes estructuras. En la figura 1.6 se

muestran las principales estructuras de estos polimeros.
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Figura 1.6 Representacion de las diferentes estructura de dextranas sintetizadas por

glucosiltransferasas de diferentes cepas de L. mesenteroidesy por S. mutans.
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1.3 Glucosiltransferasas

Las glucosiltransferasas catalizan la conversion de sacarosa en glucanos de alto
grado de polimerizacion conocidos como dextranas. Sin embargo, en presencia de
carbohidratos de bajo peso molecular, las moléculas de glucosa son transferidas a
estos azlicares para formar oligosacaridos, y también, como sus homdlogas
fructosiltransferasas, trasfieren el residuo glucosilo al agua provocando la hidrolisis
de la sacarosa como se muestra en la figura 1.7 (Koepsell y col 1953, Funane y

col, 1998).
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Figt:: 4 1.7 Reacciones catalizadas por la dextransacarasa.
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1.3.1 Clasificacion de /1as enzimas

Dependiendo de :: estructura del polimero sintetizado y del microorganismo
productor, estas enzimas se clasifican en:

a) dextransacarasa. Estas enzimas producen un polimero denominado
dextrana, que presenta en su cadena principal un minimo de 50% de enlaces
sucesivos o 1-6'\/ ~Imificaciones en o 1-2 o o 1-3. El porcentaje y el largo de las
ramificaciones varia dependiendo de la fuente de la enzima. Estas enzimas son
producidas principalmente por L. mesenteroides y la mas estudiada es la
sintetizada por NRI-L B-512F, aunque también son encontradas en Streptatoccus.

b) alternansacarasa. El polimero sintetizado por esta enzima se denomina
alternana y preser.'a en su cadena principal enlaces alternados o 1-6 y o 1-3 con
ramificaciones en «+ 1-3. Existe evidencia de actividad alternansacarasa en tres
cepas de L. mese- _oides, la NRRL B 1355, NRRL B 1501, NRRL B 1498 (Jeanes y
col. 1954; Seymourr v Knapp, 1980; CGté y Robyt, 1982).

¢) muta.. .carasa. Esta enzima sintetiza un polimero constituido
mavyoritariamente  .or enlaces o 1-3 consecutivos en su cadena principal,
denominado mut - Estas enzimas son producidas por S. mutans y por algunas
cepas de L. mese...zroides como NRRL B-523 y NRRL B-1149 (Sidebotham, 1974,
Mooser, 1992).

En la tabla 1.2 << :. stra la clasificacion de las dextransacarasas.
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microorganismo Glucosiitransferas
productor B (GTF) polimero enlaces
bt F dextransacarasa  dextrana enlaces o 1-6 y
Leuconostoc ramificaciones o 1-3
mesenteroides t, 9 dextransacarasa  dextrana enlaces o 1-6 y
ramificaciones o 1-2
5 alternansacarasa  alternana _enlacesa 1-3y o 1-6
mu . GS5 mutansacarasa mutana .enlaces o 1-3y
Streptococcus ramificaciones o 1-6
dov: Ife28  glucositransferasa  glucano enlaces o 1-6 y
ramificaciones o 1-3
1.3.2 T uctura primaria

Las glucosiltra:
Sptreptococcus

moleculares ele:,

partir de! analis’
en la mayoria ¢
en multidominir
sefial, un donv
catalitico y en !
(GBD) (Jacques

sas de L. mesenteroides y de algunas especies de

:n en promedio 1500 aminoacidos y presentan pesos
de entre 150 y 200 kDa (Remaud-Simeon y col., 2000). A
1 estructura primaria de estas enzimas se observa que como

randes proteinas, las glucosiltransferasas estan organizadas

ira 1.8). Cuatro regiones han sido identificadas: un péptido

.ariable en la regién N-terminal, seguido de un dominio

n C-terminal un dominio denominado de unién al glucano
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Region N- _.minal Regién C-terminal
Péptido Dominio Dominio catalitico Dominio de unidén a
sefial variable polimero
N e "
A x
laa 35aa 2 1000aa 1500aa
Figura 1.8 P.: -sentacién esquematica de la estructura de las glucosiltransferasas.

El péptido sei. . de entre 35 y 39 aminoacidos. Todas las GTFs poseen péptido
sefial que esta : 'mente conservado, presentando alrededor del 50% de identidad
entre ellos. U.  .ola glucosiltransferasa descrita hasta la fecha no presenta
péptido sefal, ' DSR-A de L. mesenteroides B-1299 (Monchois y col., 1996).

El dominio v: -iable de aproximadamente 190 aminoacidos muestra, como su
nombre lo indic/, una alta variabilidad. Existen muy pocos estudios concernientes
a su papel, a ue su alta variabilidad hace suponer que esta regidon no participa
en la actividac azimatica (Abo y col., 1991). Esto lo confirma la existencia de la
enzima DSR-A de L. mesenteroides B-1299 que es activa a pesar de que no
presenta este . »minio (Mochois y col., 1996). Ademas, [a supresidn de la region
variable en la =~ "F-I1 de Streptococcus downei no implica la pérdida de la actividad
enzimatica (M -hois y col., 1999). Se ha propuesto que podria ser una “firma”
especifica para -ada GTF debido precisamente a su alta variabilidad (Banas y col,
1994),

El dominio ¢~ alitico es altamente conservado y comprende alrededor de 900
aminoacidos ( ques, 1995). Este dominio contiene los aminoacidos implicados en
la formacion ¢ x intermediario glucosil-enzima, elemento central de las reacciones
catalizadas p.. las glucosiltransferasas (Mooser y col., 1991). La relacion
estructural de . sta regidn con las enzimas de la super familia de la « amilasa
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permitieron realizar estudios de prediccién de estructura donde concluyen que las
glucansacarasas tanto de Leuconostoc como de Streptococcus poseen un clasico
dominio catalitico tipo barril (B/a)s (Devulapalle y col., 1997). Mac Gregor y col.
(1996) concluyen que este dominio (B/c)s presenta una permutacion circular.

El dominio de uniéon a glucano (GBD) que tiene en promedio 500 aminodacidos,
estd compuesto por una serie de unidades de repeticion que han sido designadas
como A, B, C, D y N (Tabla 1.3) de acuerdo con su similitud en secuencia (Shiroza
y Kuramitsu, 1995). El motivo A esta presente en todas las secuencias C-
terminales de las glucosiltransferasas (Ferreti y col., 1987; Shiroza y col., 1987).
Diferentes combinaciones de estas unidades de repeticion se observan en las
distintas enzimas. Estos motivos repetidos son comparables a los encontrados en
las secuencias C-terminal de las toxinas A y B de Clostridium difficile donde estan
involucrados en las interacciones con los oligosacaridos de receptores en células
blanco (von Eichel-Streiber y col., 1992). A partir del analisis de secuencia de estas
unidades de repeticién, Giffard y Jacques (1994) propusieron que las unidades A,
B, C y D presentan el motivo estructural YG, cuya estructura primaria es:
NDGYYFxxxGHOx(G/N)xHOHOPH?, donde x representa un amino &cido no

conservado y H® es un amino acido hidrofdbico.

Tabla 1.3 Secuencias repetidas del dominio C-terminal de las glucosiltransferasas.

Unidad de Secuencia consenso
repeticion
A WYYFNxDGQAATGLQTIDGQTVFDDNGxQVKG
B VNGKTYYFGSDGTAQTQANPKGQTFKDGSGVLRFYNLEGQYVSGSGWY
C DGKIYFFDPDSGEVVKNRFV
D GGVVKNADGTYSKY
N YYFxAxQGxxxL
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Este dominio en la GTF-I de S. salvarius ha sido estudiado a detalle. En estas
enzimas el GBD esta involucrado no solo en la unién de la proteina al glucano ya
formado, sino que es requerido junto con el dominio catalitico para la
polimerizacion de la glucosa, lo que se puso en evidencia al realizar deleciones
secuenciales de aminoacidos del C- terminal en el GBD. Este proceso permitié
observar primero la pérdida de sintesis de glucano, el incremento en la hidrélisis y
en Ultima instancia la pérdida de la actividad de hidrdlisis de la sacarosa (Giffard y
Jacques, 1994).

1.3.3 - Mecanismo de reaccion

El mecanismo de reaccidon de las glucosiltransferasas es hasta la fecha sujeto de
polémica. La hipdtesis propuesta por Robyt y col. 1974 es la mas difundida ya que
explica diversos fendmenos que ocurren durante la reaccion. Dicha propuesta
supone un mecanismo en el que existen dos grupos nuctedfilos (X1 y X2), grupos
que atacarian a la sacarosa para producir un complejo con dos residuos glucosilo
covalentemente unidos a los nucledfilos a través del C1. En pasos subsecuentes, el
oxigeno del C6-OH de una de las moléculas de glucosa del complejo realizaria un
ataque nucleofilico al C1 de la glucosa vecina para formar un enlace o 1-6. Esto
ocasionaria la liberacién de uno de los dos nucledfilos, lo que le permitiria atacar a
una nueva molécula de sacarosa, para restaurar asi el complejo entre la enzima y
fa glucosa. El grupo C6-OH de la nueva glucosa incorporada, atacaria al C1 del
grupo isomaltosil, formando un enlace « 1-6 adicional y dando lugar a un

trisacarido (Figura 1.9).
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—X1 —x1 —X1 —X1
-_— -_— -_— -_—
—x2 —x2 =@ —e @@
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o Fructosa o Glucosa O—o Sacarosa

etc

Figura 1.9 Mecanismo de reaccién propuesto por Robyt en 1974 para describir la sintesis
de polimero.

Durante la sintesis, los dos grupos cataliticos formarian alternativamente complejos
covalentes con la glucosa y con la dextrana. L.a cadena de dextrana creceria por la
insercion de glucosa entre el grupo catalitico y el extremo reductor del
polisacarido.

El proceso de crecimiento continla hasta que la concentracion de fructosa en el
medio alcanza niveles tales que se hace posible la transferencia de cadenas de
dextrana y/o del residuo glucosilo unido al sitio activo a la fructosa, deteniendo el
crecimiento del polisacarido y liberdndolo del sitio activo o formando leucrosa

respectivamente.

En 1978, Robyt y Walseth proponen también un mecanismo para explicar las
reacciones de aceptor. Para estas reacciones se postuld que un grupo hidroxilo del
aceptor actiia como nucledfilo y desplaza tanto al grupo glucosilo como al grupo
dextranosilo del sitio activo, formando con ellos un enlace « 1-6.
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Tanriseven y Robyt en 1992, ademas de dilucidar el mecanismo de formacion de
dextrana, propusieron un modelo estructural para explicar los fendmenos
observados con la dextransacarasa (DS). Su modelo contempla la presencia de dos
sitios de unién a la sacarosa y otro de unién para aceptores, como se muestra en
la figura 1.10. Esta conclusién fue derivada de observar que aceptores eficientes
no inhiben competitivamente la unidn de la sacarosa. De esta manera postuld la
existencia de un sitio de unién para los aceptores separado del sitio de unién a la

sacarosa.

— A
— X1 Sitio de union a sacarosa
YN
\AJ Sitio de union a aceptores
——X2 L
/ W Sitio de unién a sacarosa

Figura 1.10 Modelo propuesto por Tanriseven y Robyt en 1992 para el sitio activo de la
dextransacarasa de L. mesenteroides B-512.

De acuerdo con Tanriseven y Robyt, (1992), el sitio de unidn a aceptores se
encuentra entre los dos nucledfilos del sitio activo, de tal manera que la unién de
un aceptor bloquea la insercidn de una molécula de glucosa en la dextrana
inhibiendo la sintesis del polisacdrido y desviando las unidades de glucosa hacia la
sintesis de productos de aceptor. Los aceptores pueden también reaccionar con los
grupos dextranosilo unidos al sitio activo deteniendo asf la sintesis de! polisacarido.
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1.5. Similitudes y diferencias entre FTFs y GTFs

Las FTFs bacterianas asi como las GTFs son glicosiltransferasas que comparten
caracteristicas que Jlas hacen muy parecidas. Sin embargo, al analizar
detalladamente cada una de ellas encontramos también diferencias muy profundas
que nos llevan a preguntarnos por qué estos dos tipos de enzimas tan distintas
catalizan reacciones tan similares utilizando mecanismos diferentes.

Como se observa en las figuras 1.3 y 1.7 tanto las FTFs como las GTFs realizan
reacciones similares ademas de utilizar el mismo sustrato. Producen un polimero
transfiriendo uno de los mondmeros de la sacarosa a la cadena de polisacarido en
crecimiento vy liberando el otro al medio de reaccion; ambas son capaces también
de transferir el mondmero de sacarosa para el cual son especificas al agua y en
presencia de otros azlicares como maltosa de utilizarlo como aceptor catalizando la

sintesis de oligosacaridos.

Las FTFs bacterianas han sido ampliamente estudiadas y muchos son los
microorganismos productores (Tabla 3.3). Sin embargo, solo en algunos géneros
se ha observado la presencia de las dos enzimas. Leuconostoc es un género que
se caracteriza por la produccion de GTFs, sin embargo existen reportes de
presencia de FTFs en este género aunque en muy bajas proporciones en
comparacion con las GTFs (Miller y col, 1986). Por esta razon han sido muy poco
estudiadas hasta la fecha. Strepfococcus es otro género bacteriano en el cual se
han descrito ambas actividades (Jacques, 1995). Ademas se han reportado tanto
inulosacarasas como levansacarasas (Heyer y col, 1998). En Lactobacillus reuteri
cepa 121 se observd la produccion de expopolisacaridos tipo fructanas y dextranas
(van Geel-Schutten y col., 1999; Sacha A. col, 2001), y se han descrito ya los
genes que codifican para GTFs y FTFs de este microorganismo (Kralj y col., 2002,
van‘Hijum y col., 2002). En conclusion, amba_s'_g_vnﬁz_iﬂrp_g_siug,_g,g uentran en los
" s Lol
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mismos microorganismos produciendo polimeros similares, pero guardando cada
una caracteristicas muy diferentes. Sin embargo, mientras que un amplio nimero
" "de géneros producen FTFs, aquellos que producen GTFs producen ambas enzimas.

En cuanto a la estructura, y a pesar de que no se ha cristalizado ninguna de las
dos, existen estudios sobre prediccién de la estructura donde se concluye que el
dominio catalitico de las GTFs es un barril (B/a)s, mientras que el de las FTFs es
una B- propela. Esta es una diferencia profunda entre las dos que evidencia un
origen diferente, aunque resulta curioso el hecho de que las dos coincidan en un
solo microorganismo. En este mismo sentido es interesante haber encontrado una
enzima que comparte caracteristicas tanto estructurales como funcionales de

ambos tipos de actividades.
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Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo general

eCaracterizar a la inulosacarasa de la cepa CW28 de Leuconostoc citreum 'y
el gen que la codifica para ubicarla en el contexto de las glicosiltransferasas

Objetivos particulares

Estudiar a la inulosacarasa asociada a células y en solucidn.

sAislar el gen que codifica para la inulosacarasa de la cepa CW28 de L.
citreum.

eSecuenciar el gen de esta enzima.

eAnalizar la secuencia obtenida

oExpresar la proteina en £. coli.
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2.  MATERIALES Y METODOS
2.1. Cepas, condiciones de crecimiento y medios de cultivo

La cepa de L. citreum CW28 fue obt¥nida de Ia coleccién de cepas aisladas del
pozol por la Dra. Carmen Wacher Rodarte de la Facultad de Quimica, UNAM. Las
condiciones de crecimiento de Leuconostoc son: 30°C y 200 rpm en el medio de
cultivo cuya composicién se muestra en la tabla 2.1, con 20 g/l de sacarosa como
fuente de carbono la que se sustituyé por glucosa para prevenir la sintesis de
polimero cuando las células se utilizaron para extraccién de DNA. El pH del medio

es ajustado a 6.9 al inicio de la fermentacién.

Tabla 2.1 Composicién del medio de cultivo para L. citreum CW28.

Componente Concentracion (g/l)

sacarosa/glucosa 20
Extracto de levadura 20
KzHPO4 20
MgS04°7H;0 0.2
CaCly"2H20 0.05
FeS04'7H,0 - 0.01 ,
MnSQO4°7H,0 0.01

La cepa £ colf DHSa fue utlllzada como huesped para las clonaciones realizadas
en este estudio EI genotipo de esta cepa es: A(mcr A)183, A(mcr CB-hsd SMR-
mr173, end A1 sup E44 “thi, rec AL, gyr A96, re/ AL, lac, [F™ pro AB, lacl
qZAMlS,TnlO(L‘et')]. La cepa crecid a 37°C y 250 rpm en medio Luria-Bertani (LB)
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(Ausubel y col. 2001). El medio se adicion6é con 200 pg/ml de ampicilina o 50
ug/ml kanamicina cuando asi se requirié para mantener los plasmidos, 1.5 % de

agar fue adicionado al medio para la preparacion de placas.
2.2. Produccidon de la inulosacarasa en L. citreum CW28

Se realizaron fermentaciones en matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo
estéril a 30 °C y 200 rpm para produccidn del indculo a partir de células
almacenadas en glicerol. Posteriormente se inoculd una fermentacion de 500 mi en
un matraz Fernbach (2.8 L) a 30 °C y 200 rpm. Durante la fermentacion se realizé
un seguimiento del crecimiento celular midiendo la densidad optica del cultivo a
650 nm en un espectrofotdometro Beckman DU 650. Al final de la fermentacion se
recuperaron las células por centrifugaciéon a 5000 rpm durante 15 minutos a 4 °C,
Las células se lavaron dos veces con buffer de fosfato de potasio pH 6.5 y se
resuspendieron en el mismo buffer. La concentracion de insolubles se determind

por peso seco tomando una alicuota de 5 ml.
2.3. Sintesis de inulina

El polimero se sintetizd en un volumen de reaccidn de 100 ml a una concentracion
de sacarosa de 100 g/l a 30 °C y pH 6.5 con una actividad enzimatica de 1 U/ml
utilizando células completas.

Al término de la reaccion el polimero se precipitd con 2 volimenes de etanol
absoluto. Posteriormente se centrifugé a 10000 rpm durante 10 minutos en una
centrifuga Beckman J2-HS. El polimero se resuspendié en el mismo volumen y se
repitio el préCedimiento, esta vez el polimero se resuspendid en 5 ml de agua y se
dializd contra agua destilada durante 24 horas, posteriormente se liofilizé. El
andlisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizd en el Instituto de
Quimica de la UNAM.
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Extraccion de la inulosacarasa de L. citreum CW?28

Para extraer la inulosacarasa de la células de L. citreun se probaron tres

estrategias que a continuacion se detallan:

a)

b)

<)

Sonicacion de las células de L. citreum. Una vez que las células
fueron cultivadas en un volumen de 500 ml y lavadas en buffer de
fosfato de potasio, se resuspendieron en 5 ml del mismo buffer, Las
células se sonicaron manteniendolas en frio en un sonicador Bradson
Sonifier 250 con 4 puisos de 10 segundo cada uno e intervalos de 3
minutos. Posteriormente se centrifugaron y se recuperé el sobrenadante
(SN). La determinacion de actividad se realizé tanto en restos celulares
como en el SN.

Tratamiento con lisozima. Una vez que las células fueron cultivadas
en un volumen de 500 ml y lavadas en buffer de fosfato de potasio, se
resuspendieron en 10 ml del mismo buffer y se adicioné lisozima a una
concentracién de 2 mg/ml durante 8 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron y se recuperd el SN. La determinacidon
de actividad se realizd tanto en restos celulares como en el SN.
Tratamiento con urea 8M. Una vez que las células fueron cultivadas
en un volumen de 500 ml, lavadas en buffer de fosfato de potasio, y
resuspendidas en 12.5 m| de una solucidon 8 M de urea, se incubaron a
25 OoC durante 1 hora (Hamada y col.,, 1989). Posteriormente se
centrifugaron a 15000 rpm 10 minutos a 4 °C y se recuperd el SN que se
dializé contra buffer de fosfatos 10 mM pH 6.5 a 4 °C durante 24 horas.
La determinacidn de actividad se realizd tanto en restos celulares como
en el SN dializado.

TESIS Gull
FALLA TP 77N |

36




Materiales y Métodos

2.5, Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad inulosacarasa se realizé cuantificando los azlcares
reductores liberados durante la reaccidn en presencia de 100 g/l de sacarosa a 30
oC en'buffer de fosfato de potasio pH 6.5. El poder reductor se determind por el
método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) reportado por Summer y Howell, en
1935.

La reaccidn enzimatica se realizé utilizando las células completas, la enzima
solubilizada por medio del tratamiento con urea 8 M, o los extractos enzimaticos

obtenidos a partir de £. coli DH5q.
2.6. Electroforesis de proteinas

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli
(1970). Se utilizé una camara Mighty small Il, con geles de 1mm de espesor. Un
gel concentrador al 4 % precede al gel de separacion al 6%. Las muestras a
analizar se incubaron durante 5 minutos a 95 °C en presencia de una solucién de
desnaturalizacion que contiene Tris-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS 4 %, glicerol 20 %,
p-mercaptoetanol 10 % y azul de bromofenol 0.05 %. La migracidon se efectud a
amperaje constante de entre 30 y 50 mA. Después de la migracion el gel puede

seguir alguno de los dos tratamientos siguientes:

a) Coloracion de proteinas con azul de Coomassie. El gel se incubd
en una solucién de acido acético (10% v/v), metanol (30% v/v) y azul
de Coomassie (0.2% v/v). Posteriormente se realizaron lavados del gel
en una solucion de acido acético (10% v/v), metanol (30% v/v) para
quitar el exceso de colorante.

b) Coloracion con reactivo de Schiff. El gel se lavd tres veces 30
minutos en buffer de fosfatos pH 6.5 con tween 80 (1% v/v) a
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temperatura ambiente. En seguida se incubé en la misma solucidn
adicionada con sacarosa o rafinosa (100 g/l) toda la noche a
temperatura ambiente. La aparicién de bandas blancas corresponde a la
sintesis de polimero producido por la enzima. El polimero se fijo
incubando el gel 30 minutos en una solucién de etanol 75% v/v,
después se incubd durante 1 hora en una solucidn de acido periddico
0.7% p/v y éacido acético 5% v/v. Posteriormente se realizaron tres
lavados de 20 minutos cada uno con una solucion de metabisulfito de
sodio 0.2% p/v y acido acético 5% v/v. Al final, el gel se puso en
contacto con el reactivo de Schiff hasta la aparicion del color. El exceso
de colorante se elimind por un lavado en una solucion metabisulfito de
sodio 0.5% p/v y acido acético 5% v/v.

2.7. Cuantificacion de proteina.

La determinacion de la concentracién de proteinas se realizd por el método de
Bradford (1976), utilizando el kit Bio-Rad (Hércules, CA) y alblimina sérica bovina
(fraccion V, SIGMA), como estandar.

2.8. Determinacion del pH y temperatura 6ptimos y constantes

cinéticas.

Se realizé6 una serie de reacciones enzimaticas a diferentes valores de pH y a
temperatura de 30°C, utilizando buffers de acetatos y de fosfatos 50mM. Se
realizaron también ensayos a diferentes temperaturas utilizando buffer de fosfatos
50mM y pH 6.5. En ambos casos se utilizd una concentracion de sacarosa de
100g/l y una actividad enzimdtica de 1U/ml. Los ensayos se realizaron por
duplicado y se monitorearon siguiendo la liberacién de azlcares reductores por el
método DNS.
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Para conocer la estabilidad de la enzima, ésta se incubd a diferentes temperaturas
por un tiempo que va desde los 30 a los 150 minutos. Cada 30 minutos se
determind la actividad enzimatica a 30 °C y pH 6.5 con una concentracion de

sustrato de 100 g/I.

Para la determinacién de las constantes cinéticas se realizaron reacciones a
diferentes concentraciones de sustrato, midiendo las velocidades iniciales de

reaccion.
2.9. Reacciones de aceptor

La sintesis de los oligosacaridos se realizé a una temperatura de 30°C y pH de 6.5
conteniendo 100 g/l de sacarosa empleando maltosa o lactosa como aceptor en
una relacidn sacarosa/aceptor de 2. La reaccidn se mantuvo hasta el consumo
total de la sacarosa. Posteriormente se separaron las células por centrifugacion, los
productos de la reaccidn fueron analizados por cromatografia liquida de alta
presidon (HPLC) utilizando una columna de silica aminada para analisis de
carbohidratos NOVA-PACK Waters-Millipore, bajo las siguientes condiciones: fase
movil: acetonitrilo:agua 80:20, flujo: 1 mi/min, detector de indice de refraccion (IR
410) a 35°C.

2.10. Secuenciacion de péptidos de ia IS

a) El amino terminal. La inulosacarasa de L. citreum fue purificada
por SDS-PAGE; y transferida a una membrana de difloruro de
polivinilideno (PVDF) (Ausubel y col., 2001). Posteriormente se tiid
con solucién S Ponceau (0.5% Ponceau Sy 1% &cido acético) y la

' banda correspondiente a la inulosacarasa fue cortada y sujeta a un

analisis de secuenciacién en la Universidad de Harvard.
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b) Péptidos internos. La inulosacarasa de L. c¢itreum fue purificada
por SDS-PAGE; una parte fue tefiida con azul de Coomassie y la
otra tratada para ver actividad /in situ. La banda correspondiente a
la IS fue cortada del gel tefido con azul de Coomassie y se
someti6 a una digestion por endoproteasas. Los péptidos
obtenidos fueron separados por HPLC, el analisis de secuenciacion
se realizé en el laboratorio de micro-secuenciacién de proteinas del
Instituto Pasteur.

2.11. Purificacion de DNA gendmico de L. citreum

La extraccidn del DNA gendmico de L. citreum CW28 se realizd a partir de un
cultivo de 50 ml que creci¢ durante toda la noche en el medio descrito en la tabla
2.1 usando glucosa como fuente de carbono. Las células se colectaron por
centrifugacion 10 minutos a 5000 rpm y se resuspendieron en 10 ml de buffer TE
50/20 para lavarlas. Se centrifugaron y resuspendieron en 4.5 mi del mismo buffer
adicionado con 50 ul de RNAsa (10mg/ml), se mezcld bien y se agregaron 500 ul
de lisozima (10mg/ml en TE), se incubd 30 minutos a 37°C. Posteriormente se
adicionaron 50 pl de Proteinasa K (20mg/ml de agua), se incubd 15 minutos a
37°C y se adicionaron 500 ul SDS (10%) y se volvid a incubar a la misma
temperatura por 30 minutos mas. Se agregé NaCl (5 M) 1 ml, se agité por
inversion y se incubd 5 minutos a 65°C, finalmente se adiciond bromuro de
hexadeciltrimetil amonio (CTAB)/NaCl 800 ul, se mezcld muy bien por inversién y
se incubd por 10 minutos a 65°C. Posteriormente se extrajo con un volumen de
cloroformo/bavlcoholvisoaml’lico (24:1), agitando por inversién. Se centrifugd 10
minutos a12000rpm Se extrajo dos veces mas con fenol/cloroformo/alcohol

isoamilico (24&2451), se extrajo una vez mas solo con cloroformo/alcohol isoamilico

remover los restos de fenol. Se precipitd adicionando 0.6 volimenes

de isoprb‘panorln e incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd por
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15 minutos a 12000 rpm. Se lavd la pastilla tres veces con 1 ml de etanol al 70%
sin vortexear, la pastilla finalmente se resuspendié en 30-70 ul de TE o EB.

El CTAB se preparé disolviendo 4.1 g de NaCl en 80 ml de agua. Lentamente se
agregaron 10 g de CTAB con calentamiento y agitacion. Cuando se disolvidé se
ajusté el volumen a 100 ml con agua miliQ. El buffer TE se preparé adicionando 8
ml de TRIS 1 M pH 8.0 y 2 ml de EDTA 0.25 M aforando a 100 ml con agua miliQ.

2.12. Purificacion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico de L. citreum se extrajo a partir de un cultivo de 5 ml que crecid
durante toda la noche en el medio descrito en la tabla 2.1 usando glucosa como
fuente de carbono. Las células se colectaron por centrifugacion 10 minutos a 5000
rpm y se resuspendieron en 1 ml de buffer SET (sacarosa 20%, 50 mM de Tris-HCI
pH 7.6 y 50 mM de EDTA) para lavar. Se centrifugaron y resuspendieron en 150 pl
ml del mismo buffer adicionado lisozima a una concentracion de 1mg/ml. Se
incubaron por 1 hora a 37°C. Posteriormente se adicionaron 5 pl de RNAsa (10
mg/mi) agitando y 350 pl de SDS (2 %)/NaOH (0.4 M) 50:50, se mezclé e incubd
en un bafio de hielo por 10 minutos. Se agregaron 250 ul de 3 M de acetato de
sodio pH 4.8 y se mezcld antes de incubar en hielo por 30 minutos. Se centrifugé 5
minutos a 4 °C y el SN se transfirid a un tubo limpio, para precipitar se agregd un
volumen de isopropanol, se mezcld muy bien por inversion y se centrifugdé por 5
minutos a 14000 rpm. La pastilla se lavé con etanol al 70 % y se resuspendio en
30 ul de buffer TE o agua.

El DNA de plasmido de £ coli se extrajo con el Kit de QIAGEN siguiendo las
indicaciones del proveedor a partir de cultivos de 5 ml crecidos en medio LB

adicionados con el antibidtico requerido para cada plasmido.
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2.13. ‘Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para obtener las amplificaciones de los fragmentos de PCR durante el aislamiento
del gen y para la preparacion de las sondas se utilizo la enzima Deep Vent DNA
polymerase (New England BiolLabs). Las amplificaciones realizadas que fueron
clonadas en los vectores TOPO fueron amplificadas con Elongase Enzyme Mix
(Invitrogen) que deja una A necesaria para la reaccién de topoisomerizacion

De manera general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de
reaccion de 20 pl con 100 uM de dNTP's, 20 pM de oligonucledtidos y 1.5 mM de
Mg2+ en el caso de las reacciones realizadas con la enzima Elongase, para el caso
de las realizadas con Deep Vent se utilizé una concentracion de 2 mM de Mg?*, 1X
del buffer indicado por el proveedor de la enzima y agua hasta el volumen
deseado. Las reacciones se realizaron en un Termociclador RoboCycler Gradient 96
Stratagene.

Los ciclos de amplificacion del DNA fueron diferentes de acuerdo con la enzima
que se utilizd, las Tm de los oligonucledtidos adecuados en cada caso y el tamafo

de los fragmentos a amplificar (tabla 2.2).

Tabla 2.2 Pasos para la amplificacidon de los fragmentos de DNA.

No de ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 desnaturalizacion 30s 940C
desnaturalizacidén 15s 940C
30-35 alineamiento 1 min variable?
extension variable® 68 6 72
1 extension final 7 min 68 672

a: La temperatura de alineamiento depende de la Tm de los oligos utilizados. Las
Tm de alineamiento variaron entre los 58 y los 68°C.
b: Los tiempos de extension variaron segln el tamafio del fragmento a amplificar.

En general se considerd_1min/kp
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Para analizar los productos obtenidos en las PCRs, se corrieron 5 pl de cada uno

en geles de agarosa al 0.8%. Los oligonucleétidos utilizados en el presente estudio

fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis de Oligonucleotidos del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM vy se listan en la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Oligonucledtidos utilizados durante el desarrolio de este estudio. Donde
K=GoT;R=Ao0G M=AoCyY=CoT.

Oligo Secuencia(5°a3’) Longitud
Para el aislamiento del gen /is/

281IS GATGTKTGGGATAGYTGGGCKTTRCAAGAT 30mero
291S ATCRACAAAYTGMGCMCCMGCTTCACCATATGG 33amero
539IS CCATATGGTGAAGCGGGGGCGCAGTTTGTCGAT 33amero
868IS CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTTATCAATCCA 33amero
128r1IS ATCTTGTAACGCCCAACTATCCCACACATC 30mero
42r1S GCAAGTGGTCTTTGCTTTAATGGGAGC 27amero
9631S CCATCCCCTTCAAATAAAATATGATCA 27amero

Para la clonacion del gen /s/y las versiones truncadas en el vector pCR 4-TOPO

11PIS
385IS
3841S

GCTATGGCGTCATGCAGGAACCACTTTATC
CTAATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC
CCTAAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC

30mero
30mero
30mero

" Para la clonacidon del gen /s/y las versiones truncadas en el vector pBAD/TOPO

ISdirecto AAGCAACAAGAAAGCATGGCTCGAAAAAAAC 31lamero
ISreverso CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTAATGAATCCA 33amero
E2reverso AGCATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC 30mero
E3reverso CTATAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC 30mero
43
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Los oligonucledtidos degenerados 28IS y 29IS se disefiaron en base a los dos
péptidos secuenciados a partir de la proteina purificada, tomando en cuenta el uso
preferencial de codones de L. citreum y buscando que en las posiciones de los

extremos de los oligonucleétidos no hubiera degeneraciones.
2,14. PCR inversa

La diferencia entre una PCR clasica y una PCR inversa reside principalmente en los
oligonucledtidos y el templado. Los oligonucledtidos empleados son divergentes
con respecto a la secuencia de DNA que se va a amplificar. Por otro lado el
templado consiste en fragmentos circularizados de DNA gendmico de L. citreum
CW28. La reaccidn da como resultado la sintesis de un fragmento linearizado
(Argiiello-Morales, 2000b). En la figura 2.1 se ejemplifica la estrategia de PCR
inversa utilizada en este estudio. Primero se realiz6 un mapa de restriccion del
fragmento ya conocido del gen /s/, posteriormente se digirio el DNA gendmico de
L. citreun con las enzimas que lo cortan cerca del 5°del fragmento conocido, con
estas digestiones se corrid un gel de electroforesis que posteriormente se transfirié
para realizar un Southern blot.

Con la enzima AHindll se esperaba, segin el mapa de restriccion, un fragmento de
150pb, otro de 1480pb y uno de tamafio desconocido que seria el de interés. Una
vez hecho lo anterior se realizé una ligacion sobre esa misma digestion a fin de
que se circularizaran los fragmentos, y utilizando oligonucledtidos especificos a la
region conocida del gen se realizd la PCR con la que obtuvimos el fragmento
esperado que posteriormente se mandd secuenciar (Medigenomix GmbH,

Lochhamer).

MY
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Gen /s/
Region a amplificar con . .
9 P Secuencia conocida
la PCR inversa
Hindll  ATG Hindlli Hindll Hindl
| { (N Y| ]
I\ 1600pb /PSX\MBOpb /
sonaa

Hindit Hindll

| |H/'nall | Hindll
Digestién total con Hindil Hindil /-/i,_yldu
Hindll Hindll

DNA gendmico de L. } {

citreum.
Ligacion de los
fragmentos
Hindll
Hindill
- =
422&5 12‘8_rIlS
1600pb < PCR inversa 1600pb

Figura 2.1. Estrategia utilizada en la PCR inversa para obtener el 5 del gen /s/de L.

citreumn asi como la regién promotora del mismo.
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2.15. Hibridaciéon del DNA

Cuando se realizaron experimentos de hibridacion en membranas de nylon
Hybond-N para los experimentos tipo Southern se utilizd la siguiente solucién de

hibridacion:
SSsC 5X
Denhardt  5X
SDS 0.5% (p/v)

Las membranas se prehibridaron durante 1 hora a 65°C. Posteriormente se
incubaron toda la noche a 65°C después de afiadir la sonda correspondiente
marcada radioactivamente. A la mafana siguiente las sondas se lavaron con una
solucion de SDS 0.1% y SSC 2X.

La sonda utilizada se marco radioactivamente utilizando el Kit para marcage de
sondas Random Prime Labelling System Rediprime II (Amersham Pharmacia
Biotech, UK.)

La deteccidn de las sefiales de hibridacion se realizé exponiendo las membranas
(sin permitir su deshidratacién) a una placa de deteccion “Phosphor screen”
(Molecular Dynamics) para su analisis en un aparato PhosphorImager (Molecular

Dynamics).
2.16. Secuenciacion

Las secuencias obtenidas en este trabajo se realizaron en un secuenciador
automatico Applied Biosystem 3100 en la Unidad de Secuenciacion Automatica de
DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos, México) o en
Medigenomix GmbH (Lochhamer, Alemania).

~ .
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2.17. Transformacion de E. coli

La cepa de £ coli DH5a fue transformada por electroporacion en un aparato
Micropulser Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) en las siguientes
condiciones: 2.5 kV, 25 nFy 200 Q.

De 2 a 5 pl de ligacién se pusieron en contacto con 100 ul de las células
electrocompetentes en una cubeta de 0.2 mm, después de la electroporacién la
cubeta fue puesta en hielo y se le agregd 1 m! de medio SOC, las células se
transfirieron a un tubo eppendorf y fueron incubadas por 1 hora a 37°C y 250 rpm
para que se recuperaran. Posteriormente se plaquearon en cajas de LB con el

antibidtico adecuado.

2.18. Expresion del gen /is/ y las versiones truncadas en el C-

terminal en E. coli.

Para la expresion del gen /s/ se disefiaron los oligonucledtidos 11PIS localizado en
el nucledtido 56 y el 868IS localizado al final del gen (Tabla 2.3). Con estos
oligonucledtidos se amplificd un fragmento de 5007 pb en cual se clond en el
vector pCR 4-TOPO (Invitrogen, Calsbad, CA), resultando el plasmido
recombinante pCRIS . La construccidon del plasmido fue confirmada por andlisis de
secuencia de una sola hebra de DNA del inserto.

Para las deleciones del carboxilo terminal de la proteina se disefiaron los
oligonucledtidos 385IS y 384IS (Tabla 2.3), con el primero y el 11pIS se amplificd
un fragmento de 3333 pb. Este fragmento carece de la region de alta identidad
con la alternansacarasa y fue clonado en el vector pCR 4-TOPO, el plasmido
resultante se denomind pCRIS2. Con los oligonucledtidos 384IS y 11pIS se

amplificé un fragmento de 2731 pb, en este caso se elimind, ademas de la regién
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de alta identidad con la ASR, un fragmento extra de 602 pb que es una regién con
muy baja identidad con la ASR y que denominamos “regidn de transicion”. Este
producto fue clonado en el vector pCR 4-TOPO resultando el plasmido pCRIS3 y
los tres plasmidos obtenidos fueron transformados por electroporacion en la cepa
de £. coliDH5a.

Las tres cepas de £ coli DH5a que contienen los plasmidos pCRIS, pCRIS2 vy
pCRIS3 se crecieron durante toda la noche en 50 ml de medio liquido LB
conteniendo 50 ug/ml de kanamicina. Las células cultivadas fueron separadas por
centrifugacion 10 minutos a 4°C y 5000 rpm. La pastilla se lavd con buffer de
fosfatos 50 mM pH 6.5 y se resuspendid en el mismo buffer, las células se
rompieron por sonicacién manteniéndolas en frio en un sonicador Bradson Sonifier
250 con 4 pulsos de 10 segundo cada uno e intervalos de 3 minutos.
Posteriormente se centrifugaron y se recuperd el SN. La determinacion de

actividad se realizd en el SN.

Posteriormente se disefiaron los oligonucledtidos ISdirecto, 1Sreverso, E2reverso y
E3reverso con los que se amplificaron las dos versiones truncadas del gen y el gen
completo, pero sin la regién promotora. Estos fragmentos se clonaron en el vector
pBAD/TOPO el cual es un vector de expresion que tiene un promotor inducido por
arabinosa y deja colas de histidina para facilitar la purificacion de la proteina. Los
plasmidos resultantes se denominaron pBIS, en el caso del gen completo; pBE2,
para el fragmento con la delecién de la regidn de alta identidad con la AS y pBE3
para el fragmento con esa delecion mas la regién de transicidn. £ co/i DH5a fue
transformada con estos plasmidos vy las células fueron crecidas en medio liquido LB
con 200 pg/ml de ampicilina y 0.02 % de arabinosa como inductor. Posteriormente
se trataron por sonicacién para la determinacion de actividad enzimatica como ya

se describid
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2.19. Analisis de las secuencias obtenidas

Los alineamientos entre secuencias de aminodcidos se realizaron con el programa
Clustal W. Las comparaciones de las secuencias tanto nucleotidicas como de
aminoacidos con las bases de datos se realizaron utilizando las distintas versiones
Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

El uso preferencial de codones de L. citreurn se obtuvo en la base de datos Codon
Usage Database del Kazuka DNA Researche Institue, Chiba, Japdn

(www.Kazusa.or.jp/codon/).

La region promotora putativa fue predicha por el programa Neural Network

Promoter Prediction, (http://www.fruitfly.org/seq tools/promoter.htmi).

El péptido sefial fue predicho por el programa disefiado por Nielsen y col. en 1997

El dominio conservado de la familia 68 de las glicosilhidrolasas fue identificado en
la inulosacarasa de L. citreum utilizando la base de datos pfam 7.8.
(http://pfam.wustl.edu/)
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3. RESULTADOS

Como antecedente a este trabajo se realizd un “screening” de actividades
glicosiltransferasas de una coleccién de 14 cepas identificadas como Leuconostoc
mesenteroides (Olivares-Illana, 1998). Estas cepas fueron aisladas del “pozol” por
el grupo de la Dr. Carmen Wacher Rodarte en la Facultad de Quimica (Wacher-
Rodarte, 1995). Sorprendentemente en una de ellas, denominada CW28 se
encontré actividad fructosiltransferasa asociada a células, es decir unida en la
parte exterior de la pared celular. Leuconostoc es un género en el que se han
estudiado extensivamente glucosiltransferasas y sus productos de reaccion, las
dextranas. Existen reportes de actividades fructosiltransferasa en este género, sin
embargo, no han sido estudiadas debido a que se encuentran en cantidades muy
bajas con respecto a las GTF y se consideraban como actividades contaminantes
de éstas Miller y col, 1986). La cepa CW28 Unicamente produce una actividad FTF

asociada a células, especificamente inulosacarasa.

En la primera parte de este trabajo se presenta la caracterizacion de la IS de la
cepa CW28 identificada posteriormente mediante secuenciacion del RNA ribosomal

como Leuconostoc citreum.

En la segunda parte de este trabajo se detallan las caracteristicas del gen /s/de L.
citreum asi como de la estructura primaria de la proteina. La secuencia obtenida
en este trabajo se depositd en la base de datos GenBank con el nimero de acceso
AY191311.
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3.1. Caracterizacion bioquimica.

3.1.1. Identificacion de la cepa CW28 como L. citreum.

En trabajos anteriores la cepa CW28 fue caracterizada bioguimicamente por
pruebas Api 50 CH, siendo identificada como L. mesenteroides con un 96% de
probabilidad (Olivares-Illana, 1998). Sin embargo, durante la realizacién del
presente estudio, se observaron algunas caracteristicas que la diferencian de otras
cepas trabajadas en el laboratorio e identificadas como L. mesenteroides, como su
color amarillo. Se decidid entonces realizar un analisis de secuencia de rRNA 16S.
En la figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos del analisis filogenético de la
cepa CW28, de donde se desprende que existe una mayor cercania con L. citreumn,
la cual produce un pigmento amarillo (Farrow y col. 1989) que coincide con el
fenotipo encontrado para esta cepa. Es interesante mencionar que cepas
reportadas con anterioridad como L. mesenteroides han sido reclasificadas como L.
citreurn entre las que se encuentran cepas de la coleccion NRRL como la B-742, la
B-1501 y la B-1355, las dos (ltimas reportadas como productoras de
alternansacarasas. L. citreumn fue descrito por primera vez por Farrow y col. en
1989, casi al mismo tiempo Schillinger y col. (1989), reportaron por primera vez a
Leuconostoc amelibiosum y no es sino hasta 1992, donde Takahashi y col.
concluyen que L. amelibiosumn es sindnimo de L. citreurn, y propusieron que el

nombre de Leuconostoc citreum debe ser retenido.

Nelghbor Jolning Tree
;:gmc‘?; ﬁ:::c“m- Eructosus TESIS CON
imcemertos el FALLA DE ORIGEN |

L & oides
Lauconostoc mesanterocides cremoris
Leuconostoc musentercides mesenteraides
1 oc ides dextranicum

| :mxthh gibsonil
Kurthia zopfii

Figura 3.1 Andlisis filogenético del rRNA 16s de la cepa CW28 de Leuconostoc.
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3.1.2. Produccion de /a inulosacarasa de la cepa CW28 de L. citreum

En el medio de cultivo descrito en la seccién de materiales y métodos se crecid la
cepa de L. citreun CW28. En la figura 3.2 se muestra una curva tipica de
crecimiento, donde también se observa que la actividad IS esta asociada al
crecimiento celular mostrando un valor maximo 0.7 U/m! alrededor de las 5 horas
de fermentacion. Al final de la fermentacién la actividad decae resultado de una
acidificacién del medio de cultivo debida a la produccién de &cidos organicos,
principalimente de acido lactico. Es importante mencionar que la IS esta asociada a
las células y que.no se encontré actividad en el sobrenadante de la fermentacién.

Cuando al medio de cuitivo se le agrega como fuente de carbono glucosa en lugar
de sacarosa, la actividad IS no se detecta por el método utilizado (DNS). Se ha
reportado que las FTF de microorganismos Gram negativos son constitutivas,
mientras que las de Gram positivos son por lo general inducidas por la sacarosa
(su sustrato). Una excepcidn es la FTF de Actinomyces naeslundii reportada por

Bergeron y col (2000).
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Figura 3.2 Curva de crecimiento tipica de L. citreum CW28. Produccion de IS y cambio en
' el pH del medio de cultivo.

3.1.3. Sintesis de inulina

El polimero producido por la IS asociada a las células fue analizado por Resonancia
Magnética Nuclear (13C-RMN). El espectro corresponde a un polimero de fructosa
con enlaces B 2-1 y ramificaciones en B 2-6, que es la estructura usualmente
encontrada en la inulina (figura 3.3).

Seis principales picos de resonancia en 103.6, 81.8, 77.5, 74.9, 62.7 y 61.4 ppm
fueron encontrados, los cuales son similares a los reportados por Shimamura y col.

en 1987 para la inulina (tabla 3.1). En el polimero de la cepa CW28, el carbono

L3
anomérico C2 y los carbonos primarios C1 y C6 son muy cercanos a los 2

presentados por la inulina, al igual que los carbonos de! anillo C3 y C5, solo el C4 st
se acerca mas al mostrado por la levana (tabla 3.1). Este resultado genera e
evidencia de que el polimero producido por la cepa CW28 es inulina. Sin embargo,

para confirmar este resultado el polimero fue digerido con inulinasa una enzima

comercial de Fluka producida por Aspergillus niger, que hidroliza especificamente

los enlaces B 2-1 presentes en la inulina usando como control levana, la cual no
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fue digerida, por -lo. que podemos concluir que, el polimero producido por L.

citreum CW28 és 'lh:ulina.

cs
b c4
ca c6
C
i J .J\~._
PR R S A M A M AT M
(o [ C%"

Figura 3.3 Espectros de *C-RMN de fructanas. a) polimero producido por la cepa CW28

de L. citreum, b) inulina Shimamura 1987 ¢) levana Shimamura 1987.
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Tabla 3.1 Desplazamientos quimicos del espectro de *C-RMN de inulina, levana y
el polimero producido por L. citreum CW28.

Desplazamientos quimicos (ppm)

atomo de carbono Inulina L. citreum Levana® Inulina®
Cw2sg
C-1 61.4 60.7 60.9
c-2 103.6 104.2 103.3
c3 . 77.5 76.3 77.0
c-4 74.9 75.2 74.3
C-5 81.8 80.3 81.1
C-6 62.7 63.4 62.2

@ Shimamura,1987.

3.1.4. Solubilizacion de /3 IS

Para extraer la inulosacarasa de las células de L. citreurn CW28 y solubilizarla se
probaron varios protocolos como son: la sonicacidén de las células, tratamientos
con lisozima y tratamientos con urea. En el primer caso se pierde por completo la
actividad IS, ya que posterior al tratamiento no se detectd la actividad IS ni en
sobrenadante ni en los restos celulares, esto se podrfa deber a la liberacién de las
proteasas de L. citreurn que entonces podrian actuar sobre la enzima. En el
segundo caso, después del tratamiento con lisozima, no se detecté tampoco |
actividad ni en el sobrenadante ni en restos celulares, lo que probablemente se
deba a que al romper las células y liberar el contenido citoplasmatico las proteasas
presentes se liberen actuando sobre la enzima. Para verificar lo anterior se realizé
una medicidn de actividad proteolitica en el sobrenadante de este tratamiento
utilizando el reactivo Hide Powder Azure obteniéndose 187 Uyipsina/Ml. Una Ugripsina

equivale al cambio de absorbancia producida por 1ng de tripsina en 16 horas a
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379C y pH 8. El tercer protocolo consistié en un tratamiento con urea 8 M
(Hamada y col. 1989), que resultd exitoso, ya que a pesar de obtener el mayor
porcentaje de actividad en los restos celulares (60%) y que el 30% se pierde,
probablemente debido a que parte de la enzima no se renaturaliza, el 10% de la
actividad fue recuperada en sobrenadante y fue suficiente para realizar las

determinaciones posteriores.

3.1.5. Propiedades de la IS soluble y asociada a células

Una vez que se obtuvo la enzima en solucidn se investigaron las condiciones
dptimas de reaccion para las dos formas de la enzima. En la tabla 3.2 se muestra
una comparacién de las caracteristicas de la IS de L. citreum unida a células y

solubilizada por medio del tratamiento con urea 8M.

Tabla 3.2 Comparacion de las caracteristicas mostradas de la IS asociada a
células y de la solubilizada con urea 8M.

Caracteristicas Asociada a células En solucidn
PH 6.5 6.5
WITHITO

. TESIS CON
T 6ptima (°C 45 35 oy

Pima (%0 ~ FALLA DI O°ICEN
Reacciones de aceptor [No : Si
Produccion de inulina |Si Si

El valor de pH dptimo resulté ser de 6.5 tanto péra la enzima en solucién como
para la asociada a células. La temperatura éptima para la enzima asociada a
células fue 10§C mayor que la éptima encontrada para enzima la libre. Es probable
que este resultado se deba a que la enzima en solucién resultd menos estable que
la enzima asociada a células. La Kmap de la enzima libre es 38 mM, mientras que
para la enzima asociada a células, la Kmap resulté de 66 mM, diferencia
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probablemente debida a resistencias difusionales que controlan la reaccién ya que
al estar unida a las células, el polimero producido se concentre al rededor de la
célula-enzima lo que dificulta el acceso de la sacarosa al sitio activo.

Una propiedad comUn para las FTFs es la capacidad de transferir el residuo
fructosilo a ciertas moléculas aceptoras, como lo reporta Ohtsuka y col., 1992. Se
encontré que la IS de L. citreurn al estar en solucidn tiene una muy baja eficiencia
para transferir el residuo fructosilo hacia la maltosa y la lactosa. Sin embargo, al
estar asociada a células es incapaz de realizar esta transferencia ya que, la
fructosa de la sacarosa es transferida hacia e! polimero aunque en el medio de
reaccién se encuentren presentes otras moléculas que podrian actuar como
aceptoras. Esto puede tener su origen en impedimentos estéricos en la enzima
asociada a células, debido entre otras causas a la posibilidad de que existan sitios
potenciales de reconocimiento a aceptores que puedan volverse accesibles solo
cuando la IS es solubilizada. Sin embargo, en ambos casos la enzima es capaz de

producir inulina.

Si bien las FTFs bacterianas tienen caracteristicas similares, al realizar una
comparacion entre éstas y la FTF de L. citreum encontramos diferencias
significativas (Tabla 3.3). Un ejemplo de ello se refiere a la localizacidon de la
enzima: las FTFs son extracelulares con excepcion de las producidas por
Streptococcus las cuales sélo son extracelulares en presencia de sacarosa. En
cuanto el peso molecular, el reportado para estas enzimas se encuentra en el
rango de los 40-80 kDa con excepcion de la FTF de S. salivarius que presenta un
peso molecular de 140 kDa. Sin embargo, la FTF de L. citreun tiene un peso
molecular de 165 kDa calculado por SDS-PAGE, el mas grande reportado a la fecha

para estas enzimas.

Otra diferencia sobresaliente es la capacidad de sintesis de oligofructdsidos (FOS)
en reacciones de aceptor: como ya se menciond, la FTF de L. citreum es incapaz
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de producir FOS a menos que la enzima sea solubilizada, mientras que se trata de
una propiedad comUn de las FTFs.

Observando estas diferencias surgieron algunas preguntas como ¢Cuales son las
diferencias estructurales que dan lugar al tamafio tan grande de la IS de L.
citreurn?, éPor qué esta enzima no es capaz de producir FOS en reacciones de
aceptor? éA que se debe que algunas FTFs produzcan levana y otras inulina?. Para
tratar de responder a estas preguntas se requiere profundizar en el estudio de la
refacioén estructura/funcion, por lo que se decidid aislar el gen que codifica para

esta enzima y realizar un analisis comparativo con las secuencias FTFs reportadas.
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Tabla 3.3 Comparacion de las propiedades de las FTF producidas por algunas bacterias.

roorganismo Localizacion Masa molecular pH T optima K, Reacciones Referencias
enzima celular (kDa) éptimo  (°C) (mM) Produccién  de aceptor
ubtilis LS extracelular 50 6.5 45 18 . inducida sf Chambert, 199
irculans LS extracelular 52 6.5 40 20 - s Perez, 1996
tobacter LS extracelular 58, 65 5.0 - 11.8+1.4 constitutiva  si Arrieta, 1
zotropicus Betancourt, 19
inella aquatilis LS extracelular 64 6.0 55-60 50 - - Ohtsuka, 1992
nomonas mobilis LS extracelular 47 5.0 50 122 - - Kyono, 1995
/inia herbicola LS extracelular - - - - constitutiva - Cote, 1988
udomonas. syringae LS Hettwer, 1995;
phaseolicola extracelular 45 6.2 18 160 constitutiva - Hettwer, 1998
tobacillus reuteri IS extracellular® 87 - - - constitutiva - van Hijum, 20(
nutans IS extracelular 74, 80, 87, 90 - - 12+1 constitutiva - Jacques, 1
Shimamura, 19
Sato, 1986
alivarius LS extracelular® 140 - - - constitutiva - Jacques, 1993
uconostoc citreun 1S asociada a 165 6.5 45 66 inducida no Olivares-Illar
cwas células 2002

2 Extracelular en presencia de sacarosa.

- No reportado
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3.2. Caracterizaciéon molecular.

3.2.1. Librerias gendmicas

Para la obtencién de la secuencia nucleotidica de la inulosacarasa de L. citreum
(ish, se siguieron varias estrategias. La primera de ellas fue la construccién de
librerias gendmicas de L. citreurn. Al realizar las digestiones parciales del DNA
gendmico con Sau3Al que reconoce el sitio de restriccion GATC se observé que si
bien la enzima digiere el DNA de L. mesenteroides B-512, no es capaz de digerir el
DNA de L. citreum. Se realizaron digestiones con diferentes enzimas,
encontrandose que ninguna de las que reconocen el sitio GATC fue capaz de
digerir el DNA de L. citreum, lo que indica la presencia de una posible modificacién
del DNA de la cepa CW28 de L. citreurm en este sitio. Es sabido que en una gran
variedad de microorganismos tanto procariotes como eucariotes, el DNA esta
modificado por metilaciones. En procariotes estas metilaciones estan identificadas
como elementos de sistemas de modificacion/restriccion y su funcién es la de
proteger al DNA del hospedero de digestion por sus mismas enzimas de
restriccion. Las modificaciones mas conocidas son: metilacion tipo Dam en la A de
la secuencia GATC; metilacion tipo Dcm en la segunda C de las secuencias CCAGG
y CCTGG. Sau3Al es capaz de digerir aln en secuencias metiladas Dam, por lo que
la modificacion que impide la digestion por esta enzima no es de este tipo. Aungue
el trabajo no continué en esta direccién, seria interesante conocer el tipo de

modificacion presente en el DNA de L. citreum.

Durante la realizacién de las librerias gendmicas, las cuales se realizaron utilizando
el cosmido pCP1i3 en £ coli DH5a, el DNA de L. citreum CW28 se digirid con la
enzima de restriccion £coR| y se recuperaron los fragmentos de 9 a 23 kpb a partir
de geles de agarosa. No se obtuvieron resultados favorables, esto se debi6 quizas
al método de seleccidn que se utilizd el cual consistié en crecer las librerias en LB

adicionado con sacarosa para ver la sintesis de polimero, y un fenotipo de colonias

et e g o RO

[ Tesis Cow "
FALLA DE ORICEN




Resultados y Discusion

mucoides, pero no se encontré por este método ninguna clona positiva. El gen
codificante para la enzima es muy grande, aproximadamente 4500 pb, para
observar actividad por este método de seleccién se requeria que el gen estuviera
completo y ademas era necesario clonarlo con su propia regién promotora lo que
implicaba un grado de dificultad mayor. Posteriormente en el laboratorio se
realizaron experimentos con la dextransacarsas de la cepa B-512 de L.
mesenteroides, utilizando este mismo método de “screening” comprobandose
entonces que el fenotipo de colonias mucoides esperadas por la produccién de
polimero por la presencia de sacarosa en el medio no es claro por lo que se

descartd esta estrategia.

3.2.2. Purificacion de /a proteina y secuenciacion de dos peptidos.

Con el fin de aislar el gen a través del disefio de oligonucledtidos basados en
regiones conocidas de la proteina, se purifico la IS mediante electroforesis en gel
de acrilamida. Una parte de este gel se tifio con azul de coomassie y la otra se
tratod coh tween 80 y sacarosa 5% para observar actividad /77 situ y asi asegurarnos
que la enzima tefiida con Coomassie era la misma que presentaba la actividad
productora de polimero (figura 3.4).

Esta banda de proteina se cortd y se mandaron secuenciar dos péptidos a partir de

fragmentos obtenidos por hidrdlisis con una endoproteasa.
123

Figura 3.4 Purificacion de la IS de L. citreum por PAGE-SDS. Carril 1. Células completas
donde se observa una banda de produccién de polimero. Carril 2, Células completas

tefiidas con azul de coomassie. Carril 3. Marcadores de peso molecular.
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Los péptidos secuenciados fueron comparados con la base de datos BLASTp, el
primero de 13aa (MDVWDSWALQDKS), mostré identidad con el inicio de diferentes
genes de levansacarasas mientras que el segundo, de 15 aa (TAPYGEAGAQFVDYV)
es idéntico con el carboxilo terminal de la alternansacarasa de L. mesenteroides
NRRL B-1355 (Argiiello-Morales, 2000b).

3.2.3. Aislamiento del gen is/

A partir de la secuencia de estos péptidos se disefiaron dos oligonucledtidos
degenerados tomando en cuenta el uso de codones de L. citreurn: el 28IS y 291S
respectivamente (Tabla 2.3) con los que se amplificdé una banda de
aproximadamente 3000 pb (Figura 3.5A).

Al obtener la secuencia nucleotidica de este fragmento se encontré que la regién
C-terminal es 80% idéntica al gen de la ASR en la regidn del carboxilo terminal del
gen codificante para esta enzima. Debido a esta gran similitud se decidié disefiar
los oligonucledtidos 868IS a partir del final del gen de la alternansacarasa y el
5391S (Tabla 2.3), con {os que se amplificd un fragmento de 450 pb (Figura 3.5B)
donde se encuentra el extremo 3 "del gen /s/ Al mismo tiempo se realizé una PCR
utilizando los oligonucledtidos 28IS y 868IS con los que se amplificé un fragmento
de aproximadamente 3445 pb. Lo anterior se realizd para comprobar que
efectivamente este fragmento de 445 pb corresponde al gen de la IS. Es
importante hacer notar que en el oligonucledtido 868IS se introdujo el coddn de
término de acuerdo a la secuencia de la ASR, asumiendo, de acuerdo a la alta
identidad que en esta region presenta la IS con la ASR, que corresponde al coddn

de término en la IS.

Para obtener la secuencia 5 "de este gen se decidié realizar una PCR inversa, por lo

que se disefié la sonda 3501S (Figura 3.5) utilizando los oligonucledtidos 28IS y
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963IS (Tabla 2.3), se digirid el DNA gendmico de L. citreum con las enzimas
HirdIIl y EcoRV, que de acuerdo a un mapa de restriccién realizado al fragmento
ya conocido lo cortan.

Hindi1l
q H{naIII , 5(')63
| 1
A 2815 = PCR
<=9631S <= 291s
Sonea oS B s5391s=>PCR
<—868IS

C PCR Inversa —>421r1s
128rIS <&

D 1ipis> PCR

<—8681S

Figura 3.5 Estrategia usada para el aislamiento del gen /s/a partir del DNA gendmico de
L. citreum

Como se observa en la figura 3.6. En el caso de la digestion total con £coRV, una
banda de 8 kpb hibridizd con la sonda utilizada, para HixdIIl se esperaba un
fragmento de 150 pb otro de 1480 pb y unoc mas de tamafio desconocido que seria
el de interés. El tamafio de este fragmento resultd de 1600 pb aproximadamente,
en el que se ubica la secuencia faltante para completar el gen y muy
probablemente la regién reguladora del mismo. Se decidié utilizar la digestion total
Himdlll ya que el tamafio del fragmento deseado es menor y por lo tanto mas facil
de manejar.
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1 2 3
 «———8kb
< 1650kb
e, 1480kb
. e —so0
= | 150kb

Figura 3.6. Andlisis de Southern blott realizado con fragmentos de DNA gendémico de la
cepa CW28 de Leuconostoc citreumn digerido con: 1) Hirdlll; 2) £coRV. La hibridacion se
realizé utilizando la sonda 3501IS mostrada en el carril 3.

Se realizd una ligacién de los fragmentos obtenidos a partir de la digestién total
Hirdlll y ésta se uso como templado para la reaccidon de PCR inversa con los oligos
128rIS y 42rIS (Tabla 3.3.). La reaccidon amplific6 un fragmento del tamafio
esperado (1600 pb) como se observa en la figura 3.5C. Posteriormente se disefio
el oligonucledtido 11pIS (Tabla 3.3) y junto con el 868IS se amplificé un producto
de PCR de 5007 pb que incluye el gen completo y su regién promotora (Figura
3.5D). Este fragmento se clond en el vector pCR-4TOPO dando origen al plasmido
pCRIS. A partir del pCRIS se secuencioé una hebra del fragmento de 5063 pb.

3.2.4. Localizacion del gen is/ en el genoma de L. citreum

Con el fin de determinar si el gen de la IS se encuentra localizado en plasmidos o
en cromosoma, se purificd DNA genomico de L. c¢itreum y por otro lado se realizd
un aislamiento de plasmidos confirmando que la cepa CW28 posee DNA
extracromosomal. Para ubicar el gen /s/dentro del genoma de L. citreum se realizd
el analisis de Southern blot mostrado en la figura 3.7 donde se observa que la
sonda 350IS no hibrida con los plasmidos, lo que sugiere que el gen /s/ se
encuentra en el cromosoma, aungue no se puede descartar la posible existencia de
megaplasmidos en esta bacteria y la presencia del gen /s/ en estos cuerpos
extracromosomales. ey
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Figura 3.7 Analisis de Southern blot en el que se muestra que la sonda hibrida con el
DNA gendmico de la cepa CW28 de Leuconostoc citreun. 1) DNA gendmico; 2)DNA
plasmidico; 3) sonda 3501S.

3.2.5. Andlisis de la secuencia nucleotidica

La secuencia nucleotidica del gen /s/ contiene 37.25% de G+C lo que es
consistente con el valor reportado por Kim y col (2000) para el género
Leuconostoc.. Et analisis de la secuencia muestra un marco abierto de lectura de
4473 pb, comenzando en el nucledtido 591. Se encontré una secuencia consenso
del sitio de union a ribosoma (RBS) AGGGAG 8 pb arriba del codon de inicio ATG.
Esta secuencia de unidn a ribosoma se encontré también a la misma distancia del
ATG en la alternansacarasa de L. mesenteroides NRRL B-1355.

Segun lo predicho por el programa Neural Network Promoter Perdiction, una
regién promotora putativa puede ser identificada 34 pb arriba del codon de inicio,
con las secuencia —10 TATAGT y —35 TTGTAAC las cuales estan a 19 nucledtidos
de distancia entre ellas. La secuencia del gen /s/ asi como de la proteina se
presentan a continuacion:
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TTGTAATACGACT CACTATAGGGCGAATTGAAT TTAGCGGCCGCGAATTC 50

GCC CTTGCTATGGCGTCATGCAGGAACCACTTTATCAGGTTATGCAGGCC 100

= . 11plS
CGTkT.T,AC‘CATATAAT,TVTAAATACCTATCAA

GTA

“T:C‘A’C"A‘GGTG CAGTAGC 150

Tecc
cTe
TAT
TGT'T
ATG | |
AT G ER CT‘AG;\?“AFA,{;T:"T’ Th 450
CTA CTATACAAACGT 500

TGAGCATTTTATGTTAATATTTTA ACATTACCATAG 550

' &
-10
GTAATATGCGCTTTATACATAATATAT

RBS

600

AAG AAAGCATGGCTCGAAAAAAACTATACAAAGCAGGT AAAATTTGGGTA 650
Q E S M A R K K L Y K A G K ! w \

GCAGCGGCAACTGTTTCTGCAGTAATCGGGGTATCTGCAATTACAAACGT 700
A A A T v S A v 1 G v S A I T N v

TAGTGCGGACGTGAATCAACCACTTTTAGCGCAAGAAAATTTTAGTGGTA 750

S A D v N 9] P L L A o] E N F S G
Proteina madura

ATAAAACGGAACCGGTTCCTGATAAAAGTAATAAGAATGAATCAGTCAAA BOO
N K T E P v P b K 5 N K N E S .V K

GATTCGAAAGTAGCAACAAGTGATGAATTAGCAAAAGATTCGAAAGTAGC 850
D S K v A T S D E L A K D S K v A

AAC AAGTGATGAATTAGCAAAAGATTCGAAAGTAGCAACAAGTGATGAAT 900
T S [ E L A K D S K v A T S [} E

TAGCAAAAGATTCGAAAGTAGCAACAAGTGATGAATTAGTAAAAGATTCG 950
L A K b S K v A T S D E L v K o] S

AAAGTAGCAACAAGTGATGAATTAGCAAAAGATTCGAAAGTAGCAACAAG 1000
K v A T S D E L A K b S K v A T S
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TGATGAATTAGCAAAAGATTCGAAAGTAGCAACAAGTGATGAATTAGC AA
E L A K D s K v AT s D E L A
AAGATTCGAAAGT AGCAACAAGTGATGAATTAGCAAAAGATTCGAAAGTA
K 0 s K v A T s D E L A K D s K v
GCAACAAGTGATGAATTGGCAAAAGATT CGAAGGCACCGACAAATGATGT
A T s D E L ALK D 5 K AP T N D v
ATCAGTGAGAGCGGAGAAAAAATCTTCATTAATTGACTCACCAGAGTT AA
v R A E K K s s L I D s P E L
ACGTCAAAATGTCGGAAATGACTAGTGTGCCAAATCTTATATCTGACG AA
N VoK M S 3 MooT s v P NOL 1 s D E
AAT TCTAAAAATT TAGTCAATTCTAATGAACTAATAAACGGATTATCAAA
N s K N L v N S N E L 1 N G L s K
AAGATCTTTAGAAATAGCTCATCAAGCTGGAATAGATGTTTCTAGGTT AA
s L 3 1 A H o A G t ) v s R L
ATGACATACAAAAAGCAGCTTTAAATAAAATAAAATTAGTCAATGAAGAT
N D 1 a K A AL N K I K L v N 3 D
GGGAATAAGTATGTACTAGATAATACAGGTTCTGATTACACTAAAAATAC
G NK Y vV oL DN T 6 s DY T K N T
CATTATTGATAAAAATAATCCTGATGATACAACTAARACAACACACATTA
1 D K N N P D D T T K TooT H 1
CATTTGCCAATTTAGATGATGCTATTAAGCTAGCGCAAAAACCAGACCCA
T FoooA NL D 0O A 1 K L A0 K P D P
AAAACTACTATTCCTGTATTCAATGCTTCTCAAATTAACAATTTGCCTGE
K T T 1 PV F N A s 0 1 N N L P A
ATCGATATTTAAAGATGC ACAAACTAACAAAGT TGAAAAGATGGATGT TT
1 K DA o TN K E K M DV
GGGATAGTTGGGC GTTACAGGAT TCAAAGACAGGTGAAGTATACAATTAT
¥ 0o s WA L 0o 0D s K T (3 v Y N Y
CATGGAAAGCAAGTGGTC TTTGC TTTAATGGGAGCACCTTTAGTACAAGG
1 ¢ K 0 vy A L H G AP L v e G
TGATACTCACATATATATGTTATATAATAATTATAATAATGCAARAGCT TG
T H ! L Y N N Y N N K L

Y
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ACGGATEGGGTTAATGCTGGTCCTGTGTTTGGTTATAATGCAAAACCCGAG
0 & W v N A P v F G Y N A K P E
AGTCAAGAATGGTCAGGATCAGC AGTCGTTAACAGTGATGACAGTATACA
5 o E w s G s A v vV N s D D s ! 0
ATTATTTTATACTAGGGTAGCAGATGATTGGAAGCAAGCTTTGEGCCACTG
L F Y T R v A o b w X a L AT
TCAACATAAAAATCACTAACTCTGAAAATTCACTTGGAATTCAAAGTTTG
v N ! K 1 T s E N s L G | a s L
CAAAATGATCATATTTTATTTGAAGGGGATGGEGT TATTT TTATTCTCGAAA
a N oD H 1 L FE G D G \ F Y s R K
AGATCAGT TAAAGCCTCAAGCCGATATGTTTACATTAAGGGATCCAAAAT
0 a L K P 0 A D M A L 0 P K
TAATAGAACTTGATGATGGTGAGAGATATCTTACGTTTGAAGCAAATACT
L I E L 0 0 3 R Y L T F E A NOT
GGAATATATGATGAAGCAAGTGACCAACAAACTGTCAATTTAAATAATTA
G 1 Y D E A s D 0 o T v N L NN Y
CGGTGGTGEGATTAACGTATGATGTAGCCAGAATGTTGGGAGTTGTAAATA
G G G L Ty D v oA R M L v v N
ATTCAAACAGAGCGCTATACTCATCAACAGCGAATGGTGCGATTGGATTA
N s N R A L s s 7 A N G A 1 & L
CTAAAGTTAAAGGGAGAT TATTT TAATCCGATTTTAGACAGGC TATATAA
L K L K 6 D Y F N P 1 L D R L Y K
ACCBTTAATCACAGCAGTAGGGG TTACTGATGAGATTGAACGT GCAAATA
P L ! T Ay G v D E 1 R A N
TTGTGCLCATTTAATGGTAAATACTATTTGTTTACTGACTCTCGTTTTAAT
! vooop F N G Y ¥ T D 5 R F N
AGAAGTGCAGCTGATAATTCTCCAATGAGCATGGCTCCTGATGGAGCTAT
R 5 A A D N s P M s M AP D & A M
GATGATGGGATTTGTCTCAGATT CTTTATTTGGAGATTATAAGCCATT AR
“ G F v D s L F oG D K PoL
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ATGGGAATGGCATTGTTT

N

G

N

G

v

TGGTG
L v
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ACCAA'TAATTCATTTACGTCAAGAACA 2600

T

N

N S F T S R T

AACACCTATTCATGGTAT

N

T

Y

S

w

Y

ACTGT
T \

TCCTG

P

TAAAAGGACGTCCAGATTTGAT 2650
v K G R P D L M

GTTAGTAACTTCATATAT

L

v

T

s

Y

M

GACAA
T

ATAGA

N

R

GGTTTAGCGTCAGGAACAGACC 2700
G L A S G T D

AATACTCAACGTTTGCTC

o]

Y

S

T

F

A

CGTCA
P S

TTTCT

F

L

ACTGAAAATTGATGGCGACCAG 2750
L K ! D G b Q

ACCCATGTACTTAACACA

T

H

v

L

N

T

GTTAC
v T

TGAGC

E

3841S
AAGGCGATTGGGTTTGGGGAGA 2800
Q G D w v w G D

TGATGATCACTCTATAGT

D

D

H

S

\

TGAGT
E

TATTA

L

L

GCATTGAATACTGAGGATGCTT 2850
A L N T E ] A i

ATTTAACTAATAATCAAA

Y

L

T

N

N

o]

AGAAT
K N

ATCAA

I

N

CTATTCTCCAGACTGGAGTAAT 2900
Y S P D w S N

ATTGATGGATATGGCTAT

l

D

G

Y

G

Y

CCTAT
P |

CGTAA

v

CAAATATTAAAGATGTTGATTT 2850
T N I K D v D L

GACGTTTTATATTAGTGG

T

F

Y

S

G

CCCCTGGTAGACATCAAG

A

P

G

R

H

Q

TATAT

GAGCT
G A

TGTCC

L

S

CGAAT

R

AATACTGAAAAAGTCTCA
v

N

T

E

K

S

TATATGGTATTTAGTTAA
v

W

Y

L

N

CGTCATTAGTTACAGTAC
L

5

S

\Y

T

v

ATTGTTAAGGATAGCGAC
D

I

v

K

S

D

TGCTAAATACTACCAGTC

A

K

Y

Y

o]

S

GCTAT
A l

CCTAG
L

CCATG
P M

ATGTA
M Y

TTCAA
S

CCCGATAGTCTGTTTAAAAACG 3000
P D S L F K N

TATTGGTTCAACGTC TCAATAT 3050
I [ S T S o] Y

CAAAG

K

CAGGA

A

G

ACAGA

T

D

TCTAG
L

AATATACAGATGATTTAAACAC 3100

E Y T D D L N T

AACAATTTTTGGATTAAAGGTT 3150
N N F W I K G

TTCTACTTTTAGAAATGCCTAC 3200
S T F R N A Y

ATGCTCCTCAAGGGGAAACTAA 3250

D A P Q G E T N

ATAGT

N

S

TATAATGATGCTTATGTAAT TG 3300

TESISCON " |
FALLA DE ORIGEN o

W




Resultados y Discusion

TTGGTGGAGAATATAAAGATGCACATGG TATAACTTGGAATTTGATAAAA 3350

v 6 6 E Y K D A H & 1 T W N L I K
, 385IS

TTGAATGACAAAATATTATGGATTAATAAAAATTCACTTGCCATTAGC TT 3400
L N D K I L W I N K N S L A I 5 F

TTCACGCGATTTAAATGCTAAAGCTTTTGTAAATGCAACGAGTCGAAATG 3450
S R D L N A K A F v N A T S R N

ATGGGTTGTTTTTAAATGCCCCTTACCGACAAGTCGGGTCTGAGTTAGTC 3500
D G L F L N A P Y R a v G S E L v

GGATTTACAAAAAAATATAATGGACAAATAGTAGCTATCGATAAACAGTT 3550
G F T X K Y N G Q I v A I D K a F

TTTTGATGATAAAGGAATTATTTGGAGTCAAGTGATAATAGACGGTCAAA 3600
F D D K G R 1 w S a v I [ D G o]

AATTTTGGGTAGATAATCGAGGACTAAATCAAGTTCAAACACAAGATGTG 3650
K F w \ D N R G L N Q v Q T Q D \

AACAAAAAGTTGTATGTGAATAGTGCAAGTCAATCAGATGGCTTATTTCT 3700
N K K L Y v N S A S Q. s D G L F L

AAATGCACCATATCGTGGGATAAATGCAAAACTGGTAGC CAATGGCCAAAA 3750
N A P Y R G 1 N A K L v A M A K

CCTATAATGGTAGATATGTTAATGTCCTCAAACAAGGAAAAGACGCATAC 3800
T Y N G R Y v N v L K 9] G K D A Y

AATGTTAATTGGAGCCTTATAGAATTGGATGGTCAGTCCCTGTGGATT GA 3850
N \ N w S L I E L D G Q S L w i D

TAGTCAGGCATTGAATACCAATTTCACACATGACATGAATCAAAAAGTCT 3900
S 0 A L N T N F T H D M N Q K v

TTGTCAATACAACTAGTAATCTTGATGGGTTATTCTTAAATGCGCCATAC 3950
F v N T T S N L D G L F L N A P Y

CGTCAACCAGGTTATAAGTTAGCCGGTTTGGCTAAAAATTACAACAACCA 4000
R 0 P G Y K L A G L A K N Y N N 8]
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AACGGTTACCGTT

T

v

T

v

AGTCA

S

Q
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ACAGTACTTTGATGATCAAGGCACGGGCTGGA 4050
F

Q

Y

o] D Q G T G w

GTGAGGTTGTTCT

S

E

v

\Y

L

TGGGG

G

GTCAGACGGTCTGGGTTGATAACCATGCATTG

G

Q

T

v

4100
w v D N H A L

GCACAGATGCAAG

A

o]

M

Q

TCAGT

v

S

GATACAAGCCAACAGCTCTATGTGAATAGCAA

D

T

S

Q

4150
o] L Y \% N S N

TGGTCGTAATGAT

G

R

N

D

GGGTT

G

L

ATTCTTGAATGCGCCATATCGTGGTCAAGGGT

F

L

N

4200
A P Y R G a G

CACAACTCATAGG

S

o]

L

I

G

CATGA

M

CGGCAGATTATAATGGGCAACATGTACAAGTG

T

A

D

Y

4250

N G Q H \ 0 v

ACCAAGCAAGGGC

T

K

o]

G

AAGAT

o]

D

GCCTACGGTGCACAATGGCGTCTTATTACGCT

A

Y

G

A

4300
0 w R L I T L

—

O

A

o

AATAATCAACAG

N

N

0

0

GTCTG

v

W

GGTTGATAGTCGBGCGCTTTGAGCACAACAATCA

v

D

S

4350
R A L S T T |

GCAAGCCATGAA

Q

A

M

N

GTTTGTGGTTAA

G

L

W

L

TGATG

o]

ACGCACCTTATACGATGAGTGGGGC TAAATGGGCTGG

N

GATACGCGTTTG

D

T

R

L

AAACGAAGTCGG
N

CATGGATTGACA
T K

\

E

v

D

G

TTAAATGCAACG
L

N

A

T

AGCACCCATATG

A

P

W

GCTAATGGGCGCTATGTCCATATTTCAAAAGCTTATT

A

CAACACATATTACTTGACGAATTTGAATGGTCAAAGC

N

AGCGGGCATTTACTGCGACCTTTGATCAGGTGGTGGC
A

ATTGTGGCACGCCAACGACCAGATGGGATGTTTAAGA

t

GGAAGCGGGGGCGCAGTTTGTCGATTATGTGACAAAC

E

A

R

N

v

ATATGTATGTGAATAGCAACCAACGGACAGAT

0

P

M

Y

Y

T

v

M

4400
N S N [s} R T D

4450
S G A K w A G

T

A

G

A

Y

G

F

R

Y

Y

L

4500
v H I S K A Y

4550
T N L N G o} S

R

A

T

Q

o]

A

4600
T F D o] \ v A

4650
R P D G M F K

4700
F v D Y v T N
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TATAACCAGCAAACCGTGCCAGTAACAAAGCAACATTCAGATGCTCAGGG 4750
Y N o] Q T v P v T K 0 H S D A o] G

TAATCAATGGTACTTAGCGACAGTGAATGGGACACAATACTGGATTGATC 4800
N Q w Y L A T v N G T s} Y w I D

AACGGTCATTTTCACCAGTAGTAACGAAGGTGGTTGATTATCAAGCTAAG 4850
o] R S F S P v \ T K v v D Y a A K

ATTGTGCCACGGACAACACGTGATGGTGTGTTTAGTGGCGCACCCTATGG 4900
I v P R T T R D G v F S G A P Y G

GGAAGTGAATGCTAAGCTAGTTAACATGGCAACTGCGTATCAAAATCAAG 4950
E v N A K L v N M A T A Y a N 0

TTGTCCATGCGACAGGAGAATATACGAATGCTTCAGGGATCACATGGAGT 5000
v \ H A T G E Y T N A S G 1 T w S

CAGTTCGCGTTAAGCGGGCAAGAAGACAAGCTATGGATTGATAAGCGTGC 5050
Q F A L S G o} E D K L w I D K R A

TTTGCAAGCTTAA 5063
L a A
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FALLA DE ORIGEN

3.2.6. Andlisis de la secuencia de aminodcidos

La inulosacarasa de L. citreurn CW28 consiste de una secuencia de 1490
aminodcidos con un punto isoeléctrico de 5.09 y un peso molecular deducido de
165,137 Da, el mas alto reportado a la fecha para las FTFs. El analisis de la
secuencia revela una alta identidad con las fructosiltransferasas de diferentes
microorganismos en la regién comprendida entre los aminodcidos 209 y 700
(figura 3.8). La regién amino, que comprende de los amino acido 1 al 138, al igual
que la regién carboxilo que va del aminoacido 940 al 1490 son homdlogas a la
alternansacarasa de L. mesenteroides NRRL B-1355 (Argiello-Morales, 2000b). De
esta manera, se concluye que la estructura primaria de la IS de L. citreumn esta
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dividida en tres dominios (Figura 3.8): un dominio catalitico que abarca la
secuencia completa de algunas FTF, y dos dominios homdlogos a los dominios
variable y de unién a polimero de la ASR, lo que da respuesta a una de las
preguntas formuladas durante la caracterizacion bioquimica con respecto al

elevado peso molecular de esta enzima.

péptidoc Dominio
sefial variable Dominio catalitico Dominio C-terminal

AN

'\HH Y
~

A,

<

\
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NAY
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~
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Y,
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~

~
i~
~
~
~

))),

AVAY
AN
AYAY,
AYAY,
NSNS

2

L4

© [K€LLC

9 734 1490

[
W
O

Figura 3.8 Estructura primaria de la IS de L. citreurm CW28.

3.2.6.1. El péptido sefial

El andlisis de la secuencia deducida de aminoécidos revela la presencia de un
péptido sefial tipico de bacterias Gram positivas, se compone de tres dominios:
una regién con residuos cargados positivamente seguida de una regidn hidrofdbica
y una regién polar. Un sitio de division que sigue del amino acido 39 fue predicho
utilizando el programa disefiado por Nielsen y col. en 1997. Para confirmar este
sitio de division se determind la secuencia del N-terminal de la proteina madura
después de una purificacion mediante electroforesis en gel de acrilamida. Los
primeros 10 aminoacidos de la proteina madura fueron identificados resultando la
secuencia DVNQPLLAQK; con excepcidn del 10° residuo la secuencia es idéntica a
la deducida para el sitio de corte predicho (Figura 3.9).
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Sitio de corte

Proteina madura

MKQQESMARKKLYKAGKIWVAAATVSAVIGVSAITNVSA

| | |

! Regién hidrofdbica |Regién !
polar

!
! Residuos +

Figura 3.9 Organizacion del péptido sefial de la inulosacarasa de L. citreum CW28.

3.2.6.2. Dominio catalftico

Mediante alineamientos de la secuencia obtenida con la base de datos Blast se
encontré similitud entre la regidn del dominio catalitico de la IS y las
levansacarasas bacterianas. Como se esperaba, la similitud fue mayor con las
enzimas de géneros Gram positivos, como la LS de Bacillus subtilis (02730; 39%
identidad y 56% positivas en 433 aminoacidos), la FTF de S. salivarius (Q55242;
36% identidad y 52% positivas en 714 aminoacidos) y la FTF de S. mutans
(P11701; 31% identidad y 45% positivas en 784 aminodcidos). Menores
porcentajes de identidad fueron encontrados con enzimas de bacterias Gram
negativas como la LS de Ewinia amylovora (Q46656; 28% identidad y 44%
positivas en 438 aminoacidos) y la LS de Rafmella aquatilis (054435; 28%
identidad y 43% positivas en 435 aminoacidos). Se encontré un motivo de 441
aminoacidos que es identificado con la familia 68 de las glicosithidrolasas, que
incluyen levansacarasas e invertasas en la region que comprende del aminoacido
293 al 734 (pfam02435; http//pfam.wustl.edu/).

Alineamientos con FTF bacterianas muestran 8 cajas de identidad de secuencias
conservadas (Pons y col., 2000). En la figura 3.10 se observan las cajas marcadas
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con los nﬂ’merbs 2 y 3 que estdn incluidas en la region conservada llamada “caja
de saca'ifos;a:’: "'une consiste de 20 aminodcidos (Sato y Kuramitsu 1988). En la caja
4 se,erj;:uentré el motivo RDP, el que en Acetobacter diazotrophicus (Batista y col,
1999) y' S. salivarius (Song and Jacques, 1999) se encontré que estd involucrado
en Ia'u:hién e hidrdlisis de la sacarosa y esta presente, ademas de en las FTFs de

bacterias, en las FTFs de plantas y hongos.

5.8alFTF

Lb.reutIS

5. mutFTF

L.citreumls ATSDELAKDSKAPTNDVSVRAEKKSSLIDSPELNVKMSEMTSVPNLISDENSKNLVNSNE 230
5.8alFTF =  ====c=cc-c--=- MTSDQIVALTEEEIKALNKVDFS------wwccsccoccommcana 224
Lb.reutIS = = =----c--o-ee--o AGIDPNSLTDDQIKALNKMNFS-~ccccrm-nmucoumconoanx 211
S . mutFTF = = = m---esescecowano AGINLSSLTQKQVEALNKVKLT- -~~~ -es-ueosmmcec~oonx 187
L.citreumIs LINGLSKRSLEIAHQAGIDVSRLNDIQKAALNKIKLVNEDGNKYVLDNTGSDYTKNTIID 290

1.0t LA S A A A
S.8alFTF - -DDAIKGTGTSLTYRNLKDIVASFLKQDSKLAVPYFKADTIINMPAFNTVDAQTMKKEE 282
Lb.reutIs$ ~-KAARKS - ~GTQMTYNDFQKIADTLIKQDGRYTVPFFKASEIKNMPAATTKDAQTNTIEP 267
5. mutFTF - ~SDAQT - -GHQMTYQEFDKIAQTLIAQDERYAIPYFNAKAIKNMKAATTRDAQTGQIAD 243
L.citreumIS KNNPDDTTKTTHITFANLDDAIKLAQKPDPKTTIPVFNASQINNLPASIFKDAQTNKVEK 350
th: 1., * gaw Ngw & LET LA A2 ]
1
S.s8alFTF IDVWDSWPVQDAKSGVVSNWNGYQLVISMAGAPNKN - SNHIYLLYRKYGDNDFTHWKNAG 341
Lb.reutIs LDVWDSWPVQDVRTGOQVANWNGYQLVIAMMGI PNQN-DNHIYLLYNKYGDNELSHWKNVG 326
S.mutFTF LDVWDSWPVQDAKTGEVINWNGYQLVVAMMGIPNTN-DNHIYLLYNKYGDNNFDHWKNAG 302
L.citreumIs MDVWDSWALQDSKTGEVYNYHGKQVVFALMGAPLVQGDTHIYMLYNNYNNAKLDGWVNAG 410
IR AEE ok ik ok Rk kok i1 Kk ki hkk g kk w1k kW
2 3
S.salfFTF PIFGYNALEDDQOWSGSATVNSDGSIQLYYTKNDTSGGKLNWQQLASATLNLAVENDEVV 401
Lb.reutIs PIFGYNSTAVSQEWSGSAVLNSDNSIQLFYTRVDTSDNNTNHQKIASATLYLTDNNGNVS 386
S.mutFTF SIFGYNETPLTQEWSGSATVNEDGSLOLFYTKVDTSDKNSNNQRLATATVNLGFDDQDVR 362
L.citreumls PVFGYNAKPESQEWSGSAVVNSDDSIQLFYTRVADDWK - - - -QALATVNIKITNSENSLG 466
e eaa WAk A bk ) « awy
4

§.salFTF IKSVENDHILFGG--DNYHYQSYPKFMSTFDDDHHHDGNPDRTDNYCLRDPHIIED-NGS 458
Lb.reutls LAQVANDHIVFEG- -DGYYYQTYDQWKATNKG- - - - - - -~ - - ADNIAMRDAHVIEDDNGD 434
S.mutFTF ILSVENDKVLTPEGVMAYHYQSYQQWRSTFTG- - ------~- ADNIAMRDPHVIEDENGD 412
L.citreumIs IQSLONDHILFEG- -DGYFYSRKDQLKP-~-----=von-- QADMFTLRDPKLIELDDGE 511

Wy v : . c* LRk i,
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5
5.salFTF RYLIFESNTGDENYQGEKQI YKWSNYGGDDAFNLKSFLNIVNNKHLYNLASWANGSIGIL 518
Lb.reutIs RYLVFEASTGLENYQGEDQI YNWLNYGGDDAFNIKSLFRILSNDDIKSRATWANAAIGIL 494
S.mutFTF RYLYFEASTGTENYQGEDQI YNFTNYGGSSAYNVKSLFRFLDDQDMYNRASWANAARIGIL 472
L.citreumIS RYLTFEANTGIYDEASDQQTVNLNNYGGGLTYDVARMLGVVNNSNRALYSSTANGAIGLL 571
LA A SIS A s R 3 wwRw L L [T TS EERLL L L KR
6 7
S.salFTF KLDDNEKNPSVAELYTELVTSHMVTDEVERPSVVKMGGKY YLETASRINKSTDAEGTVAA 578
Lb.reutIs KLNKDEKNPKVAELYSFLISAPMVSDEIERPNVVKLGNKYYLFAATRLNRGSNDDAWMNA 554
S.MuUtFTF KLKGDKKTPEVDQFYTPLLSSTMVS DELERPNVVKLGDKYYLFTASRLNHGSNNDAWNKA 532
L,citreumIS KLKGDYFNPILDRLYKBUITAVGVTDEIERANIVPFNGKYYLFTDSRFNRSAAD- - -NSP 628
W, A AL A L LN LN I A A F TS R
8
S.salFTF REAVGDDVVMLGFVSDSLRGKYRPLNGSGVVLTASVPADWRTSTYSYYAVPVEGSSDTLL 638
Lb.reutIs NYAVGDNVAMVGYVADSLTGSYKPLNDSGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVAGKDDQVL 614
S.mutFTF ’ NEVVGDNVVMLGYVSDQLTNGYKPLNNSGVVLTASVPADWRTATYSYYAVPVAGSSDTLL 592
L.citreumIs MSMAPDGAMMMGFVSDSLFGDYKPLNGNGIVLVTNNSFTSRTNTYSWYTVPVKGRPDLML 688
P T T L L T s h Wkm A AEE e w
S.salFTF VTSYMTNRGGIAGAENKSTWAPSFLIKMNADDTTEVLPKMTNQGDWIWDKSSESLVHVGD 698
Lb.reutls VTSYMTNRNGVAGKGMDSTWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENLDMIGD 674
S.MuUtFTF MTAYMTNRNEVAGKGKNSTWAPSFLIQVLPDGTTKVLAEMTQQGDWIWDEPSRTTDTVGT 652
L.citreumis VTSYMTNRGLASGTDQYSTFAPSFLLKIDGD-QTHVLNTVTEQGDWVWGDDDHSIVELLA 747
LerwkEAR ok F
S.s8alFTF Q- -NSAKLPNEDFNV - - -DYYAVSG- YGLKPHTYPTVDGSTGVSE - - -AHGVLTVTVKDG 749
Lb.reutIs L- -DSAALPGERDKP- - - VDWDLIG - YGLKPHDPATPN- -~ === == emm = o cwmecoan 706
S.mutFTF L- -DTAYLPGENDGY - - - IDWNVIGGYGLKPHTPGQYQ- - ==~ =~ === == m-—-meaan 685
L.citreumIs LNTEDAYLTNNQKNINYSPDWSNIDGYGYPIVTNIKDVDLTFYISGILSPDSLFKNAPGR 807
LA H .o W
S.salFTF KDKKADKPETPVSPTEGNHSVDDKTNKP - - ===~ 2= == 2 memm—ceemem o mmaeo o 777
Lb.reutls ~ - -DPETPTTPETPETPNTPKTPKTPEN- - =~ == cemeccmmmmcmmmeccemcemoon 731
S.mutFTF - -~ «PTVPSTPIH-TDDITSFEVSFDGH - -----c=-=ccmmomcccomomccemann 708
L.citreumIs HQGARIIGSTSQYNTEKVSAIKEYTDDLNTIWYLVNLAGNNFWIKGSSLVTVPMTDSTFR 867

Figura 3.10 Alineamientos de FTFs bacterianas con e! dominio catalitico de la IS de L.
citreurn donde se muestran las regiones conservadas entre ellas. Las ocho cajas marcadas
en gris fueron descritas por Pons y col. (2000) haciendo alineamientos entre 13 FTFs de
bacterias tanto Gram positivas como negativas. En el presente alineamiento se tomaron
solo FTFs de bacterias Gram positivas, tres de ellas (S. mutans, Lb. reuteriy L. citreumn)
producen inulina y las regiones conservadas son mayores. S.salFTF es la LS de 6.
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Resultados y Discusion

Dominio variable y Carboxilo terminal

Como se menciond con anterioridad las regiones del dominio variable y el carboxilo

terminal presentan homologia con la ASR de L. mesenteroides NRRL B-1355 en los

mismos dominios (Figuras 3.11a y 3.11b). Para el casc de la regién variable se
encontrd un porcentaje de identidad del 36% (AJ250173: 36% identidad y 54%
positivas en 140 aminoacidos), mientras que para el caso del C-terminal se
encontré un porcentaje de identidad del 80% (AJ250173: 80% identidad y 86%
positivas en 564 aminoacidos)

aslm

L.citreumIS

aslm

L.citreumIsS

aslm
L.citreumlS

MKOQETVTRKKLYKSGKVWVAAATAFAVLGVSTVTTVHADTNSNVAVKQINNTGTNDSGE 60
MKQQESMARKKLYKAGKIWVAAATVSAVIGVSAITNVSADVNQPLLAQEN--~--- FSGN 54

L D R S L Y R TR 22 T I I T R I *wy

KKVPVPSTNNDSLKQGTDGFWYDSDGNRVDQKTNQILLTAEQLKKNNEKNLSVISDDTSK 120
KTEPVPDKSN-vcrcccrmmceuacnan KNESVKDSKVATSDELAKDSK-—rVATSPELAK 94
LR L T f ot wii 3 Ritgeiwgld T S R
KDDENISKQTKIANQQTVDTAKGLTTSNLSDPITGGHYENHNGYFVYIDASGKQVTGLQN 180
~-DSKVATSDELAKDSKVATSDELVKD- - SKVATSDELAKDS ~ - -~ -KVATSDELAK- -~ - 142

*oias IEA RIS T CE T U A [ S B

Figura 3.11a. Alineamiento entre el dominio variable de la ASR de L. mesenteroides B-
1355 (aslm) y la regién N-terminal de la IS de L. citreum CW28 (L. citreumIS).

aslm

L.citreumlsS

aslm

L.citreumIS

aslm

L.citreumIS

aslm

L.citreumIs

ITSSLREDGLFANAPYGVVTKDONGNDLKWQYINHTKQYEGQQVQVTRQYTDSKGVSWNL 1560
VNATSRNDGLFLNAPYRQVGSELVG-----=--~-~ FTKKYNGQIVAIDKQFFDDKGIIWSQ 997

R LA A P R FE FE T L P P N

ITFAGGDLQGQRLWVDSRALTMTPFKTMNQISFISYANRNDGLFLNAPYQVKGYQLAGMS 1620
VIIDG----- QKFWVDNRGLNQVQTQDVNKKLYVNSASQSDGLFLNAPYRGINAKLVAMA 1052

v Faakww W, Toske R e PRI ]

NQYKGQQVTIAGVAN-VSGKDWSLISFNGTQYWIDSQALNTNFTHDMNQKVFVNTTSNLD 1679
KTYNGRYVNVLKQGKDAYNVNWS LI ELDGQSLWIDSQALNTNFTHDMNQKVFVNTTSNLD 1112

: o kpwmy ok P T N L s e e D]

GLFLNAPYRQPGYKLAGLAKNYNNQTVTVSQQYFDDQGTVWSQVVLGGQTVWVDNHALAQ 1739
GLFLNAPYRQPGYKLAGLAKNYNNQTVTVSQQYFDDQGTGWSEVVLGGQTVWVDNHALAQ 1172
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aslm E MQVSDTDQQLYVNSNGRNDGLFLNAPYRGQGSQLIGMTADYNGQHVQVTKQGQDAYGAQW 1799
L.citreumIS MQVSDTSQQLYVNSNGR.NDGLFLNAPYRGQGSQLIGMTADYNGQHVQVTKQGQDAYGAQW 1232

tt«n-t t**tttﬁn*an*t*t'tttttnﬁtttaatﬁat«nn*"ﬁt.a«ttaﬁtaaﬁtt

aslm s RLITLNNQQVWVDSRALSTTIMQAMNDNMYVNSSQRTDGLWINAPYTMSGAKWAGDTRSA 1859
L.citreumIS RLITLN'NQQVWVDSRALST’I‘IMQAMNDDMYVNSNQRTDGLWLNAPY’I’MSGAKWAGDTRLA 1292

Q*t“ﬁtﬁt'ﬁﬂﬁ*i'ﬁﬁ'ﬁﬁtﬁﬁ*t‘.ﬁﬁﬁat'tﬁaﬁttﬁﬁt*tttttﬁ'**t'ﬁﬁw *

aslm T NGRYVHISKAYSNEVGNTYYLTNLNGQSTWIDKRAFTVTFDQVVALNATIVARQRPDGMF 1919
L.citreumIS NGRYVHISKAYSNEVGNTYYLTNLNGQSTWIDKRAFTATFDQVVALNATIVARQRPDGMF 1352

LR e R e el e e A O R R s R a2 d

aslm - . KTAPYGEAGAQFVDYVTNYNQQTVPVTKQHSDAQGNQWYLATVNGTQYWIDQRSFSPVVT 1979
L.citreumIs KTAPIWEAGAQFVDYVTNYNQQTVPVTKQHSDAQGNQWYLATVNGTQYWIDQRSFSPVVT 1412

L R

aslm . - KV'VDYQAKIVPR’I‘TRDGVFSGAPYGEVNAKLVNMATAYQNQVVHA’I‘GEY‘I’NASGITWSQF 2039
L.¢itreumIs L KVVDYQAKIVPRTTRDGVFSGAPYGEVNAKLVNMATAYQNQWHATGEY’I’NASGITWSQF 1472

AR AR Rk AN RN AR R R AR R R TR AN AR AR AR AR R RN A AR E RN RN Rr

aslm ALSGQEDKLWIDKRALQA 2057
L.citreumIs ALSGQEDKLWIDKRALQA 1490

LA R 2 R

Figura 3.11b. Alineamiento entre el dominio de unién a polimero de la ASR de L.
mesenteroides B- 1355 (aslm) y la region C-terminal de la IS de L. citreum CW28
(L.citreum]iS)

La region carboxilo terminal en fa ASR corresponde al dominio de unién a polimero
gue comienza en el amino acido 1348. En general, en las glucosiltransferasas del
género Streptococcus y Leuconostoc, este dominio corresponde a una tercera
parte de la proteina y se ha reportado que consiste de una serie de elementos
repetidos, relacionados peroc no idénticos. Estos elementos repetidos en algunas
glucosiltransferasas estan relacionados con la retencion de la actividad de sintesis
de polimero y el efecto estimulador de la dextrana (Monchois y col, 1999). En
glucosiltransferasas de algunas especies de Streptococcus que se encuentran tanto
asociadas a células como extracelulares, la delecién de todo el dominio C-terminal
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resulta en un incremento en la secrecion de la enzima (Vickerman y col, 1997).

Estos elementos de repeticién fueron identificados primero en S. sobrinus (Ferretti

y col, 1987). En Streptoccocus se han descrito cuatro elementos de repeticion A, B,

C y D en diferentes formas de organizacién. Solo el elemento A se ha encontrado

en todas las GTF. En la ASR de L. mesenteroides estos elementos se encuentran
organizados de la siguiente manera: A-C-A-A-A-A-A (Arglello-Morales 2000b). En
la IS CW28 de L. citreum se encontraron tres unidades de repeticion del tipo A en

la region de homologia con la ASR (Figura 3.12).

IS 1142 . QQYFDDQGTGWSEVVL-GGQTVWVD-NHALAQMQV
IS 1309 TYYLTNLNGQSTWIDKRAFTAT-FDQV-VALNATIV

IS 1399 YVTNYNQQTVPVTKQHSDAQGNQWYLATVNGTQYWID
elemento A WYYFDNNGYAVTGLQTINGQHLYFDANGVQVKG

Figura 3.12 Elementos de repeticion tipo A encontrados en ia IS de L. citreumn CW28

Ademas de estas secuencias ya conocidas, en la IS de L. citreurn CW28 también se

encuentra un set de siete elementos de repeticion que se han identificado
anteriormente solo en la ASR (Argilello-Morales, 2000b y JaneceK y col, 2000).
Aunque no se tiene una funcién conocida para ellos (Figura 3.13).
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953 DGLFLNAPY
1032 DGLFLNAPY
1111 DGLFLNAPY
1190 DGLFLNAPY
1269 DGLWLNAPY
1348 DGMFKTAPY
1428 DGVFSGAPY

Figura 3.13 Set de siete elementos de repeticion encontrados en la IS de L. citreun
cwas,

3.2.7. Expresion heterdloga de la proteing

Un fragmento de 5007 pb que incluye al gen completo y su region promotora fue
clonado en el vector pCR 4-TOPO resultando e! plasmido pCRIS con el que fue
transformada la cepa £ co/f DH5a. En los extractos obtenidos a partir de la
sonicacién de las células cultivadas de £ colf DHS5a[pCRIS] se encontrd actividad
FTF con sacarosa mediante ensayos en los que se siguid la evolucién del poder
reductor por el método DNS descrito anteriormente. Se realizaron electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes comprobandose la presencia
de una banda del tamafio esperado en el extracto de £. co/i DH5a[pCRIS] como se

observa en la figura 3.14.

Por otro lado, un segundo fragmento, de 3450 pb fue obtenido por PCR con los
oligonucledtidos 28IS y 868IS. Este fragmento carece del dominio variable y de un
fragmento del dominio catalitico que tiene la primer caja de identidad mostrada en
la figura 3.9 y se cloné en el vector pCR 4-TOPO vy se obtuvo el plasmido pCR3450
con el que se transformé la cepa £ co/i DH5«. Extractos de £ coli
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DH5a[pCR3450] no presentaron actividad y fueron utilizados como control

negatiyo.

Figura 3.14 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
donde se observa la inulosacarasa expresada heterdlogamente. 1) £. co/i DH5a[pCR3450];
2) £. coliDH5afpCRIS); 3) IS de L. citreum.

3.2.8. Expresion de dos versiones truncadas en el C-terminal de la IS en E.

coll,

Para tratar de responder la pregunta sobre cual es la funcién del C-terminal en la
IS se realizaron dos construcciones eliminando este dominio (Figura 3.15). En la
primera construccién del nucledtido 56 al 3389, la region de alta identidad con la
ASR fue eliminada. Un fragmento de 3333pb se cloné en el vector pCR 4-TOPO
resultando el plasmido pCRIS2 con el cual se transformd £ co/f DH5a. En una
segunda construccion, una region de 2731pb con esa misma eliminacion mas la
region de transicion (Figura 3.15) fue clonada en el vector pCR 4-TOPO resultando
el plasmido pCRIS3 con el que fue transformada £ co/i DH5a. Con los extractos
obtenidos a partir de la sonicacion de las células de £ co/i DH5«[pCRIS2] y £ coli
DHS5a{pCRIS3] se realizaron ensayos para determinar actividad midiendo azlicares

reductores por el método DNS, encontrando que ambos extractos presentaron
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actividad. En conclusion, las tres versiones de la enzima muestran actividad a 30°C

y pH 6.5.
Regidn variable, Dominio catalitico, Zona de Dominio C-terminal,
identidad con AS  identidad con FTF's transicion identidad con AS
................. 165kDa EIS
[ ] ] ] i
0 138 209 734 940 1490

102kDa EIS2

80kDa EIS3

Figura 3.15 Diagrama donde se representan las tres versiones de la IS que fueron
expresadas en £. co/i. EIS es la enzima completo; EIS2 es la enzima a la que se le elimind
la regidn del C-terminal con alta identidad con ASR y EIS3 es la enzima a la que se le

elimind la misma region que a EIS2 ademds de la region de transicion.

3.2.9. Caracterizacion de las proteinas heterdlogas

Para conocer el tipo de polimero producido por cada una de las proteinas
heterdlogas se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes que posteriormente fueron tratados con tween 80 y rafinosa
para detectar sintesis de polimero /n sitt. Como se observa en la figura 3.16a las
tres versiones de la enzima sintetizan un polimero de fructosa. Para determinar si
el polimero producido por las enzimas recombinantes es de tipo inulina, estos
geles se trataron con inulinasa y como se observa en la figura 3.16b, el polimero
fue digerido por la enzima lo que confirma que las tres versiones de la proteina

ita w0t
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presentan actividad inulosacarasa. En este experimento se uso levana como
control, misma que no fue degradada por la enzima.

ai 2 3 4 5 b, L

Figura 3.16 Zimograma de las enzimas EIS, EIS2, EIS3. En 1) LS de 8. subtilis; 2)EIS3;
3) EIS2; 4) EIS; 5) IS de L. citreurn. En a) se muestra el gel tefiido con reactivo de Schiff
después de incubarlos con rafinosa. En b) se muestra el gel tefiido con reactivo de Schiff

después de incubacion con rafinosa y posterior tratamiento con inulinasa.

Ademas se encontrdo que la actividad especifica de la proteina EIS es de
0.015U/mg de proteina, mientras que la EIS2 presentd 0.016U/mg de proteina y
EIS3 0.031U/mg de proteina. El peso molecular de la proteina EIS2 es 102,630Da,
mientras que el de EIS3 es de 80,556 Da.

Para determinar si el dominio C-terminal tiene alguna influencia sobre la
estabilidad de la proteina se realizaron estudios para determinar la vida media de
las tres proteinas obtenidas y se encontré que a 40°C la vida media de EIS3 es
reducida a 12 minutos, mientras que la EIS tiene 70 minutos de vida media y la
EIS2 20 minutos, lo que revela que realmente el dominio C-terminal influye en la
estabilidad de la proteina.

Como se menciond con anterioridad, en las GTFs el dominio C-terminal influye en

la relacidén hidrdlisis/transferencia de estas enzimas, asi que se determind esta
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relacién para las enzimas EIS1 y EIS3, resultando un incremento de 47% en el
primer caso hasta 70% en ESI3, lo que evidencia que este dominio modula la
relacién hidrolisis/transferencia en la IS al igual que lo hace en las GTFs, es
importante mencionar que en las FTFs al carecer de este dominio esta modulacion

no existe.

Con el objetivo de caracterizar a fondo las tres versiones de la proteina se
disefiaron los oligonucledtidos 1Sdirecto, 1Sreverso, E2reverso y E3reverso con los
que se amplificaron las dos versiones truncadas del gen y el gen completo, en los
tres casos sin la regién promotora. Estos fragmentos se clonaron en el vector
pBAD/TOPO el cual es un vector de expresion que tiene un promotor inducido por
arabinosa y deja colas de histidina para facilitar la purificacion de la proteina. Los
plasmidos resultantes se denominaron pBADE1, en el caso del gen completo;
pBADE2, para el fragmento con la delecion de la regidn de alta identidad con la
ASR y pBADE3 para el fragmento con esa delecién mas la regidn de transicion, se
determind actividad, sin embargo esta parte del trabajo no se concluyé en el

presente estudio, pero actualmente se encuentra proceso.
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4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La fructosiltransferasa de L. citreumn es, en particular, una inulosacarasa ya que
produce un polimero de fructosa con enlaces B 2-1 denominado inulina.
Actualmente se sabe que la IS en L. citreurn produce inulina de alto peso
molecular. Existen reportes que sustentan la caracteristica de prebidtico de la
inulina, sin embargo, todos ellos se refieren a inulina de bajo peso molecular
extraida de plantas. Seria interesante determinar los pesos moleculares de la
inulina producida por las diferentes versiones de la proteina expresada en £.
cofj, asi como determinar si la inulina de alto peso molecular también tiene la

caracteristica de estimular selectivamente la flora benéfica del colon.

La inulina de alto peso molecular producida por L. citreurm puede ser hidrolizada
por endoinulinasas y asi obtener tanto FOS como inulina de bajo peso
molecular por lo que seria interesante obtener un método para la produccion de
inulina utilizando células completas de L. citreurn inmovilizadas como
biocatalizador. Este trabajo ya estd siendo realizado en el laboratorio de
Tecnologia Enzimatica del IBt por Maria Elena Soto, estudiante de Maestria bajo

fa direccion del Dr. Agustin Lopez Munguia.

Se aisld y caracterizd el gen que codifica para la inulosacarasa de la cepa CW28
de L. citreum y de acuerdo con la estructura primaria de la IS obtenida a partir
de la secuencia del gen, observamos que se trata de la primera FTF descrita
que combina caracteristicas de GTFs y FTFs. La IS presenta tres dominios
estructurales El primero de ellos homdlogo a las fructosiltransferasas
bacterianas, los otros dos con identidad a la alternansacarasa de L.

mesenteroides NRRL B-1355, lo que explica su alto peso molecular, 165 kDa.

TESIS COH
FALLA NF 77 RN

85




Conclusiones y Perspectivas

La expresién el gen de la inulosacarasa en £ coff DH5a resultd exitosa. La
proteina recombinante produce al igual que la silvestre un polimero de fructosa

tipo inulina a partir de sacarosa.

Las das construcciones realizadas, en las que se elimind secuencialmente el C-
terminal, fueron expresadas en £ coli DH5a exitosamente. Ambas al ser
puestas en contacto con sacarosa producen inulina. Sin embargo, es importante
notar que su estabilidad se vio afectada por los cortes realizados, ademas, la
enzima EIS3 mostré una disminucion de la actividad polimerasa y un aumento
en la capacidad hidrolitica, este mismo fendmeno ha sido reportado para las
glucosiltransferasas. Es necesario concluir la caracterizacién de las proteina
expresadas en £. coli (pCRIS, pCRIS2 y pCRIS3).

Al intentar localizar el gen de la IS en el genoma de L. citreum, primero se
determind la presencia de plasmidos en la cepa CW28 de L. citreum. Sin
embargo, el gen de la inulosacarasa no se encontrd en este material genético,
al parecer esta en cromosoma, aunque se ha documentado la presencia de
megaplasmidos en bacterias acido-lacticas y la posibilidad de se encuentre en
estos cuerpos extracromosomales no se ha descartado, por lo que seria
interesante verificar la presencia de megaplasmidos y explorar la posibilidad

que el gen /s/este presente en este material genético.

Durante la realizacion del presente trabajo se comenzd el estudio por
mutageénesis sitio dirigida de algunos residuos Asp y Glu localizados en
secuencias conservadas entre FTF s bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas. Este estudio pretenden dar luz sobre los aminoacidos implicados en
la catdlisis y esta basado en un reporte previo donde se aislé el intermediario
fructosil-enzima y se determind que existe un Asp involucrado (Chambert y
Gonzy-Treboul, 1976).
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El estudio de mutagénisis sitio dirigida continlan en proceso, y quiza sean el
comienzo de experimentos que contribuyan a responder a la pregunta
planteada con anterioridad sobre el por qué algunas de estas enzimas producen
inulina y algunas levana y cuales son los aminoacidos implicados en la sintesis
de heterooligosacaridos por lo que se propone también concluir con la

construccién de dichas mutantes y caracterizarlas.

El hecho de que el DNA de la cepa CW28 de L. citreum no sea digerido en el
sitio GATC por enzimas que lo cortan estando o no modificado por metilacién
tipo DAM, despierta el interés por explorar el tipo de modificacién existente en

el DNA de este microorganismo.
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Anexos

Molecular characterization of inulosucrase from Leuconostoc citreum: A

fructosyltransferase within a glucosyltransferase.

Olivares-Illana V., Lopez-Munguia A. & Olvera C.
(Articulo en revision)
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ABSTRACT

Inulosucrascs are fructosyltransferases, enzymes that produce fructose polymers (fructans)
~from= sucrose. ‘The gene encoding for inulosucrase from Leuconostoc citreum CW28 was
clooéd,fks'eqoenoed and expressed into Escherichia coli. The recombinant enzyme catalysed
in{x‘lyih ‘éyothosis from sucrose as the wild type enzyme. From sequence comparison it was
foufryi,d;t‘ﬁ_a:tf‘this FTF is the result of an inclusion inside alternansucrase, a glucosyltransferase
froxﬁ 'Lezléo}xostoc mesenteroides 1355. IS possesses three domains: the N-terminal region,

whlch h S homology with the variable region of glucosyltransferases, the catalytic domain,

homologous with the fructosyltransferases from various microorganisms, and the C-terminal
‘domam, whlch present homology with the glucan binding domain (GBD) from AS. Two
dlfferent C;ienninally (GBD) truncated forms of the is/ gene were successfully expressed in
E. colt retammg the ability to synthesize inulin, but loosing thermal stability.

ThlS xs the first report of an inulosucrase bearing structural features of both
glucosyltransferases and fructosyltransferases.

Keywords Inulin, inulosucrase, fructosyltransferase, glucosyltransferase, alternansucrase,

Leuconosloc citreum.
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INTRODUCTION
In general glycosyltransferases are enzymes that catalyse the transfer of a glycosyl residue

- from a donor molecule to'a pamcular acceptor (19). In particular, there is a certain group of

glucosy_ GTF ) and fructosyl (I‘TF) transfcrases that are able to transfer glucose or fructose

v'mo;etles from: Sucrose to'a growmg polysacchande chain without the need of cofactors (8,

,polymer knowt asf]evan‘ In both cases branching can occur in 3 2-6 and B2-1 respectively.

: Lmle is koown about the Vbiochemlstry and molecular biology of these enzymes (3), in spite of
' the growmg 1mportance of inulin and fructooligosaccharides in the food industry. Up to now,
more than. 19 FTI' s ‘have been sequenced but no crystal structure is available.
On the other hand, GTFs have been the subject of intensive research, particularly those
mvolved m dextran production such a dextransucrase (DS) or alternansucrase (ASR)
: produced by Leuconostoc sp. and GTF from Streptococcus sp. due to their role in dental
‘plaque formatlon In this case the enzyme transfers glucose from sucrose, building polymers
:l;nkqd Lby,q 1 -6, o0 1-3 oro 1-4 linkages depending on the specificity of the e nzyme (6).
'JI-Io’v\vé\"ér-, : no crystal structure is neither available for GTF, with the exemption of
amylosucrase (25), a GTF resulting in an amylose-type polysaccharide.
An mterestmg feature of FTF and GTF is their ability to synthesize oligosaccharides of
different polymerisation degrees from sucrose when efficient acceptor molecules like maltose
or lactose are added to the reaction medium (7, 21, 14).
Although both group of enzymes, GTFs and FTFs build a polysaccharide from sucrose by
transferring the glucose or fructose residue, and have been found in the same microorganism,
their reaction mechanism, their sequences and their structural organization are quite different.
GTFs have a high molecular weight, between 155 to 200 kDa, and are organized in three
domains, starting in the N-terminal by the signal peplide and a variable region followed by the
catalytic domain where the amino acids implicated in the catalysis have been identified, and a
C-terminal domain, involved with binding to the synthesized glucan. It has been proposed by
sequence analysis and analogy with a-amylases that GTFs present a circular permutation of a

(B/ct)s barrel for the catalytic domain (4). This contrasts with FTFs which in average have one
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third the molecular mass of GTF and are not organised in domains. Moreover, Pons ef al/
(2000),' predicted a B-propeller model for FTFs,

Whlle several microorganisms have been reported as FTFs producers (10), only few genera
" produce ‘GTFs: Streptomyces (17), whlch has not been studied in detail, Leuconostoc (18).,
Streptocaccus (11), and Lactobaczllus (15 '27). It is interesting to note that GTFs are produced
by microorganisms that have also been reported as FTFs producers while the reverse is not
true. In this paper we report the- 1solatton of an enzyme bearing structural and modular
features of both FTF and GTF. 7~

The inulosu'cras’e of L. citreum is a cell-associated enzyme. It was characterized both in its
cell-associated insoluble form and after solubilisation by urea treatment. Unexpectedly, this
fructosyltransferase has a molecular mass of around 165 kDa, the highest reported for FTFs
and, in its cell-associated form, is highly specific for polymer synthesis, with low fructose
transferred to maltose and lactose added to the reaction medium. The synthesized polymer has
an inulin-like structure with B2-1 glycosidic linkages, as demonstrated by *C NMR (22).

In the present study, we report the identification and functional characterization of isl, a gene
encoding for inulosucrase from Leuconostoc citreurn CW28, an enzyme responsible for the
synthesis of inulin. From the analysis of the nucleotide and the predicted amino acid sequence
it was found that this enzyme has three domains, the fist and third with high identity with
alternansucrase, a glocosyltransferase from L. mesenteroides 1355, producing alternan, a

dextran type polymer cons1stmg m altemated a 1-3, a 1-6 linkage (1). The second domain

which is the catalytxc ne, has’ homology with the levansucrases and inulosucrases of several

nncroorgamsms No‘sxm 'nty has been reported between GTF and FTF before, inspide the

already. menuone an og‘ S:

MATERIALS AND } ETHQDS‘-'
Bacterial stra red ia and growth conditions.
The baeterlel ‘L. citrewm CW28 (Facultad de Quimica collection, UNAM, México) was
' and: 2‘00rpm' as previously reported (22), with 20g of sucrose per liter as
carbon sori’ryce.oani'lh glucose in order to prevent the synthesis of polymer which interferes

with DNAextractxon
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E. coh stram DI-ISOL was used as host for cloning. The strain of E. coli was grown at 37°C and
250 rpm in Luna Bertam (LB) medium and when appropriate, supplemented with 50pg of

kanam:cm per ml in order to‘mamtam the plasmid constructions. Agar (1.5% w/v) was added

Plasmxd an ‘genomrc DNA of L. citreum CW28 were extracted from cells according to

Ausubele al, :2001 E. coli plasmid DNA was isolated using a QiaPrep spin plasmid kit

(Qlagen, Inc WChatsworth, CA) as recommended by the manufacturer. Restriction and DNA-
modlfymg enzymes were from New England Biolabs, Beverly Mass.; Roche Biochemical,
Basel Sw1tzerland DNA was amplified with PCR techniques in a Robocycler Gradient 96
(Stratgger}e, La Jolla, CA). E. coli transformations were performed by electroporation in 0.2
mm cfu‘vet'tes with the Bio-Rad Micropulser apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA.)
af :2.5k‘V’,"‘25p.F and 2 00Q2. DNA fragments were isolated from agarose gel with a Qiagen
e:rrr"ac,tidrirrKit' (Qiagen, Inc.; Chatsworth, CA). In all cases the biological reagents were
ap'b]ied foilowing the instructions of the supplier.

For Southem hybridisation, DNA was restricted with endonucleases, separated by agarose gel
electrophoreSIS, and transferred to a Hybond-N+ membranc (Amersham Pharmacia Biotech,
Buck\mghamshxre, England.). The probes, which were labelled with P* by using a Rediprime
Kit (Arnersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England).

PCR ampli‘ﬁcation

The protein ‘was purified as already described. Activity gels were performed in order to
identify the active proteins. The band with the correct protein was excised from the gel and-
subjected to aminb acid sequence determination (Institut Pasteur, France). Two peptides were
sequenced from IS (28-MDVWDSWALQDSK and 29-TAPYGEAGAQFVDYYV) and
degenerated primers 28IS and 29IS were designed from these peptides (Table 1). The
chromosomal DNA of L. citreumm CW28 was used as template. Using Vent-pol a PCR
fragment of 3000 pb was amplified (Figure 2a). Analysis of its nucleotide sequence confirmed
its FTF identity but also ASR identity. Based on this sequence and on the AS homology we
designed two primers 539IS and 868IS (Table 1). From L. citreum CW28 genomic DNA an

amplification product with the expected size of about 445pb was obtained and sequenced
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(Fi igure 2b); On the .other hand, and based on the same sequence of 3000pb we designed the
pnmers 128rIS and 42lrIS (Table 1) for inverse PCR. L. citreun CW28 genomic DNA was

For thé éonstruction of a plasmid for expression of the complete is/ gene we designed the

pnmer 11PIS located on the nucleotide 56 and with the primer 86G8IS at the end of the gene.

A PCR product of 5007 pb was amplified and cloned in E. coli strain DH5c using the vector

pCR 4-TOPO (Invitrogen, Calsbad, CA). The correct construction of the plasmid was
confirmed by sequence analysis of both DNA strands of the insert.

For t_hevoon“slructlon of the truncated version of the protein ISE2 a primer 3851S (Table 1) was
design aﬁdfused with the primer 11PIS (Table 1). A product of amplification of 3333 pb was
obtéined,which has no longer the AS identity region. This product was cloned in E. coli strain
DH5c. using the vector pCR 4-TOPO. Another version of the protein was constructed lacking
the very high AS identity region mcludmg 602 pb which are part of a transition region
between the A S identity region and the FTF h omologous region. For this c onstruction we
design the primer 384IS (Table 1) and we used that with 11PIS. This product was cloned in E.
coli strain DH5a using the vector pCR 4-TOPO.

N-terminal amino acid sequencing

The complete cells of L. citreum were separated in a SDS-PAGE gel (16) and transfered to a
polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane by western blotting (Ausubel et al, 2001.). After
stained, the PDVF membrane with Ponceau S solution, the corresponding band was cut and

subject to amino acid sequence analysis.

Preparation of E. coli cell extracts and enzyme activity assay

109




Anexos

Cells of E. coli DHSa harboring the constructions were grown over night and harvest by
centrifugation (10 min at 4°C 5000 X g). The pellet was washed twice with 50mM sodium
phosphate buffer, pH 6.5. Subsequently, the cells were resuspended in the same buffer and
broken by sonication with four-10 seconds pulses of 1 0 microns with 3 minutes intervals.
Cells debris and intact cells were removed by centrifugation for 40 min at 4°C and 10000 X g.
The supernatant was used in the enzyme assays, which were carried out at 30°C in 50 mM pH
6.5potassium phosphate buffer, containing 292 mM sucrose. The IS activity was measured by
determination of the glucose release from sucrose by the 3,5-dinitrosalicylic acid method

(DNS) (26).

SDS-PAGE activity staining

Electrophoresis was performed as reported by Laemmli. Samples were mixed with an equal
‘volume of 2X sample buffer (0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS, 20% glycerol, 10% 2-
mercap_toethanol) and incubated at 90°C for 5 min. The samples were electrophoretically
separated on 6% polyacrylamide gels and stained with Coomassie Brilliant Blue. In order to
observe the activity of the recombinant proteins in SDS-PAGE gels, periodic acid-Schiff
-reagent staining (PAS) was performed. The cellular extracts were run on SDS-PAGE gels,
followed by washing in a preincubation buffer (50mM potassium phosphate buffer and 1% of ‘
Tween 80). Subsequently, overnight incubation in the preincubation buffer including 5%
raffinose was carried out. The gels were washed 30 min with a solution of ethanol (75% v/v)
and acetic acid (5% v/v) followed by 3 X 20 min sodium metabisufite (0.2% w/v) and acetic
acid (5%v/v). Afterwards, the gels were stained with Schiff reagent (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo.), yielding purple spots where fructan polymer was produced. The reaction is
stopped by incubation with a solution of sodium metabisufite (0.2% w/v) and acetic acid
(5%v/v). In order to determine the type of polymer produced by the IS2 and 1S3 forms, tWQ
SDS-PAGE activity gel were carried out in parallel. After incubation with raffinose, the ‘
buffer was change 50mM pH 4.5 acetate buffer and one of these gels was add with inuklyinas,e E
at 37°C and 48 hours. After this treatment periodic acid-Schiff reagent staining (PAS) was

performed.

Nucleotide sequence accession number
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The sequence’ of the entire 1sl gene has been -submitted to the GenBank under accession

number AY191311

RESULTSV'KNDDISCU,

Pury" catw ") artii isolation of the gene.

Two peptldes .were sequenced from a purified inulosucrase after extraction from L. citreum
cell culture by 8M lirea” ‘treatments (9) and purified by SDS-PAGE electrophoresis (Figure 1).
Using genomlc ,DNA from L. citreum a 3 kpb fragment was amplified by PCR techniques
using p_rimei's that were designed from the two peptides (Figure 2a). Sequence analysis of the
3 kpb fragrnent indicates identity both, with fructosyltransferases genes (fif) in the amino
terminal but also with the alternansucrase gene (asr) particularly in the C-terminal. Based in
the hOmoiogy with asr, two additional primers were designed in order to isolate the 3° (Figure
2b)‘.' Wi’t"h‘ inverse PCR techniques the 5° of the is/ ORF and the promoter region of the gene

were obtained (Figure 2c).

Nucleotide sequence analysis

Intotal, a DNA fragment of 5063 bp was sequenced. The analysis of this sequence shows one
open reading frame of 4473 pb (ORF1), starting at 591. The consensus Shine-Dalgarno
sequence is AGGAGG, at 8 pb upstream of the ATG initiation codon, a putative ribosomal
binding site (RBS) was found “AGGGAG". the same RBS has been reported 8pb upstream of
the initiation codon for the ASR in L. mesenteroides 1355 (1). A putative promoter sequenced
can be identified 34 pb upstream of the ATG, with =35 (TTGTAAC) and —-10 (TATAGT)
with a spacing of 19 nucleotides.. The gene of inulosucrase (is/) encodes a protein of 1490
amino acids starting in the position 591, and has a dedueed molecular weight of 165,137 Da
and a pI of 5.09. This is the largest FTF described untll now.

The percentage G+C content of the is/ gene is 37.25%, wlnch is consxstent with the value o
reported by Kimetal (13). The codon usage in the is/ gene is consistent thh the typlcal
codon preferences found in Leuconostoc genes. -
Using the complete is/ gene as a probe, we made a Southern blot analysis in ordef to locate
the is/ gene in the L. citreum CW28 genome. The plasmid and the genomic.DNAof L

citreum were run in separeted lanes. After transferring and hybridisation, only the lane with
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the genomic DNA and the control hybridised with the isl probe (data not show), indicating

that the is/ gene is located in the chromosomal DNA of L. citreum.

}iﬁzirié 'gc_t'd i;g':é(ju’ence analysis
B"la. : S rch
subtz is; 02730 39% identity and 56% positives in 433 amino acids), Clostridium
acetobu i zcum LS (AAK79737.1; 39% identity and 55% positives in 456 amino acids), S.

) salzvarms TF (Q55242 36% identity and 52% positives in 714 amino acids) and S. mutans
FTF (P ‘_ 701 31% identity and 45% positives in 784 amino acids). Lower similarities were
founded with Ewinia amylovora LS (Q46656; 28% identity and 44% positives in 438 amino
ac;ds) -and Rahnella aquatilis LS (054435; 28% identity and 43% positives in 435 amino
acnds) As expected the identity with FTFs from Gram-positives is higher than with Gram-

h s with the deduced amino acid sequence revealed similarities with Bacillus

ne'gatives

When an 1dent1ty sequence analysis is carried out, high similarity was found with FTFs in the
209 700 amino acid region. In the deduced sequence, the amino acid residues 293 to 734, a
core o f 441 amino acids could be identified with the glycosyl hydrolase 68 family, which
include several bacterial levansucrases and invertase from Zymomonas (pfam02435; website:
http//pfam.wustl.edu/). Alignments with FTF’s from Gram-positive bacteria show 8 blocks of
conserved sequences that can be easily identified in IS (Figure 3).

Surprisingly, the amino and carboxy terminal regions 1-138 amino acid and of 940-1490
amino acid regions, are similar to alternansucrase domains: the variable region and the
carboxy terminal domain. However the ASR catalytlc domam is substituted by a complete
FTF. This explains the high molecular weight of IS as two addmonal domains are found when
compared with most FTF. In this context, IS is an ASR where the catalytic domain has been
substituted by a complete FTF or, it is a FTF where the ASR N-terminal and C-terminal have
been added.

As already mentioned, the C-terminal of the deduced amino acid sequence showed very high
similarities with ASR from L. mesenteroides (AJ250173; 80% identity and 86% positives in
564 amino acids). This domain has been considered as capable of binding polymer (glucan for
ASR) and consists of a series of related but not identical tandem repeats, each of 20-30 amino

acids and defined as A, B, C and D. In general the GBD from glucosyltransferases present

different repeats motifs (5). In IS as well as in ASR only motif A is found (Figure 4a). k
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Furthermore, a seven repeat elements set only found for ASR (12) but not for another

glucosyltransferase is - present in IS (Figure 4b). The C-terminal repeats domain of

F’ s binds glucans and probably contributes to sucrose-dependent adherence.
In some GTF s ut not all, it is also essential for the retention of glucan synthesis activity. The

functlon of thls domam in the GTF remains to be determined.

Signal peptidey

Analysis of the IS amino acid deduced sequence revealed the presence of a putative Gram-
positive signal peptide, and a cleavage site following amino acid 39 was predicted using the
program designed by Nielsen ef al., 1997. To confirm the cleavage site, the L. citreum strain
CW28 enzyme was purified by SDS-PAGE and subject to N-terminal sequence analysis. The
fist 10 amino acids were identified as DVNQPLLAQK; except for the 10" residue this
sequence is identical to that of the deduced amino acid sequence after the predicted signal

peptide cleavage site.

Expression of the isl gene in E. coli and characterisation of the protein

A fragment of 5007 pb included the complete is/ gene and its promoter region was cloned in
the vector pCR 4 -TOPO resulting the plasmid pCRIS, which was transformed into E. coli
DHS5a.. The full-length construction of IS yield many transformants. Extract of E. coli DH5a
cells containing the plasmid pCRIS showed sucrose transforming activity as measured by the
release of reducing power from sucrose. SDS-PAGE of cell extracts showed that the IS
protein is present as a band in the same molecular weight as the wild type enzyme. An activity
gel with raffinose as substrate was made observing polymer production activity in both the

wild and the recombinant enzyme forms after staining with the Shiff reactive (Figure 5).

Expression of two C-terminally (GBD) truncated version of the isl gene in E. coli

In order to investigate the function of the’ C-terminal region in the enzyme two deletions of
the carboxy-terminal region were desigﬁed. In the ﬁ}st deletion (56 to 3333. p,b'),‘ the. AS
identity region w as eliminated. A fragm;ent 03475 pb was cldne‘d ih'pCR-4TO'PO Vecidr
resulting in the plasmid pCRIS2 used to transform E, coIz DHSa In the second deleuon a
fragpment of 2731 pb was constructed deleting the same regxon as before plus the transmon

region the fragment was cloned in the same vector resultmg the plasmld;pCRISB used to
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transform E. coli leSa (Figure 6). Transformants were obtained with both plasmids. Extracts
of E colz DHSoc cells showed sucrose consumption and polymer synthesis activities.
Accordmg to SDS-PAGE activity gel, a molecular weight of 105000 and 83000 was
-estlmatqd for the two deletions (Figure 5a). The threc enzyme forms showed activity at 30°C
pH 6.51,The presence of the additional C-terminal domain in EIS activity and stability was
Stﬁdiéd, kconcluding that while the complete enzyme expressed in E. coli has a specific activity
of 0.015 U/mg of protein, 0.016U/mg and 0.031U/mg was measure for EIS2 and EIS3
respectively (Table 2). It may be concluded that the deletion of the 750 amino acid has an
impact in the enzyme activity increasing the reaction rate, probably due to less steric hidrance
effect in the reactants transport, usually controlling the reaction rate. Interestingly, the half life
of the EIS3 at 40°C, is reduced to 12 minutes, while the EIS is relatively more stable (70 min),
EIS2 has a half life of 20 min (Table2). The carboxy terminal contribute to the stability of the
enzyme. Moreover, when the C-terminal is deleted the enzyme EIS3 is more hydrolytic that
the complete enzyme (Table 2).
In order to determine the type of polymer produced by the EIS2 and EIS3 forms, two SDS-
PAGE activity gels were carried out in parallel. After incubation with raffinose, the buffer
was changed to 50 mM acetate buffer pH 4.5 and one of the gels subjected to inulinase
treatment at 37 °C for 48 h, followed by periodic acid-Schiff reagent staining (PAS). In Figure
5a it may be observed that the product of the recombinant enzymes EIS, EIS2, EIS3 is
digested by inulinase, while the control (levan) remains in the gel, allowing the conclusion
that they are all capable of inulin synthesis (Figure 5b).
It may concluded that this inulosucrase is the first glycosyltransferase that has been found
with structural and module characteristics of glﬁqﬁsyltransferase but still bearing
fructosyltransferase activity. ' S
When the C- termmal domam was. deleted, the resulting enzyme was more hydrolytic than the

wild type cnzyme th

result 1s mterestmg because this is the first FTF that present this
This feature could b partlcular of Leuconostoc genera since we -have xdcntlﬁed two
hypothcucal protem of Levconostoc mesenteroides ATCC 8293 (NCBI Microbial Genomes
Annotation PrOJect) ‘with homology with levansucrases, bearing C-terminals regions with
identity wnth glucosy]transferase Actually, the FTFs reported in L euconostoc genera have

molecular welg,hts of more than 100 kDa, the average of bacterial FTFs molecular weight. It
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is important still to verify if the presence of the additional domains has also an impact on the
reaction mechamsm orif lt was only an adaptwe form to increase the enzyme stability and
avoid sucrose hydrolysis by avmdmg water access to the catalytic domain.

How ‘we mentioned in the introduction the propose mechanisms for the synthesis of fructans
and glucans by FTFs and GTFs are very different and its possible that this inulosucrase of L.
citreum follow a mechanism of glucosyltransferase because of the presence of this C-terminal
glucan binding domain, Nowadays, we are investigate about the mechanism that follow the
inulosucrase of L. citreum and even we are studied another fructosyltransferases of another

strains of Leuconostoc in order to know if present similar characteristics of this enzyme.
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LEGENDS TO FIGURES

Table 1, :Prﬂi'mers' 'des'igﬁed,fef theiv‘isda_tion of ipulosUCralse gene’ froriri» L.-eit‘réum, Where K= G

Figure 3 A]lgnment of lhe IS W|th :fruc , syltransferases from other microorganisms.
Ahgnments were made with CLUSTALW An a erl

conserved amino acid. Colon 1nd1cates a posmon w1th aifully conserved strong groups and a

: mdlcates a position with a fully

dot indicates a position with a fully weaker group In boxes are conserved regions in

fructosyltransferases.

Figure 4. Alignments of a) the three repeat elements from C-terminal of IS of L. citreum, the
A clement present in streptococcal GTF. b) seven repeat sequences from the C-terminal

domain of IS of L. citreum.
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Figure 5. a) SDS-PAGE activity analysis of L. citreum proteins cloned in E. coli staining with
Schiff reactive. The wild IS: fromL c’zfl}'veum (lane 1), The recombinant IS from £. coli (lane 2).
The - truncate-IS2- ﬁ'om E.. cbh lane :3).- The truncate IS3 from E. coli (lane 4). The
levansucrase of B. subtilis as ont ol (larie 5). b) a) SDS-PAGE activity analysis and staining
with Schlff reactlve after muhﬁase treatment. The wild IS from L.citreum (lane 1). The
recombmant EIS from EV bolt (Iane 2) The truncate EIS2 from E. coli (lane 3). The truncate

EIS3 from E colz (lane 4). The ]evansucrase of B subttlxs as control (lane 5).

Figura 6. Representation of the three versions of the IS proteins that were expressed in E. coli
DHS5at. EIS is the complete enzyme; EIS2- i's i zyme w1th a deletlon of the C-terminal

that present high identity with AS and EISS 1s the enzyme w1th a deletlon of the same region

of EIS2 plus a“transition region.
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Table 1.

Anexos

Primer Sequence (5 to 3°) Use

2818 GATGTKTGGGATAGYTGGGCKTTRCAAGAT PCR
2918 ATCRACAAAYTGMGCMCCMGCTTCACCATATGG PCR
53918 CCATATGGTGAAGCGGGGGCGCAGTTTGTCGAT PCR
868IS CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTTATCAATCCA PCR
128rIS ATCTTGTAACGCCCAACTATCCCACACATC Inverse PCR
42118 GCAAGTGGTCTTTGCTTTAATGGGAGC Inverse PCR
11PIS ~ GCTATGGCGTCATGCAGGAACCACTTTATC PCR
38518 CTAATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC PCR
38418 CCTAAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC PCR

TESIS CON

120



Table 2

Anexos

Enzymatic Molecular Activity Half life Hydrolysis/transfer
form Weight (kDa) (U/mg) at 40°C (min) Y%
EIS 165,137 0.015 70 47
EIS2 102,630 0.016 20 nd
EIS3 80,556 0.031 12 70

nd means no determinated
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Figure 3
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Figure 4a
IS 1142
IS 1309
IS 1399

element A

Figure 4b
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WYYFDNNGYAVTGLQTINGQHLYFDANGVQVKG
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Figure 6
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Characterization of a cell-associated inulosucrase froma novel source: A Leuconostoc
citreum strain isolated from Pozol, a fermented corn beverage of Mayan origin
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Characterization of a cell-associated inulosucrase from a novel
source: A Leuconostoc citreum strain isolated from Pozol, a
fermented corn beverage of Mayan origin

V Olivares-lilana', C Wacher-Rodarte?, S Le Borgne' and A Lépez-Mungufa’

1nstituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Apdo. Postal 510- 3, Cuernavaca, Morelos, CP 62271,
Mexico; 2Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Cd. Universitaria, CP 04510, México, D.F., Mexico

A cell-associated fructosyltransferase was extracted from a novel source, a strain of Leuconostoc citreum isolated
from Pozol, a Mexican traditional fermented corn beverage, where lactic microflora are partially responsible for the
transformation process. The enzyme is associated with the cell wall. It was characterized both in its cell-associated
insoluble form and after separation by urea treatment. The fructosyltransferase has a molecular mass of 170 kDa, the
highest reported for this type of enzyme, and in its insoluble form Is highly specific for polymer synthesis, with low
fructose transferred to maitose and lactose added to the reaction medium (acceptor reactions). The synthesized
polymer has an Inulin-like structure with 82-1 glycoslidic iinkages, as demonstrated by '>C nuclear magnetic

resonance (NMR), Bacterial inulosucrases have only been reported in Streptococcus mutans.
Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology (2002) 28, 112—117 DOI: 10.1038/sj/jim/7000224

Keywords: Leuconostoc citreurn; inulosucrase; sucrose; levansucrase; dextransucrase

Introduction

Fructosyltransferases such as levansucrase (LS), as well as
glucosyltransferases like dextransucrase (DS), are examples of
glycosyltransferases that catalyze the transfer of a fructose or a
glucose residue from sucrose to a growing polysaccharide chain,
resulting in the synthesis of high molecular weight polymers of
fructose (fructans) or glucose (glucans), respectively. The
polymers produced by these enzymes have different sizes and
structures, depending on the enzyme-producing strain. Dextrans
are glucans containing a main linear chain with al-6 glucosidic
linkages [23], while mutans are distinguished by the al-3 bonds
in the main chain “altemate”™ «al-6 and -3 linkages in their
structure. Branching may occur in different positions such as al-
2, al-2, al-4 and al -6, depending on the source of the enzyme
[5]). On the other hand, levans are fructans containing (2-6
linkages in the main linear chain with 32-1 branch points, while
the reverse is the case for inulin (/32-1 in the main chain and 52 -6
branch points) [24]). The corresponding glycosyltransferases do
not require any cofactors or high-energy phosphorylated inter-
mediates, as they use the free energy liberated by the cleavage of
sucrose for the synthesis [19). All these polymers have found a
variety of applications in the fields of cosmetics, foods, separation
technology and medicine.

An interesting feature of these enzymes is their ability to
catalyze the synthesis of low molecular weight oligosaccharides
from sucrose when efficient acceptor molecules like maltose are
added to the reaction medium [13]. Some of these oligosacchar-
ides are used as prebiotics in both cosmetic and food applications

Correspondence: Dr A Lépez-Munguia, Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autdnoma de México, Apdo. Postal 510-3, Cuemavaca, Morclos, CP
62271, México

Received 25 September 2000; accepted 30 Octaber 2004

as they are highly resistant to attack by digestive enzymes, being
substrates only for beneficial native probiotic flora [30].

The main producers of fructosyltransferases are Gram-positive
bacteria such as several Bacillus species (including Bacillus subtilis
[4], Bacillus circulans [19), Bacillus polymyxa [3], Bacillus
amyloliquefaciens [29)), Rahnella aquatilis {18), and Lactoba-
cillus reuteri [32]. They are also found in some Gram-negative
bacteria such as Zymomonas mobilis [ 14], Erwinia herbicola (51,
Pseudomonas syringae pv. glycinea and P, syringae pv. phaseo-
licola [9] and Acetobacter diazotrophicus [1,2]. All the fructosyl-
transferases from these microorganisms are levansucrases (LSs),
with levan as the main enzymic product. Inulosucrases have been
isolated only from plants and fungi, with the exception of a similar
activity reported in Streptococcus mutans by Shiroza et al [26].
Both Leuconostoc mesenteroides as well Streptococci from oral
flora have been reported as dextran and levan producers [7,8].
Differences among bacterial fructosyltransferases are illustrated in
Table 1.

Dextransucrases (DSs) are extracellular enzymes, cell-
associated or both, depending on the producing strain while
LSs are gencrally extracellular with the exception of LS from
Actinomyces viscosus, which produces extracellular and cell-
associated forms [31] and that from Sweptococcus salivarius,
which is cell-associated in the absence of sucrose, but released
from the cell and secreted into the culture medium in its
presence [12]. DSs are large enzymes, with a reported molecular
mass from 64 to [84 kDa [21], while LSs are smaller with a
molecular mass between 45 and 64 kDa, with the exception of
the S. salivarius and S. mutans enzymes, which have molecular
masses of 140 (fructosyltransferase) and 87 kDa (fructo-
syltransferase with inulin-like activity), respectively, as repor-
ted in Table 1 [11,26]. There are few reports documenting LS
activity in L. mesenteroides. Actually, due to very low expres-
sion levels, LS activity in this source had previously been con-
sidered as a minor contaminant of DS [17,20,33]. Up to now
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Table 1 Comparison of the properties of fructosyltransferases produced by several bacteria

i i Molecular mass ©  Optimal pH Optimal Ky (mM Production - Acceptor = References
Microorganisms lo(c:aellilztgtaign (kDa) - P P lempergmre (°C) m( ) reacnl(,ms
B. subtilis extracellular 50 s .- 6.5 45 18 . induced iyes -[4]
B. circulans eXtracellular 52 6.5 40 20 = iyes o [19])
A. diazotrophicus extracellular 58, 65 5.0 - 11.8+1.4 " constitutive . yes [1.2]
R. aquatilis extracellular 64 6.0 55-60 50 Teie e [18)
Z. mobilis extracellular 47 5.0 50 122 o vt s [14]
E. herbicola extracellular - - - - " .. “constitutive -© =" (5]
P. syringae extracellular 45 6.2 18 160 . constitutive ©-. = [5,10]
pv. phaseolicola B :
S. muians extracellular 74, 80, 87, 90 - - 1241 constitutive - — [11,12,25)
S. salivarius extracellular® 140 : : - Ve - e “ constitutive *7=" (11,261
L. citreum CW28 cell-associated 170 ; 6.5 45 66 induced “no this work

*Extracellular in the presence of sucrose.
— None reported.

the fructosyltransferase from S. mutans is the only inulosucrase
reported in bacteria. .

In this work, we report on a novel Leuconostoc citreum strain
(CW28) identified by RNA 16S analysis performed by Midi
Labs (Newark, DE), and previously identified as L. mesenter-
oides by API 50-CH, a strain that produces large amounts of a
cell-associated fructosyltransferase in the presence of sucrose.
This organism was detected in a collection of L. mesenteroides
strains isolated from Pozol, a nonalcoholic fermented beverage
produced by lactic acid fermentation of lime-treated corn, which
is consumed in the southeast of México, in the Maya region
located in the states of Chiapas, Tobasco, Campeche and
Yucatdn. This beverage dates back to the Maya culture and its
production has been transferred by tradition and confined mainly
to the rural regions. L. citrewm was first described by Farrow et a/
in 1989 [6], followed by Leuconostoc amelibiosum by Schillinger
et al in 1989 [22]. In 1992 Takahashi er al (28] concluded that L,
amelibiosum is a later subjective synonym of L. citreum, and
proposed that the name Leuconostoc citreum should be
retained. This is the first report concerning the isolation of
fructosyltransferase from L. cirrewrn with inulin-synthesizing
capability.

Materials and methods

Materials

Sucrose. glucose, lactose, raffinose and 3,5-dinitrosalicylic acid
were purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MQO), The
clectrophoresis reagents were from Bio-Rad Laboratories (CA).
Urea and Tween 80 were from Merck ( Darmstadt, Genmany). Yeast
extract, was from Difco Laboratories (Detroit, MI). KiHPQ,,
MgSQ,, CaCly, NaCl, MnSO, and FeSO, were from J.T. Baker
(S.A. de C.V. Edo. De México, México). Two enzymes capable of
polymer digestion were used for identification purposes: dextranase
(Amano  Chemical,  Yokohama, Japan) and inulinase from
Khuyveromyees marxianus, a gift from Dr. M. Gareia - Garibay
from UAM -1, Mexico.

Bacterial strains and culture conditions

The ZLeuwconostoe strains used in this work were isolated from
Pozol by Dr. Carmen Wacher (Facultad de Quimica of the
UNAMN. Mcéxico). These strains were cultured in 250-ml Erlen-

meyer flasks containing 50 ml of culture medium. The cultures
were incubated in a New Brunswick incubator shaker Series 25
(Edison, NJ) at 30°C, pH 6.9 for 12 h; aeration was provided by
agitation at 200 rpm. The culture medium was composed of
(in g/1): sucrose 20, yeast extract 20, K,HPO4 20, MgSQ,4 0.2,
CaCl, 0.05, NaCl 0.01, MnSO, 0.01 and FeSO4 0.01. After 8 h,
when the culture reached an optical density of 7-10, the culture
was centrifuged for 10 min at 10,000xg. Both supernatant and
cell pellet werc assayed for fructosyltransferase activity. The
same medium and culture conditions were used later to produce
the enzyme in 500 ml Erlenmeyer flasks with 200 ml of culture
medium.

The selected strain was identified as Leuconostoc mesenteroides
by the APl 50-CH test (Biomericux, Marcy I'Etoile, France), a
classification kit based on the strain fermentation profile for 50
different carbohydrates. However, the strain was later sent for
classification to Midi Labs (Newark, DE) who identified it as
L. citreum by 16S rRNA analysis.

Enzyme assays

Enzyme assays were carried out at 30°C in 12 ml of 50 mM
phosphate buffer, pH 6.5, containing 27 mM sucrose and using
complete cells or an appropriate dilution of the culture supernatant
as the enzyme source. Total glycosyltransferase activity was
measured by following the initial rclease of reducing sugars by
the 3,5 -dinitrosalicylic acid method (DNS) [27]. One activity unit
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Figure 2 Time course of L. citreum CW28 growth, LS production and
pH change in culture. (ll) OD 650 nm; (A ) IS activity; (@) pH.

case of IS the activity was also determined by measuring the initial
rate of glucose release from sucrose with a glucose/fructose kit
(Roche Biochemicals, Mannheim, Germany). The release of
fructose in the reaction medium indicated DS activity while the
release of glucose indicated LS or IS activity. Both sugars could
also be formed by sucrose hydrolysis due to the transfer of glycosyl
residues to water molecules. The relative amount of each activity
could be determined by a sugar balance (HLPC), while in order to
discriminate between LS and IS '*C nuclear magnetic resonance
(NMR) analysis of the product was required.

Enzyme solubilization

L. citreum CW28 cells grown in 200 ml culture for 4-6 h were
centrifuged for 10 min at 10,000x g and extensively washed with
50 mM phosphate buffer, pH 6.5. Afterwards, several methods were
applied to extract the cell-associated enzyme. Best results were
obtained when the washed pellet was suspended in 5 m! 8 M urea at
25°C for 1 h with occasional gentle shaking [8]. The extract was
then dialyzed ovemight against 10 mM phosphate buffer, pH 6.5,
centrifuged for 10 min at 10,000xg and the supematant was
assayed for IS activity.

Electrophoresis

SDS-PAGE was performed as reported by Laemmli [ 15). Samples
were mixed with an equal volume of 2x sample buffer (0.125 M
Tris~HCH pH 6.8, 1% SDS, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoetha-
nol) and incubated at 90°C for 5 min. The samples were
clectrophoretically separated on (% polyacrylamide gels and
stained with Coomassie Brilliant Blue.

Glycosyltransferase activity gels

DS. 1S and LS activities were detected on gels after SDS-PAGE by
i sine production of dextran inulin or levan from sucrose. For
activity in sit, the samples were mixed with an equal volume of 2
sample buffer (without 2-mercaptoethanol ). but were not incu-
bated at 90°C. After clectrophoresis the gel was washed twice for
30 min with 50 mM phosphate buffer pH 6.5 containing 1% Tween
0. followed by incubation with 5% sucrose or 5% raftinose in the
same bufter. Zones of enzyme activity were evident to the eye due
to the formation of polymer bands. While sucrose was a substrate of
DS. LS and IS, raftinose was specific for LS and IS. In some cases,
the gels were treated with dextranase (Amano Chemical) after
polymer synthesis in order to provide further evidence for the
nature of the polymers,

Table 2 Chemical shifts for C NMR spectra of inulin, levan and the
L. citreum CW28 polymer

Carbon atom Chemical shift (ppm)

L. citreum Levan® Inulin*
cwas polymer
C-1 614 60.7 60.9
C-2 103.6 104.2 103.3
C-3 C 77.5 76.3 77.0
C-4 74.9 75.2 R 743
Cc-5 81.8 80.3 81.1
C-6 62.7 63.4 62.2
*Shimamura er af [25].
Poly-

mer production

Polymer production was performed with whole L. citreum cells at
30°C in 50 mM phosphate buffer pH 6.5 containing 10% sucrose
for a reaction period of 5 h. Cells were removed by centrifugation
and the polymer was precipitated with two volumes of ethanol,
dialyzed against 10 mM phosphate buffer pH 6.5, lyophilized and
analyzed by '*C NMR.

Results and discussion

Identification of the isolated strains

Fourteen strains isolated from Pozol in the collection of C. Wacher
were identified on the basis of their morphological and bio-
chemical properties. The strains were aerobic, nonmotile, non-
spore-forming Gram - positive bacteria. The cells were rod shaped
and organized in chains of three to four cocci. All 14 strains grew
as viscous colonies in sucrose solid media and were primarily
identified as L. mesenteroides strains. Afierwards, a 165 rRNA
analysis revealed that strain CW28 was closer to L. citreum as
illustrated in Figure 1.

Glycosyitransferase activity

The 14 strains isolated from Pozol were assayed for glycosyl-
transferase activity by measuring total reducing sugars, glucose and
fructose liberated in the reaction medium. Six of the 14 strains
exhibited extracellular DS activity, two cell -associated DS activity

r }’%5}3.0,0&.\ "N C6

__ R

et

C4 Cl1
C3

Figure 3 "*C-NMR spectra of L. citreum CW28 polymer.
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sucrose. Lane 1L L mesenteroides B-512F; lane 2, B. subtilis LS; lane 3, L. citreum CW28 IS,

and one strain had cell-associated fructosyliransferase activity and
swas registered as CW28, The rest of the strains presented very low
glycosyliransterase activity.

LS B. subtilis

—>

After dextranase treatment

Fructosyltransferase production
L. citrenm CW28 was cultured as described carlier. A typical
growth curve is shown in Figure 2, where it may be observed that

<4+— IS CW28
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enzyme production is cell associated. The enzyme was induced by
sucrose and no fructosyltransferase activity was detected in cells
grown in the presence of 125 mM glucose.

Production, identification andpurification of the fruc-
tose polymer produced by the CW28 strain

Both enzymes, LS and IS produce fructose polymers in the
presence of sucrose or raffinose, liberating glucose in the reaction
medium. Therefore, in order to differentiate between both activities
the structure of the polymer must be determined. Polymer was
performed with whole L. cifreum cells as described earlier. The '3C
NMR spectrum of the polymer corresponded to a fructose polymer
with 52-1 and 32 -6 linkages, which is the usual structure found in
inulin as shown in Figure 3. Six main resonances at 103.6, 81.8,
77.5, 74.9, 62.7 and 61.4 ppm were found, which are similar to the
peak positions reported for inulin [25]. In our sample, the
anomeric carbon C2, and the primary carbons Cl and C6 are
closely grouped as in inulin, while of the ring carbons C3, C4 and
CS5, only C4 is closer to the levan group (Table 2). Furthermore,
the polymer was digested with inulinase providing additional proof
that the polymer produced by L. citreum CW28 is an inulin-like
polysaccharide.

IS solubilization

L. citreum CW28 cells were treated with urea as already described
in order to solubilize the cell-associated activity. After the
treatment most of the IS was lost; only 10% of the initial activity
in whole cells was recovered in the supematant, with the remaining
activity found in the cellular debris (30% of the original activity).
Whole cells and the supematant proteins obtained after this
treatment were analyzed by SDS PAGE. Surprisingly, in whole
cells only one protein, IS, was solubilized by the lytic solution in
the sample buffer used for SDS -PAGE, as shown in Figure 4a and
demonstrated by electrophoresis (size ) and the zymogram analysis
(in situe gel activity).

Properties of soluble and cell-associated IS

Molecular weight determination by SDS-PAGE was carried out
with whole cells directly applied to the gel and with the solubilized
IS. After SDS treatment, the gels were extensively washed to
remove residual SDS and incubated in the presence of sucrose to
observe the bands of activity as a result of polymer synthesis. LS
from B. subtilis and DS from L. mesenteroides B-512F were used
as controls. The single -band activity observed in the CW28 whole
cells gel lane corresponds to a protein of a molecular mass of
approximately 170 kDa. In addition, an activity gel was performed
using ratlinose as the fructosyl residue donor (Figure 4b). In this
tigure, activity bands were observed for B. subrilis and L. citreum
CW28, supporting the conclusion that both strains present
fructosyltransferase activity. An activity band of low molecular
mass (approximately 90 kDa) was also observed in Figure 4b for
L. mesenteroides B-3512F corresponding to LS produced by this
strain, as already reported [16]. The molecular weight of the
L. citrerm 1S was much higher than values reported for other
fructosyltransferases (45 and 64 kDa) and for almost all LSs,
except for the enzyme from S. salivarius, which produces a 140-
kDa LS: a value of 87 kDa has been documented for IS trom
8. murans as indicated in Table 1. Further evidence for IS activity
is presented in Figwre de, where the polymer band from DS
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Figure 5 Effect of temperature on IS activity. The effect was determined in
the presence of phosphate buffer pH 6.5. ( — ) solubilimd IS; (e) cell-
associated IS.

is completely digested by dextranase, while activity bands
obtained with enzymes from B. subtilis and L. citreum, containing
levan and the inulin-like polymers, respectively, are not degraded
(differences between the two gels shown in Figure 4c are also due
to the treatment of the right-hand gel with dextranase for 2 h at
50°C).

The optimum reaction conditions for CW28 IS were inves-
tigated. Optimum pH values for cell-associated and frec IS were
6.5 in both cases (data not shown). The optimum temperature for
cell-associated IS was higher than the optimum found for the
soluble form, as shown in Figure 5. However, the enzymatic
activity in both preparations decreased rapidly at temperatures
above 45°C, with complete deactivation afier 30 min at 50°C. A
stability study was carried out at three different temperatures. Both
cell-associated and soluble IS were stable at 30°C in a 1-h
experiment., However, at 50°C the enzyme in both forms was
deactivated in 30 min (results not shown). At 30°C the enzyme
followed Michaelis—Menten kinetics, with K, values of 66 and 38
mM for the cell-associated and the solubilized IS, respectively, as
calculated by lincar regression analysis from Lineweaver—Burk
type plots in a sucrose concentration range of 0-550 mM. The
specific activity of the IS was 0.25 U/mg of cells and 5.6 U/mg of
urea - solubilized protein.

A common property of fructosyltransferases is their specificity
to transfer the fructosyl moicty of sucrose to several acceptors, with
sugars such as maltose and lactose reported among the most
efficient [ 18]. We observed that both forms of IS from L. citreum
had very low efficiency towards maltose and lactose. No acceptor
products were obtained with the cell-associated IS, as most of the
fructose in the substrate was directed towards polymer synthesis.
This result, as well as the increase in the K, to twice its original
value, may be due to the effect of steric hindrances on the cell -
associated enzyme. Therefore, sites potentially implicated in
acceptor reactions, might become accessible when IS is released
from the cell wall.

Inulin is a polysaccharide of growing industrial interest
obtained solely from vegetal sources. Enzymatic synthesis from
sucrose may become an attractive altemative source if successful
scale-up and process economics  with  inulosucrases  show

teasibility.
(D>
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