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RESUMEN 

Las dextransacarasas (E.e. 2.4.1.5.) son glucosiltransferasas que participan en la síntesis de 

dextrana, homopolisacárido de alto peso molecular compuesto de unidades de 

D-glucopiranosa unidas con enlaces a-(1 ~6). Catalizan la transferencia de residuos glucosilo 

de la sacarosa hacia una cadena creciente de dextrana. Entre de los microorganismos 

productores de glucosiltransferasas se encuentran algunas especies de StreptococCllS y de 

LeUC0110StOC. En el género LellC01l0Stoc las dextransacarasas se inducen en presencia de 

sacarosa. Por su importancia industrial, L. l1Iesellteroides NRRL B-512F es una de las cepas 

productoras de dextranas más estudiadas desde el punto de vista de ingeniería bioquímica. 

En lo que respecta a la caracterización genética molecular de esta cepa, sólo se ha reportado 

un gen que codifica para una dextransacarasa (dsr-S). Sin embargo, no se sabe si existen otros 

genes que codifiquen para dextransacarasas en esta cepa, y tampoco se han realizado 

estudios sobre la regulación de la expresión de este gen. 

En este trabajo se reporta por primera vez la producción de actividad dextransacarasa 

utilizando varias fuentes de carbono alternas a la sacarosa en L. l1Iese1lteroides B-512F, así 

como estudios para elucidar el efecto de la sacarosa sobre la producción de la 

dextransacarasa. Los resultados indican que esta enzima se produce en presencia de 

sacarosa, glucosa y fructosa. Utilizando sacarosa como fuente de carbono se obtuvo 

aproximadamente 450 veces más actividad que la producida por células crecidas con xilosa, 

este último se podría considerar como el nivel basal de actividad dextransacarasa. La 

caracterización electroforética de las dextransacarasas obtenidas en las diversas fuentes de 

carbono, y los análisis de RMN-13C y de HPLC del polímero y oligosacáridos, 

respectivamente, sintetizados con estas enzimas sugieren que, bajo las condiciones 

estudiadas, se expresa un solo gen que codifica para la dextransacarasa en L. lIlesC1/teroides 

B-512F, el dsr-S. 

Los resultados de los experimentos de inducción con sacarosa no corresponden al 

comportamiento de un inductor típico, por lo que se propone la hipótesis de un fenómeno de 

regulación positivo relacionado con algún producto del metabolismo de la sacarosa. 



RESUMEN 

El estudio del mensajero del gen dsr-S indicó que este gen se encuentra en un operón 

monocistrónico, que se transcribe con una alta eficiencia durante la fase exponencial de 

crecimiento. Adicionalmente, se identificó el sitio de inicio de transcripción y la región 

promotora. Ésta presenta una región -10 canónica pero una región -35 alejada del consenso 

en procariotes, así como un alto grado de curvatura. Lo anterior sugiere que el inicio de la 

transcripción del gen dsr-S depende de la topología del DNA en la región promotora. 
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ABSTRACT 

Dextransucrases (E.e. 2.4.1.5.) are glucosyltransferases that synthesize dextran (a high 

molecular weight homopolysaccharide of D-glucopyranosyl units linked through a-(l-->6) 

glucosidic bond s); they catalyze !he glucoside transfer from sucrose to dextran. Among the 

glucosyltransferase-producing microorganisms, there are sorne S/rep/ococC/ls and /..el/COIlOS/OC 

species. Dextransucrases from /..el/callos/oc are induced with sucrose. Because of its industrial 

applications, L. l1Iesell/eroides NRRL B-512F is one of the dextran-producing strains most 

widely studied from the biochemical engineering approach. About to molecular genetics 

concerns, only one dextransucrase gene from this strain has been reported, the dsr-S. 

However, it is not know if there are other genes that encode fur dextransucrases in this strain, 

nor studies related to the regulation of dsr-S gene expression have been reported. 

In this work, L. l1Iesen/eroides B-512F dextransucrase production with carbon sources other 

than sucrose is reported for the first time. Likewise, studies about the effect of sucrose on the 

dextransucrase production are discussed. The results demonstrate that dextransucrase is 

produced with sucrose, glucose and fructose. When using sucrose as carbon source a 450-

fold larger activity was obtained when comparing to the activity produced by cells grown in 

xylose. The latter could be considered as the basal dextransucrase leve!. The electrophoretic 

analysis of dextransucrases obtained in the various carbon sources, as well as 13C-RMN and 

HPLC analyses of the products synthesized with these enzymes suggest that, under the 

conditions studied, just one dextransucrase gene is expressed, dsr-S. 

The results of the sucrose induction experiments were not what were expected from a typical 

inducer. These lead to a hypothesis of the presence of a positive regulation phenomenon 

related to sorne product of the sucrose metabolic pathway. 

5tudies of the dsr-S mRNA showed that this gene is locatedin a monocistronic operon, which 

is efficiently transcribed during exponential growth phase. The transcription initiation site 

and the promoter region were identified. The promoter showed a-lO canonic region but a 

-35 region different to the consensus sequence in prokaryotic cells, and a large level of 

curvature. These facts suggest that the initiation of dsr-S transcription depends on the 

topology of the promoter region. 
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INTRODUCCIÓN 

La biotecnología conjunta varias disciplinas cuyo objetivo es el desarrollo de nuevas 

tecnologías, aprovechando las capacidades metabólicas del material biológico, con el fin de 

producir bienes que tengan impacto, principalmente, en las áreas de salud, alimentación y 

mejoramiento del medio ambiente. En algunos países se han hecho inversiones cuantiosas en 

esta área e incluso se le ha considerado como estratégica para su desarrollo. Es innegable que 

este fin de siglo ha presenciado avances en el campo biotecnológico que han incidido en la 

calidad de vida del ser humano, como es el caso de la síntesis de nuevos medicamentos o de 

vegetales con propiedades sensoriales y calidad mejorada. A nivel más superfluo, pero no 

menos importante, en la producción de insumos que satisfacen nuevas exigencias de los 

consumidores, siendo éste el caso de la producción de detergentes biodegradables, de 

edulcorantes no calóricos o de productos nutracéuticos. 

Durante la última década ha existido un interés creciente en la síntesis de azúcares, ya que 

poseen propiedades funcionales interesantes para la industria química, alimentaria y en 

aplicaciones médicas. Es sobresaliente el hecho de que los oligo y polisacáridos posean una 

excepcional diversidad estructural y funcional, reflejo de la complejidad de las enzimas 

responsables de su hidrólisis (glicosidasas), rearreglos (transglicosidasas) y biosíntesis 

(glicosiltransferasas). Estas reacciones son cruciales para el funcionamiento celular, como en 

el caso de las interacciones huésped-parásito, en el marcaje celular, la biosíntesis y 

degradación de polisacáridos estructurales y de almacenamiento, etc., por lo que presentan 

un gran potencial de aplicación. 

La síntesis química a gran escala de carbohidratos complejos es costosa y poco específica, por 

lo que su síntesis enzimática presenta grandes ventajas debido a la estéreo y regioselectividad 

4 



CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

de las enzimas. Las opciones enzimáticas para la producción de azúcares sintéticos que han 

sido exploradas hasta ahora, consisten en la utilización de glicosidasas bajo condiciones de 

reacción en las que la catálisis se lleva a cabo en "sentido contrario" (utilizando enzimas 

mutadas o modificando la cantidad de agua disponible en el medio de reacción), o la 

utilización de glicosiltranferasas. Dentro del último grupo se encuentran las 

glucosiltransferasas (ej. dextransacarasas, alternansacarasa, mutansacarasa, amilosacarasa) 

que catalizan la transferencia de residuos glucosilo de la sacarosa a moléculas aceptaras de 

diversa naturaleza. Una característica importante de estas enzimas es que no requieren de 

cofactores ni de intermediarios de alta energía para llevar a cabo la transferencia; la energía 

necesaria para la catálisis se obtiene de la ruptura del enlace glucosídico de la sacarosa, por lo 

que su aplicación para la producción industrial de azúcares sintéticos es de gran interés 

(Mansa n & Pau!, 1995). 

Las glucosiltransferasas se encuentran principalmente en bacterias lácticas de los géneros 

Lnclolmcillus, SlreplococclIs y LeIlCOllosloc, estas últimas son las productoras de las 

dextransacarasas (Alsop, 1983). La investigación de genética molecular de 

glucosiltransferasas realizada en Sll'epfococclIs ha sido abundante debido a la importancia que 

presenta para la salud humana (Cilpin el ni, 1985; Ferreti ef al, 1987; Russell el al, 1987; Banas 

el al, 1990; Cilmore et al, 1990; Abo el al, 1991; Ciffard el al, 1991) al ser este microorganismo 

un huésped de la flora bucal responsable de la formación de la placa dental. Sin embargo 

hasta hace un lustro poco se sabía sobre las dextransacarasas bajo esa perspectiva. Por otra 

parte, el estudio de las mismas desde la óptica de tecnología e ingeniería enzimática ha sido 

abundante, siendo sobresaliente el realizado por los grupos del Dr. Pierre Monsan y el Dr. 

Agustúl López-Munguía, sobre todo en el caso específico de las cepas NRRL B-512F, B-1299 Y 

B-1355, por la importancia y potencial industrial que poseen (Paul el al, 1986; Remaud­

Simeon el al, 1994; López-Munguía et al, 1993). En ambos grupos de investigación se han 

observado fenómenos de interés potencial durante la fermentación de algunas cepas de L. 

mesellteroides, como la pérdida de capacidad de producción de dextransacarasas al término de 

varias resiembras, la variabilidad en el peso molecular de las enzimas obtenidas, el nivel de la 

sacarosa necesario para inducir la enzima, entre otras. Sin embargo, no se había abordado el 
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estudio de la genética molecular, ni la fisiología del microorganismo por lo que, con el fin de 

contribuir al conocimiento a estos niveles sobre las dextransacarasas, así como de aportar 

mayor información en lo que respecta a la organización y regulación de genes en bacterias 

lácticas, se utilizó como modelo de estudio el gen de la dextransacarasa de LeIlCOIlOStOC 

mesellteroides NRRL B-512F, planteándose los siguientes objetivos. 

OBJETIVOS 

• Determinar el efecto sobre la producción de la dextransacarasa de las siguientes 

fuentes de carbono: sacarosa, fructosa, glucosa y xilosa. 

• Determinar si L. IIlcswteroidcs NRRL B-512 F posee uno o varios genes que codifican 

para actividad de dextransacarasa. 

• Identificar el sitio de inicio de transcripción, la región promotora y la presencia de 

otras posibles regiones reguladoras de la expresión dd gen. 

GENERALIDADES 

Dextranas y dextransacarasas 

Las dextransacarasas (EC 2.4.1.5.) son enzimas que transfieren el residuo glucosilo de la 

sacarosa a moléculas aceptaras, con la liberación simultánea de fructosa (Fig. 1). El producto 

de la reacción es un polisacárido de alto peso molecular denominado dextrana, compuesto 

por unidades de D-glucopiranosa con enlaces a-(1-46) en la cadena principal y con un grado 

de ramificación variable que presenta enlaces a-(1-43), a-(1-44), a-(1-46) Ó a-(1-42). 

Adicionalmente a la síntesis dd polisacárido, las dextransacarasas también catalizan 

reacciones de síntesis de oligosacáridos. Éstas ocurren cuando en el medio de reacción, 

además de la sacarosa, se encuentran presentes carbohidratos de bajo peso molecular, siendo 

la maltosa el aceptor más eficiente (Robyt & Walseth, 1978). 

6 
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Figura 1. Reacción de síntesis de dextrana. 
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+ n 

Fructosa 

Las dextranas presentan diferentes tamaños y estructuras, dependiendo del microorganismo 

productor de la glucosiltransfersa. Éstas son producidas por bacterias lácticas de los géneros 

LactOCOCCllS, LellCO/IOStOC y StreptococcllS. En este último, las glucosiltranferasas son 

constitutivas, mientras que en Leuconostoc son inducibles (Neely & Nott, 1962; Hamada & 

Slade, 1980). En la Tabla 1, se resumen algunas características de varias enzimas y 

polisacáridos sintetizados por StreptococcIIs y LellCOllostOC. 

Las glucosiltransferasas producidas por esh·eptococos de la flora bucal, como s. IIIlItans y S. 

salivarius, tienen un papel primordial en el proceso de formación de caries dental, ya que el 

polímero que sintetizan favorece la colonización y adhesión de las bacterias cariogénicas. 

Debido al interés médico que presentan, desde hace varios años se han aislado y 

caracterizado los genes que codifican para las glucosiltransferasas presentes en estos 

microorganismos. Algunos de éstos se presentan también en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Principales características de glucosiltransfersas de StreptococclIs 

y LellCOllostoc (Monchois el al, 1999; Argüello-Morales et ni, 2000). 

Microorganismo Polisacárido 1 Gen M, 2 

(KDa) 
S. 11Iutans GS5 87% a-(1--->3) gtf-B 150 

.. " ... _ ... _._- ....................... " .. ,--.-..... -" ... -.-.. , .. -_ ..•. __ .•..•. _-_ .•...•... _--_._-----'''"'''-, _}3% _a..:-_(1--->6) 
85% a-(1--->3) glf-C 140 
15% a-(1--->6) ,----_ .•. _-
30% a-(1--->3) gtf-D 155 
70% a-(1--;6) 

S. dOlllllei Mfe28 88% a-(1--->3) glf-I 160 

12 % <:=-(!=!!L. ---,-"",,_.,"--'. "--" ._-- ...... __ .•...•.....•....•.... ,,,. .•. ,,,,,,,,.,. 

10% a-(1--->3) gtf-S 147 
90% a-(1--->6) 

S. salillnrius A TCC 25975 90% a-(1--->3) gtf-J 168 

."''''.'-'"'''-'''.'-'''-."''"''''-"-'''''.".-.''-''''--''.''.'.'''.''''''''.'-''''--''''.'.'.'' . ..... " .•.•.•..•.• _." ... }ºJ>_~:1!.2~L -'-'-
100% a-(1--->6) gtf-K 176 ... _ ..... .......•........ _ ............... - .•.•.. ""--_ •.. , .. _ .•. ,-".-_.,-.. ,, .. ,,-_ ...... __ ._ .. _----
50% a-(1--->3) gtf-L 157 

"", .. _--"""---,,,,._-_._------, .. 50% a-(1--->6) 
5% a-(1--->3) glf-M 171 
95% a-(1--->6) 

L. lIIesenteroides NRRL B-512 F 5% a-(1--->3) dsr-S 170 
95% a-(1--->6) 

L. IIlcsenteroides NRRL B-1299 15% a-(1--->3) dsr-i\ 146 

-------------_.,_._-----_ ... ---_ ........ __ ....... _-_ ... _.-_._ .•.•.... §.~~0:Q=.(jt . ...............• ".--_. __ . __ ., .. - ... _-----
5% a-(1--->3) dsr-B 167 

•....... __ ._ ..•......•. " ........•. _ ...•. ,"'".".-.... " .. "-._ .... ,,-....... .•.. _-_ .. __ ....•...... _. __ .•. _-_ .•.•. _ .. .J?_~_:x.:(!.-¿6 ) 
35% a-(1--->2) n.d 42-212 2A 

65% a-(1--->6) 
L. lIlesenleroides NRRL B-1355 50% a-(1--->3) nsr 229 

50% a-(1--->6) 
5% a-(1--->3) dsr-C 164 

95% a-(1--->6) 
Estructura del pohsacándo produCIdo. Porcentaje del total de enlaces en la estructura del 
polisacárido. 

2 Peso molecular de la enzima deducido de la estructura primaria. 
2A Peso molecular observado en geles de electroforesis. 
n.d. No determinado. 
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Por otra parte, las dextransacarasas de L. mesellleroides son de interés industrial. La dextrana 

producida por L. mesellleroides NRRL B-512F fue uno de los primeros biopolímeros que se 

produjo en gran escala, debido a que este polímero y sus derivados han sido utilizados en la 

producción de compuestos de interés médico (ej. sustituto de plasma san guineo) y en la 

sintesis de químicos finos (ej. Sephadex). En el caso de la cepa NRRL B-1299, los 

oligosacáridos que se obtienen en presencia de maltosa, contienen enlaces a-(l ~2) lo que los 

hace resistentes a las enzimas digestivas, sin embargo, son preferentemente metabolizados 

por la flora benéfica del intestino y de la piel, por lo que se han utilizado como agentes 

preprobióticos en alimentación animal y en la formulación de cosméticos (Remaud-Simeon et 

nI, 1994; Valette el nI, 1993). 

La dextransacarasa de L. mesellleroides NRRL B-512F ha sido la más estudiada. Por su 

potencial aplicación en el mejoramiento de la textura de los tomates, se identificó y secuenció 

un gen que codifica para una dextransacarasa proveniente de esta cepa (dsr-S) (Wilke­

Douglas el nI, 1989). Adicionalmente, se ha reportado que L. mesellleroides B-512F produce 

dextransacarasas extracelulares en formas agregadas de diversos pesos moleculares: 158 y 

177 KDa, cuyo monómero tendría un peso molecular de 65 (Kobayashi & Matsuda, 1986; 

Miller et al, 1986; Funane et al, 1995). Hasta la fecha, no se ha demostrado que las formas en 

que se ha obtenido la dextransacarasa son productos de la expresión de genes diferentes al 

dsr-S. Esto no sería excepcional, ya que se ha demostrado la presencia de varias 

dextransacarasas en una misma cepa. Por ejemplo, se había considerado que la cepa NRRL 

B-1299 producía sólo dextrana con enlaces a-(1~2) (Remaud-Simeon el nI, 1994), la cual es 

producida por una enzima cuyo peso molecular también ha sido inconsistente. Sin embargo, 

recientemente se encontraron dos genes que codifican para otras dextransacarasas (Monchois 

el nI, 1996 y 1998b) tal como se muestra en la Tabla 1. Existe también el caso de la cepa NRRL 

B-1355, que produce dos glucosiltransferasas: una dextransacarasa (no secuenciada todavía) y 

una alternansacarasa (Coté & Robyt, 1983; López-Munguía el nI, 1993) cuyo gen se reportó 

recientemente (Argüello-Morales el nI, 2000). 

Los genes que codifican para las glucosiltranferasas de SlreplococCllS y Leucollosloc están muy 

relacionados y tienen una estructura en común. En todos los casos se trata de genes que 
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codifican para enzimas muy grandes, con un peso molecular promedio de 165 KDa, siendo la 

más grande la alternansacarasa con un peso de 240 KDa. Estas proteínas presentan, después 

del péptido señal, una región variable seguida de un dominio N-terminal muy conservado de 

cerca de 900 aminoácidos donde se encuentra el sitio catalítico (Mooser el ni, 1991; Funane et 

al, 1993; Shimamura et al, 1994) y un dominio C-terminal compuesto por series de unidades 

repetidas, que podrían ser responsables de la unión al polímero teniendo, probablemente, 

influencia en la estructura del polímero producido (Giffard & Jacques, 1994; Monchois el al, 

1998a). En la Figura 2 se esquematiza la estructura de las glucosiltransferasas. 

A B C D 

1001 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII111 11I 1I1111111111111 ••••• 1 

1 
O 

1 

400 
1 

800 
1 

1200 
I 

1600 aa 

Figura 2. Estructura esquemática de las glucosiltransferasas . 
A Péptido señal; B región variable; C dominio catalítico N-terminal; D dominio 
C-termínal de unión al polímero. 

Ninguna de estas enzimas ha sido cristalizada, por lo que sólo se han podido hacer 

predicciones de su estructura terciaria. Tomando en cuenta que presenta secuencias 

homólogas a la superfamilia de la a-amilasa, se ha podido predecir que las 

gIucosiltransferasas, hasta ahora secuenciadas, poseen una estructura de barril (a/J3)s, como 

las glicosidasas (ej, a-amilasa), ciclodextrin glucosiltransferasa, y la isoamilasa (MacGregor et 

al, 1996). Esta estructura se caracteriza por la presencia de 8 cadenas J3-plegadas en el interior 

de la proteína, alternando con 8 a-hélices localizadas en la superficie. En los últimos 5 años 

se ha proporcionado mucha información sobre los genes que codifican para las 

glucosiltransferasas, sin embargo su mecanismo de acción todavía no se ha elucidado 

completamente. 
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Las bacterias del género LeUCOllostoC se caracterizan por ser cocos, gram positivos, anaerobias 

facultativas, no móviles e incapaces de formar esporas. Son quimio-organótrofos, requieren 

aminoácidos y factores de crecimiento complejos (Garvie, 1986). La utilización de azúcares 

en este género es heterofermentativa, las hexosas son metabolizadas por la vía de 

fosfocetolasa produciendo lactato, acetato y etanol (Figura 3). Las .bacterias lácticas 

heterofermentativas carecen del sistema de fosfotranferasa dependiente de piruvato (PTS) (de 

Vos, 1996). En éste se catalizan simultáneamente la fosforilación y la translocación de mono y 

disacáridos por medio de una cadena de reacciones enzimáticas que transfieren el grupo 

fosfato del fosfoenolpiruvato hacia el azúcar que está entrando a la célula. Sin embargo, las 

bacterias lácticas homofermentativas sí presentan PTS (Vadeboncoeur & Pelletier, 1997). 

Incluso se ha reportado que en Streplococcl/s IIllllmlS lngbritt, cultivado en quirniostato, se 

presenta represión del PTS en presencia de sacarosa (Ellwood & Hamilton, 1982). 

Respecto al catabolismo de sacarosa en Lellcollosloc se ha inferido que ésta es transportada 

dentro de la célula por una permeasa específica. Una vez dentro, la sacarosa es sustrato de la 

sacarosa-fosforilasa y produce fructosa y glucosa-1-fosfato; esta última se incorpora en la ruta 

de fosfocetolasa como glucosa-6-fosfato por la acción de la fosfoglucomutasa (Dols el al, 

1997b). La fructosa no se consume en este momento, por lo que es excretada. La sacarosa 

presente en el medio de cultivo también es sustrato para la dextransacarasa que se va 

produciendo conforme transcurre la fermentación, por lo que sintetiza a la vez dextrana 

liberándose más fructosa. Cuando la sacarosa se agota, el microorganismo comienza a 

consumir la fructosa acumulada produciendo manitol (Neely & Nott, 1962; Tsuchiya el al, 

1952). 

Las bacterias del género Leucollosloc son capaces de utilizar diversas fuentes de carbono, entre 

las que se encuentran arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa, maltosa, sacarosa y xilosa 

(Garvie, 1986); sin embargo, el único inductor de la actividad dextransacarasa es la sacarosa 

(Tsuchiya el nI, 1952). No se han reportado inductores gratuitos así como tampoco el 
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mecanismo de inducción. En la Figura 3 se presentan las rutas catabólicas de algunos 

azúcares de interés en L. mesen teroides. 

Sacarosa 2~IDEXTRANA 
~ D-xilosa D-glucosa 

D-fructosa 
i I 

[Permeasa I Pcrmeasa I I Permeasa I Permeasa 

f)-xilosa sacLsa I 1 
1 1 D-fructosa l' 

D-glucosa 

ATP ~4 P'v----:;. 
~ Glucosa~l-P ,J,5 NADH ATP --..J 1-

Glucosa-6-P (-------')o } Fructosa-6-P 6 
D-xilulosa ~~(I')II 7 

~ ~ IMANITOL I 
ATP Xilulosa-S-I' 

GliCeraldehf~ ~ 
¡--'NADH Acclil-I' ---y> I ACETATO I 

t-'2ATI' ~ t Alr 

1'-1',""'0 N~)I: Ic¿; 2 i ACCtiliC::
ADH 

NADH r 
I ETANOL I 

ILACI'ATO 

Figura 3. Algunas rutas catabólicas de carbohidratos en Lellconostoc mese/lteroides. 
1: Sacarosa-fosforilasa; 2: dextransacarasa; 3: fosfoglucomutasa; 4: glucocinasa; 5: 
fructocinasa; 6: manitoldeshidrogenasa; 7: glucosa-6-P isomerasa; 
8: piruvato-deshidrogenasa; 9: cetol-isomerasa. 
(Kandler, 1983; Dols el al, 1997b) 

Los organismos que producen grandes cantidades de ácido láctico como subproducto 

metabólico se han utilizado desde la antigüedad como agentes para la preservación de 

alimentos, entre los que se encuentran una gran variedad de productos lácteos, cárnicos y 

vegetales fermentados. La mayoría de los organismos que participan en estas fermentaciones 

son miembros de los géneros LnctococClls, Lnctobncilllls, StreptococCllS, PediococclIs, LellCOllOSfoc y 

Cnmo/?ncterillm. El análisis de los genomas de estos organismos apenas comenzó en la década 

de los ochenta y desde entonces el progreso en la generación de conocimiento ha variado 

considerablemente de género a género (de Vos & Vaughan, 1994; de Vuyst & Degeest, 1999). 

Debido al interés industrial en la producción de yogurt y leches fermentadas, compañías 
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como Nestlé han hecho una gran inversión en la investigación del material genético de 

Lnclococcus y Lnclobncillus, principalmente. Por el contrario existe muy poca información 

publicada que describa a los genomas de Lel/collosloc, PediococCllS o Cnmobnclerilllll (Oavidson 

el ni, 1996). El conocimiento generado sobre el genoma y los mecanismos de regulación en 

Lel/collosloc es muy pobre. Además de la información sobre los genes de dextransacarasas se 

cuenta con algunos reportes sobre genes relacionados con el metabolismo de citratos (Marty­

Teysset el ni, 1996; Bekal el ni, 1998), en los que la proteína transportadora específica de citrato 

(CitP) se reporta como la responsable del paso limitante de la vía catabólica de este 

compuesto. Es interesante observar que la capacidad de metabolizar citratos está vinculada a 

la presencia de un plásmido de 22 Kb, ya que contiene al gen cilP (Vaughan et al, 1995; 

Bandell et al, 1998). De igual manera, los genes responsables de la síntesis de bacteriocinas en 

Lellcollosloc generalmente se encuentran codificados en plásmidos. Este es el caso de la 

leucocina A producida por LellCOllosloc gelidum, donde la localización del operón leilA es 

plasmídica (Barefoot & Nettles, 1993; Klaenhammer, 1993). Por otra parte, se han encontrado 

secuencias de elementos de inserción en L. 1Ileswteroides subespecie cremoris (IS 1165) y en 

Lellcollosloc lnctis (IS 1070) (Johansen & Kibenich, 1992; Vaughan & de Vos, 1995). 

En las bacterias lácticas se han reportado casos en que genes relacionados metabólicamente 

están organizados en "clusters" u operones policistrónicos, ya que de esta manera son 

regulados simultáneamente (Giffard et ni, 1991; McLaughlin & Ferretti, 1996; Bekal et nI, 1998; 

Bekal el ni, 1999). En LeIlCOllosloc, la dextransacarasa y la sacarosa-fosforilasa son inducidas 

por sacarosa; existen evidencias bioquímicas de que ambas enzimas son inducidas en 

momentos diferentes durante la fermentación (Ools el nI, 1997b), pero no se ha hecho un 

análisis molecular para comprobar que estén reguladas bajo diferentes promotores. 

Es relevante el hecho de que Lel/conostoc no posea sistema PTS desde la óptica de los posibles 

mecanismos de regulación de la expresión de las dextransacarasas, ya que las proteínas de 

este sistema forman parte esencial de los modelos más aceptados de redes globales de 

regulación metabólica en bacterias (Saier, 1996). Por otra parte, la información de operones 

completos, incluyendo secuencias de promotores de glucosiltransferasas en LellCOllostoc o 

Slreptococcus, es muy escasa y se limita al reporte de promotores putativos (Ferreti et ni, 1987; 
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Wilke-Douglas el ni, 1989; Gilmore el ni, 1990; Abo el ni, 1991; Simpson el ni, 1995; Monchois el 

ni, 1996; Argüello-Morales el ni, 2000). No es el caso del promotor de una fructosiltransferasa 

de S. lIlutnns, que fue determinado experimentalmente (Smorawinska & Kuramitsu, 1995). 

Adicionalmente, existe el interés industrial de producir dextransacarasas libres de dextrana, 

por lo que se han obtenido cepas constitutivas por técnicas de mutagénesis al azar (Funane el 

ni, 1995; Kim &Robyt, 1994; Kim & Robyt, 1995). Otra alternativa para alcanzar este objetivo 

y para obtener cepas hiperproductoras sería la aplicación de ingeniería genética, para lo cual 

el conocimiento de la región promotora y del mecanismo de regulación de estos genes es 

fundamental. 
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CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE 

Leuconosfoc mesenferoides NRRL B-512F 

Se decidió abordar el modelo de estudio desde varias perspectivas, comenzando por una 

caracterización bioquímica clásica, seguida de un estudio preliminar, a nivel molecular de 

algunas de las cepas de colección, haciendo énfasis en la B-512F. 

Considerando que en el grupo de trabajo no se contaba con información sobre el perfil 

bioquímico de algunas cepas de colección con las que se trabaja habitualmente, esta primera 

etapa proporcionaría dicha información básica. 

Al trabajar con L. lIIesellteroides habían surgido algunas de las preguntas de interés. Por 

ejemplo, en vista de la inestabilidad en la producción de dextransacarasas al término de 

varias resiembras, era importante verificar la presencia de plásmidos en esta cepa, ya que esto 

podría aportar información para explicar tal comportamiento. 

Por otra parte, se han reportado dextransacarasas de diversos pesos moleculares producidas 

por la cepa B-512F, y se podría sospechar que éstas provinieran de la expresión de diferentes 

genes. Sin embargo, no se ha identificado el número de genes que codifican para 

dextransacarasas en esta cepa, por lo que se exploró un acercamiento por medio de la 

reacción en cadena de la polimerasa, utilizando oligonucleótidos específicos para regiones 

conservadas en las glucosiltransferasas, esperando obtener información preliminar sobre el 

número de dextransacarasas presentes en algunas cepas de L. lIlesellteroides de interés. 
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OBJETIVOS 

CAPÍTULO 2 

CARACTERIZACIÓN BIOQUíMICA DE 
Lel/collostoc lIlesenteroides NRRL B-512F 

• Determinar el patrón de azúcares fermentables de las cepas de L. lIlesenleroides NRRL 

B-512F, B-1299 Y B-1355. 

• Determinar la presencia de plásmidos en la cepa NRRL B-512F. 

• Determinar el número y tamaño de productos de amplificación obtenidos utilizando 

oligonucleótidos específicos para regiones conservadas de glucosiltransferasas a partir del 

DN A las cepas de L. lIlesenleroides NRRL B-512F, B-1299 Y B-1355. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas utilizadas y condiciones de cultivo. 

Las cepas de L. lIlesenleroides se obtuvieron de la colección del Northern Regional Research 

Laboratory (NRRL) Peoria, Illinois. Se partió de células liofilizadas que se reactivaron en el 

medio descrito en la Tabla 2. El pH del medio se ajustó a 6.9 con ácido ortofosfórico, antes de 

esterilizar. Las células reactivadas en fase exponencial de crecimiento se conservaron a -20°C 

en una solución de glicerol al 15% (v/v) y se utilizaron como inóculos para las siguientes 

fermentaciones. 

Determinación del patrón de azúcares fermentables. 

Se utilizó el sistema Api 50 CHL (bioMérieux, SAl, que consiste en una placa con 50 mini 

celdas que contienen diversos sustratos fermentables por las bacterias lácticas. Se inocula con 

50 JlL de una suspensión de células y se observa el vire del indicador de pH (púrpura de 

bromocresol) en caso de que el carbohidrato haya sido utilizado, al término de 24 y 48 h de 

incubación anaerobia a 29°C. Para identificar al microorganismo, el perfil bioquímico 

obtenido se compara con una base de datos computarizada. 

Extracción de DNA total. 

Se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita por Murphy el al (1987) y MilIer el al (1988). 

Es importante considerar que L. mesenteroides es una bacteria gram positiva, por lo que al 
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procedimiento reportado se le incorporó un paso de digestión con lisozima. El 

procedimiento se describe en el Anexo A. 

Tabla 2. Composición del medio de cultivo 
de Lel/conostoc mesenteroides NRRL B-S12F. 

Componente Concentración 
(!iL) 

Sacarosa 40 

Extracto de levadura 20 

K2HP04 20 

MgSO,·7H2O 0.2 

CaCh2H2O 0.02 

FeS04·7H2O 0.01 

MnSO,7H20 0.01 

NaCl 0.01 

Extracción de DNA plasmídico. 

Se realizó utilizando una metodología combinada entre el método de extracción de DNA total 

y el método propuesto por Kado y Liu (1981). El procedimiento se describe en el Anexo B. 

Para comprobar la existencia de plásmidos se realizó un gradiente discontinuo de cloruro de 

cesio, por la metodología descrita por Towner (1991). 

Diseño de oligonucleótidos y condiciones para la PCR. 

Se llevó a cabo un alineamiento de las estructuras primarias de glucosiltransferasas 

reportadas hasta ese momento en la literatura: StreptococClls dOlUllei (gtf-S), S. IIIlltn/lS (gtf-q, 

S. sabril/lIs MFe28 (gtf-E), S. snlivnrills ATCC 25975 (gtf-D y una de L. lIlesellteraides NRRL B-

512F (dsr-S) (Gilpin el al, 1985; Ferreti el ni, 1987; Gilmore et ni, 1990; Giffard et ni, 1991; Wilke­

Douglas el nI, 1989). El alineamiento múltiple se realizó con el programa Clustal W, cuyo 

resultado se muestra en el Anexo D. 
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Se encontraron 5 regiones altamente conservadas. Tomando como referencia la secuencia de 

aminoácidos de la dextransacarasa de L. mesellleroides (secuencia 4 del Anexo D) tales 

regiones son las siguientes: D338 - P349, Lt82 - G491, Lso7 - NS2s,. R549 - Q562, 1981 - L993, en donde 

las primeras cuatro corresponden al extremo catalítico N-terminal. 

Tomando en cuenta el alineamiento anterior, se seleccionaron las dos regiones consenso 

extremas: del N-terminal D338 - P349 Y del C-terminal 1981 - L993, Y se sintetizaron dos 

oligonucleótidos para ser usados como primers en la PCR, con las siguientes secuencias 

nucleotidicas: 

Oligo 1-D 

5' CGC-TAG-TTC-ATG-GTA-TCG-TCC 3' Tm=62.6°C 52.4% G+C 

Oligo 2-1 

5' GAT-CCG-TGA-ATG-CAT-ACC-CG 3' Tm=62.5°C 55% G+C 

La reacción se llevó a cabo utilizando 2.5 U de Taq (Gibco BRL), 100 ng de templado y 

1.5 mM MgCh. Después de calentar la mezcla de reacción 3 min a 92°C, se hicieron 30 ciclos 

de 92°C por 1.5 min, 42"C por 45 s y 72°C por 2 min, terminando con un período de extensión 

a 72°C por 5 mino 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Patrón de azúcares fermentables 

En la Figura 4 se muestra el patrón de azúcares utilizados por tres cepas de L. 11lesenleroides de 

la colección del NRRL: B-512, B-1299 Y B-1355. Se eligieron las cepas B-1299 y B-1355, además 

de la B-512F, debido a que son las que han presentado mayor importancia en el ámbito 

ind ustrial. 
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Se realizó también el análisis a otra cepa que había sido aislada en el laboratorio. Se 

sospechaba que era una mutante espontánea de la cepa B-512. Debido a que la morfología de 

la colonia en placa era no mucoide, podría tratarse de una cepa dextransacarasa negativa 

(dsr-S -l. El contar con una mutante de este tipo podría ser de mucha utilidad, por lo que se le 

hizo el análisis bioquímico básico con el fin de comprobar su identidad. 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 lO II 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
A Á Á A D. A A A 

• • • • • • • • • • • • , J U LJ tcl t:l tJ 

"' " 8 
:lI 

8 ~ t I 
~ 

! ~ 
§ I ~ J 

'Í 

1. ] .s c ] ~ g >. 
~ 

g f g 1l ~ ~ 
~ ~ ~ 1i ~ g 

] I é $ < 6 ~ ;¡ ;3 '" 8 1 el ..:. el 
.., 

'" -l < .. • 

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 
A A i'. /',. " A A A A A A A D. J\ 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • I.J U U tJ 

.¡¡ .~ 

.~ ~ u u ... ~ u ~ ~ ! 'Í .., j j 8 j ~ .j 8 u i i ~ ~ ~ 1 1 u ~ 
>. ~ .~ .~ 

~ ~ ~ e !l. j ñ ... .., 
"ll § ~ ~ .~ -8 "il ·5 !:, ~ 

e 6 a " ]. ~ u >- ] oS ,:¡ >. R ;¡ o( e -e " j j :: , -¡; ] ~ " ó .. j • Z < o( u :l; :l; .s ;¡ el '" '" el ..:. el e ... '" 

Figura 4. Patrón de fermentación de azúcares de varias cepas de Leuconostoc 
mesenteroides. !::. 8-512F, • 8-1299, • 8-1355, lO cepa no identificada. 

Los resultados indican un patrón muy similar de consumo de azúcares entre las tres cepas de 

Leuconostoc; aunque la 8-512 tiene mayor capacidad de utilización de carbohidratos, ya que es 
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capaz de utilizar azúcares que las otras dos cepas de colección no pueden metabolizar. Éste 

es el caso de la ribosa, galactosa, lactosa, melibiosa, D-rafinosa y 5-cetogluconato. 

De acuerdo a la base de datos computarizada, las tres cepas de colección presentan un 99.9% 

de identidad con L. lIlesellleroides. Lo que no ocurrió cun la supuesta mutante, ya que tuvo un 

93.6% de identidad con UzctOCOCCllS jermentlllll, por lo que dejó de ser de interés para ser 

utilizada como célula huésped para experimentos de clonación. Sin embargo, cabe aclarar 

que la herramienta concluyente para la identificación de este microorganismo sería la 

secuenciación del r RN A 16s. 

Determinación de presencia de plásmidos. 

Al extraer el DNA total de las cepas estudiadas, se encontró la presencia de varios plásmidos 

en la cepa B-512F al igual que en otras cepas (Figura 5, panel A). La migración del DN A 

(carriles 1 y 2) corresponde a la descrita por Kado & Liu (1981) para plásmidos de alto peso 

molecular. Se realizó un gradiente discontinuo de cloruro de cesio (Figura 5, panel B), con el 

que se confirmó la presencia de DNA plasnúdico en la cepa B-512F. Adicionalmente, se 

modificó la metodología para la extracción de plásmidos con el fin de adecuarla para 

bacterias lácticas, la cual se reporta en el anexo B. 

En las bacterias lácticas existen diversas actividades enzimáticas codificadas en plásmidos, en 

especial algunas relacionadas con metabolismo de carbohidratos. Esto, aunado a la 

variabilidad de actividad dextransacarasa al término de varias resiembras, que ha sido 

observada repetidamente en varias cepas de L. lIlesellteroides, puede ser elemento para 

sostener la hipótesis. de que el gen o genes que codifican para la actividad dextransacarasa 

pudieran estar codificados en elementos extracromosomales. Las dextransacarasas son 

proteínas de alto peso molecular, por lo que los genes que las codifican deben ser de varias 

kilo bases. Específicamente, el gen dsr-S tiene un tamaño de aproximadamente 4,800 pb; por 

lo que, de encontrarse en plásmido, éste debería ser de alto peso molecular. Hasta la fecha se 

ha reportado la caracterización parcial de dos plásmidos en L. lIIesellteroides, uno de los cuales 
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contiene los genes que codifican para las mesenterocinas G, B, H Y F (Biet et al, 1999; Hechard 

et al, 1999). 

p­
e-

p-

-p 

Figura 5. DNA total de Leuconostoc mesenteroides. (A) Gel de agarosa al 0.7%. Carril 1, 
NRRL B-512F; carril 2, NRRL B-1299. C: ONA cromosoma!. P: ONA plasrnídico. 
(B) Gradiente discontinuo de cloruro de cesio, cepa B-512F. 

Amplificación de regiones variables de genes que codifican para glucosiltransferasas. 

En este análisis se hizo la amplificación de regiones localizadas entre dos secuencias 

altamente conservadas en los genes que codifican para dextransacarasas. En la sección de 

Materiales y Métodos se describe el diseño de los oligonucleótidos usados corno primers. En 

la Figura 6 se muestran los productos de amplificación obtenidos. Se sometieron a este 

análisis las cepas de colección B-512F, B-1299 Y B-1355 (carriles 1, 2 Y 3, respectivamente). 
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De acuerdo a la secuencia del gen dsr-S (Wilke-Douglas el a/' 1989), para la cepa B-512F se 

esperaría obtener un producto de amplificación de 1,965 pb. Los resultados de la Figura 6 

muestran sólo un producto de amplificación para esta cepa, cuyo tamaño corresponde al 

esperado, de aproximadamente 2,000 pb. 

1 234 pb 

-2072 
-1500 

-600 

-100 

Figura 6. Productos de la amplificación de regiones variables de genes que codifican para 
glucosiltransferasas en varias cepas de Leuconostoc mesenteroides. Gel de 
agarosa al 1.5%. Carriles: 1, B-512F; 2, B-1299; 3, B-1355. Carril 4, marcador de 
DN A repetitivo de 100 pb. 

En las cepas B-1299 y B-1355 se obtuvieron varios productos de amplificación. En el 

momento en que se llevó a cabo este experimento, todavía no se conocían los genes de las 

dextransacarasas de estas cepas. Ahora, tomando en cuenta las secuencias de los genes dsr-A 

y dsr-B de la cepa B-1299 (Monchois el al, 1996 y 1998b) Y dsr-C y asr de la cepa B-1355 

(Argüello-Morales el al, 2000; Argüello-Morales, 2000), se sabe que los productos de 

amplificación esperados para estos genes tendrían un tamaño entre 1,962 y 2,133 pb. Por lo 
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que se puede inferir que las bandas que se observan en la Figura 6 son producto de una 

hibridación no específica de los oligonucleótidos utilizados como primers. Sin embargo, cabe 

mencionar que las regiones conservadas identificadas como resultado del alineamiento del 

Anexo D, también están presentes en los genes ahora ya identificados. 

Los resultados anteriores nos llevaron a la implementación de otra metodología para poder 

identificar el número de genes que pudieran estar presentes en la cepa B-512F. 

RESUMEN DE RESULTADOS y CONCLUSIONES 

Se determinó la presencia de plásmidos de alto peso molecular en las cepas B-512F, B-1299 Y 

B-1355. Por lo anterior, sería de interés verificar la localización de los genes que codifican 

para dextransacarasas en estas cepas. 

En la cepa B-512F sólo se obtuvo un producto de amplificación con el tamaño esperado de 

acuerdo a la secuencia reportada para el gen dsr-S, sin embargo este resultado no aporta 

evidencias sustentables para asegurar que sólo exista un gen que codifica para 

dextransacarasas en esta cepa. 
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PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 

LA ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA 

DE Leuconosfoc mesenferoides NRRL B-512F 

EN DIVERSAS FUENTES DE CARBONO 

Comúnmente se ha considerado que LellCOllostOC lIlesellteroides NRRL B-512F produce una 

dextransacarasa (DSR-S) cuando se encuentra en un medio con sacarosa, molécula esta última 

que actúa como fuente de carbono y como inductor. Los resultados del Capítulo 2 indican 

que probablemente sólo exista un gen que codifique para dextransacarasas en esta cepa. Sin 

embargo, este resultado no es concluyente ya que los oligonucleótidos utilizados como 

primers fueron diseñados tomando en cuenta regiones conservadas en varias 

glucosiltransferasas y en la DSR-S, pero cabría la posibilidad de la existencia de otras 

dextransacarasas que no presentaran homología en esas regiones o que los productos de 

amplificación fueran de tamaño tan parecido que no pudieran distinguirse en un gel de 

agarosa. 

La evidencia de que la dextransacarasa presenta varios pesos moleculares y el hecho de que 

otras cepas (como la B-1299 y la B-1355) produzcan varias dextransacarasas, nos nevó a 

plantear la hipótesis de que pudieran existir otras enzimas de este tipo en la cepa B-512F y de 

que éstas fueran reguladas de manera diferente que la DSR-S, por lo que se podría evidenciar 

su presencia al cultivar al microorganismo en un medio libre de sacarosa. 
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PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA 
DE LeucoJlostoc ",eseJlteroides NRRL B-512F EN DIVERSAS FUENTES DE CARBONO 

Se persigue comprobar la hipótesis determinando la presencia y la naturaleza de la actividad 

dextransacarasa obtenida en diferentes fuentes de carbono. Adicionalmente, esta 

información podría contribuir al esclarecimiento del mecanismo de regulación de la 

producción de la actividad dextransacarasa en esta cepa. 

OBJETIVOS 

• 

• 

Detectar la presencia de actividad dextransacarasa en sobrenadan tes de fermentaciones 

con fuentes de carbono alternas a la sacarosa: glucosa, fructosa y xilosa. 

Determinar el peso molecular de las dextransacarasas producidas y caracterizar el tipo de 

productos sintetizados por dichas enzimas. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepa utilizada y condiciones de cultivo. 

Se partió de células liofilizadas de la cepa B-512F que se reactivaron en cada una de las 

fuentes de carbono que se mencionan más adelante. Con el fin de asegurar que cualquier 

resto de sacarosa fuera eliminado, se llevaron a cabo tres cultivos sucesivosa 29°C y 200 rpm, 

en los medios con las fuentes de carbono alternas, utilizando como inóculos células en fase 

logarítmica de crecimiento del cultivo anterior en cada fuente de carbono. Células en fase 

exponencial de crecimiento de la tercera resiembra, con una concentración de 1.95 X 109 

UFC/mL, se conservaron a -20°C en una solución de glicerol al 15% (v/v) y se utilizaron 

como inóculos para las siguientes fermentaciones. 

Se utilizó el mismo medio de cultivo descrito en la Tabla 2 (Capítulo 2). Para los cultivos con 

otras fuentes de carbono, la sacarosa fue reemplazada por (a) D-glucosa, (b) una mezcla 

equimolar de D-fructosa y D-glucosa, (c) D-fructosa y (e) D-xilosa. En lodos los casos, la 

concentración de la fuente de carbono fue de 117 mM que, para el caso de la sacarosa, 

equivale a 40 g/ L. 

25 



CAPÍTULO 3 

PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA 
DE Lellcollostoc mescuterojdes NRRL B-512F EN DIVERSAS FUENTES DE CARBONO 

Las fermentaciones se llevaron a cabo a nivel matraz, Erlen-Meyer de 250 mL, en incubadoras 

(New Brunswick Scientific, modelo G-25) con agitación orbital a 200 rpm. Para la 

caracterización cinética de la fermentación con sacarosa se utilizó un volumen de 50 mL 

(relación volumen de medio/capacidad del matraz de 0.2) y una temperatura de 29°C. Las 

fermentaciones con fuente de carbono alterna a sacarosa se llevaron a cabo en un volumen de 

100 mL (relación volumen de medio/ capacidad del matraz de 0.4) y se incubaron a 25°C. 

Se determinó el crecimiento del microorganismo por turbidez a 600 nm en un 

espectrofotómetro Perkin-Elmer DA. La densidad óptica se correlacionó con el número de 

microorganismos por medio de curvas de calibración. Las unidades formadoras de colonias 

se determinaron por cuenta en placa después de incubar, 24 h a 29°C, en medio para cuenta 

de mesófilos en placa. 

Análisis de azúcares de los medios de cultivo. 

Las concentraciones de O-glucosa y O-fructosa se determinaron por un método enzimático 

(Boehringer Mannheim GmbH) en el que se genera NAOPH en cantidad estequiométrica a la 

de los azúcares, el NAOPH es posteriormente cuantificado espectrofotometricamente. La 

sacarosa se determinó por el mismo método, previo tratamiento con invertasa (Sigma). 

Concentración de la actividad dextransacarasa. 

Todos los cultivos se detuvieron al alcanzar la mitad de la fase exponencial de crecimiento. 

En este momento se registró el pH final el cultivo y éste se ajustó con buffer de acetatos 1 M, 

pH 5.4, hasta alcanzar una concentración de 20 mM. Entonces, se procedió a separar las 

células del volumen total de cultivo, por centrifugación (10,000 X g, 15 min, 4°C) y posterior 

filtración por membrana (Millipore con diámetro de poro de 0.2 11m). Posteriormente, la 

enzima extracelular se concentró utilizando un método de partición líquido/líquido; en éste 

se agrega un volumen de PEG 1500 al 50% (w/v) a un volumen de sobrenadante de cultivo 

(Paul et al, 1986), se utilizó en todos los casos el volumen total del sobrenadante del cultivo. 

A los sobrenadantes libres de sacarosa se les adicionó dextrana T70 a una concentración final 

de 5 gil y se incubaron 12 h a 4°C como paso previo a la extracción con PEG. 
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En el proceso de extracción de la enzima con PEG se producen dos fases. La inferior, rica en 

dextrana (asociada a la dextransacarasa), se separó por centrifugación (7,000 X g, 20 min, 

4°C). La pastilla obtenida se lavó y resuspendió en un volumen no mayor a 2 mL de buffer 

de acetatos 20 mM pH 5.4. La preparación enzimática se conservó a -20°C. 

Medición de la actividad dextransacarasa. 

La actividad glucosiltransferasa de la preparación enzimática concentrada con PEG corno se 

describió previamente, se determinó en todos los casos por triplicado, midiendo los azúcares 

reductores liberados durante la reacción enzimática en presencia de sacarosa a 30°C en buffer 

de acetatos pH 5.4. Los azúcares reductores se determinaron por el método del ácido 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) reportado por Surnner y Howell (1935). Para las preparaciones 

enzimáticas concentradas obtenidas a partir de sacarosa, se utilizó una alícuota de 50 ¡.tL, 

mientras que para las preparaciones enzimáticas obtenidas a partir de las fuentes alternas a 

sacarosa, se utilizó una alícuota de 200 a 400 ¡.tL dependiendo de la actividad presente. En 

todos los casos, el volumen total de la reacción fue de 800 flL. 

Una unidad de actividad dextransacarasa se define corno la cantidad de enzima que libera 

una ¡.tmol de fructosa por minuto a pH 5.4 Y a 30°C, en una solución con 100 giL de sacarosa, 

0.05 giL de CaCh y 1 giL de NaN3. La actividad específica se reportó corno unidades por 

gramo de proteína total del cultivo. Para determinar la concentración de la proteína total se 

precipitó un volumen de cultivo con un volumen de ácido tricloroacético al 10% (w Iv). 

Después de mantener en congelación un mínimo de 3 h, se separó la pastilla por 

centrifugación (10,000 X g, 10 min, 4°C) y se resuspendió en un volumen de NaOH 0.1 N. La 

cuantificación de la proteína soluble se llevó a cabo por el método de Lowry (1951), 

utilizando albúmina sérica bovina corno estándar. 

Electroforesis de proteínas y detección de actividad glucosiltransferasa i/1 sittl. 

Con el fin de detectar directamente la actividad glucosiltransferasa extracelular en el gel de 

electroforesis, 6 mL de cultivo con D-glucosa y D-fructosa respectivamente (una vez 

separadas las células y tras ajustar el pH a 5.2) se concentraron aproximadamente 40 veces. 
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Se utilizó el sistema de centrifugación - ultrafiltración Centricon 30 (Amicon). Se depositaron 

en el gel 20 ¡.¡L de cada una de estas muestras concentradas. 9 ¡.¡L del sobrenadante de las 

fermentaciones con sacarosa se depositaron en el gel sin ningún tratamiento previo para su 

análisis. Las muestras de sobrenadan tes se aplicaron en paralelo en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida al 7% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Después de llevar a cabo la 

electroforesis a un voltaje constante de 100 V, el gel se cortó por el eje de simetría y una mitad 

se tiñó con azul de Coomassie R-250. Para estimar el peso molecular de las bandas proteicas, 

se utilizaron estándares de alto rango de peso molecular para SDS-PAGE (Bio-Rad 

Laboratories). La otra mitad del gel se lavó dos veces (20 min, en baño de hielo) con una 

solución de tritón 100X al 0.1 % (w I v) en buffer de acetatos 20 mM, pH 5.4, con 0.05 gl L de 

CaCho Posteriormente, se incubó a temperatura ambiente en una solución con la misma 

composición que la anterior, pero en presencia de 100 giL de sacarOsa y 1 giL de NaN3• Para 

la detección de actividad levansacarasa se siguió el mismo procedimiento, utilizando rafinosa 

a una concentración de 100 giL como sustrato en lugar de sacarosa. 

Síntesis de oligosacáridos y dextrana. 

Las reacciones de aceptar para la sintesis de oligosacáridos se llevaron a cabo a 30°C, en una 

solución con 100 giL de sacarosa, 33.3 giL de maltosa, 0.05 giL de CaCho 1 giL de NaN3 y 

0.25 UlmL de dextransacarasa en buffer de acetatos 20 mM, pH 5.4, en un volumen final de 2 

mL. Después de 17 h, la reacción se detuvo por calentamiento a 75°C por 5 minutos. 

La mezcla de reacción para la sintesis de dextrana fue la misma, pero en ausencia de maltosa. 

El tiempo de reacción fue el necesario para tener una conversión del 100%. 

Análisis de oligosacáridos. 

Una vez inactiva da la enzima, los 2 mL de muestra se filtraron a través de una membrana 

Millipore de 0.45 ¡.¡m y se diluyeron 10 veces en agua bidestilada. Se utilizaron 10 ¡.¡L de 

muestra para el análisis de oligosacáridos, el que se realizó en un cromatógrafo Waters­

Millipore con detector de indice de refracción, utilizando una columna ¡.¡BONDA-PAK C18 
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Waters-Millipore. Como eluyente se utilizó agua bidestilada y des ionizada a un flujo de 

0.5 mL/min. 

Análisis de dextrana. 

El polímero se sintetizó en un volumen de 6 mL y se precipitó con dos volúmenes de etanol 

absoluto, la pastilla se recuperó por centrifugación y se lavó con etanol al 75% antes de ser 

resuspendida en agua des ionizada. El polisacárido resuspendido se liofilizó para ser 

analizado por el método previamente reportado de resonancia magnética nuclear de I3C 

(Dols el al, 1997a). Los desplazamientos químicos fueron asignados a cada carbono de 

acuerdo al reporte de Seymourel al (1976). 

RESULT ADOS y DISCUSIÓN 

Cinética de fermentación de Leucollostoc lIlesellteroides NRRL B-512F en sacarosa. 

El perfil del desarrollo de una fermentación con sacarosa bajo las condiciones habituales de 

producción de dextransacarasa (29°C y 117 mM de sacarosa) se muestra en la Figura 7. 

Con respecto al perfil de azúcares presentes en el cultivo, se puede observar que durante las 

primeras cuatro horas existe liberación de fructosa al medio. Al consumirse la sacarosa, la 

fructosa empieza a ser utilizada por el microorganismo. Por otra parte, existen reportes de la 

presencia de actividad invertasa en esta cepa de L. mesellleroides (Robyt & Walseth, 1979), 

pero debido a que no se pudo detectar glucosa en el sobrenadan te se infiere que la actividad 

invertasa, en caso de estar presente, es muy baja. 

Se observa que la producción de dextransacarasa está asociada al crecimiento y se obtiene un 

máximo de actividad al final de la fase exponencial (1.8 U/mL). Es notoria la caída de 

actividad después de este punto, la cual se puede explicar por el descenso de pH a valores 

menores de 5, ya que el rango de actividad de esta enzima es entre 6.2 y 4.8. A valores de pH 

menores se presenta un fenómeno de inactivación irreversible (Miller el al, 1986). 
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Figura 7. Perfil de la fermentación de L. mesellteroides NRRL B-512F en las condiciones 
estándar de producción de dextransacarasa . 

... Sacarosa, T fructosa, * pH, O actividad dextransacarasa, o densidad óptica. 

Cinética de crecimiento en fuentes alternas a la sacarosa. 

Se estudió el comportamiento del microorganismo cultivado en diferentes azúcares. Se 

eligieron como fuentes de carbono alternas a la sacarosa a la glucosa y la fructosa, por ser sus 

productos de hidrólisis y, además, porque tienen en común algunas reacciones de la ruta de 

fosfocetolasa (Figura 3, Introducción). Las diferencias encontradas en lo que respecta al 

crecimiento y a la producción de dextransacarasa podrían aportar información sobre el 

metabolismo de carbohidratos y sobre los probables mecanismos de regulación de la síntesis 

de la dextransacarasa. La xii osa se incorpora a la vía de fosfocetolasa en un punto que tienen 
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en común las vías catabólicas de los otros tres azúcares, por lo que el comportamiento de L. 

lIlesenteroides cultivado en este carbohidrato es de interés. 

En la Figura 8 se muestran los perfiles de crecimiento a 25°C en cada uno de los carbohidratos 

mencionados anteriormente. Se eligió esta temperatura para evitar una posible pérdida de 

actividad dextransacarasa por desnaturalización térmica. La concentración de fuente de 

carbono fue de 117 mM en todos los casos. 
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Figura 8. Curvas de crecimiento de L. mesenteroides en diferentes fuentes de carbono 
• Sacarosa, Á fructosa+glucosa, - glucosa, _ fructosa, T xilosa. 

De acuerdo a las curvas de crecimiento, se calcularon las siguientes velocidades específicas de 

crecimiento (fl): 0.64, 0.50, 0.49, 0.32 Y 0.29 h'¡ para sacarosa, la mezcla equimolar de fructosa y 

glucosa, O-glucosa, O-xilosa y O-fructosa, respectivamente. A partir de la fl con sacarosa, se 

calculó un tiempo promedio de generación de 1 h. 
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Garvie (1986) reporta que varias especies de Lellconostoc prefieren utilizar como fuente de 

carbono fructosa en lugar de glucosa, pero no es el caso de la cepa NRRL B-512F. En la 

fermentación con la mezcla de glucosa y fructosa, como se muestra en la Figura 9, a pesar de 

que ambos carbohidratos se consumen simultáneamente, existe un consumo preferencial de 

glucosa y no se aprecia crecimiento diáuxico. Esto concuerda con lo observado en la cepa 

NRRL B-1299 de L. lI1esenteroides (Dols, et al, 1997b). 
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Figura 9. Perfil de consumo de azúcares por L. mesenteroides en un medio con una mezcla 
eqimolar de glucosa y fructosa. T Fructosa, - glucosa, _ densidad óptica. 

Así mismo en ambas cepas se observa que la fl en sacarosa es aproximadamente el doble que 

la obtenida en fructosa. Esto podría explicarse debido a que se obtienen más moléculas de 

A TP cuando la fuente de carbono es sacarosa o glucosa, debido a que cuando se utiliza 

fructosa una parte de ésta se utiliza en la síntesis de manitol (ver Figura 3). Adicionalmente, 
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como la sacarosa fosforilasa no utiliza A TP, sino Pi, esto representa una ganancia de energía 

para la célula que crece en sacarosa. 

Determinación de actividad dextransacarasa en las diversas fuentes de carbono. 

Se determinó la actividad dextransacarasa en los sobrenadan tes concentrados de las 

fermentaciones descritas anteriormente. Se detuvo la fermentación al llegar a la fase 

exponencial tardía, para evitar la desnaturalización por efecto del pH o por algún efecto 

proteolítico. Como se muestra en la Tabla 3, se encontró actividad dextransacarasa en todos 

los sobrenadantes analizados. En todos los casos los resultados fueron reproducibles ya que 

presentaron un coeficiente de variación menor aI5%. 

Tabla 3. Producción de actividad dextransacarasa por L. mesellteroides B-512F 
en medios de cultivo con fuentes de carbono diversas. 

Fuente de carbono pH final Actividad Factor de 
(117 mM) dextransacarasa inducción 

(U I mg proteína) 

D-xilosa 6.7 0.005 1 

D-glucosa 5.9 0.039 8 

D-fructosa 5.9 0.050 10 

D-glucosa + D-fructosa 5.5 0.104 21 

Sacarosa 6.0 2.390 478 

Es importante señalar que utilizando el método de concentración con PEG, se obtienen 

preparaciones libres de azúcares reductores; así fue posible detectar por el método de DNS 

actividades tan pequeñas como la obtenida con xilosa. Ésta podría ser considerada como la 

expresión basal de la dextransacarasa, mientras que el nivel obtenido con sacarosa es 

resultado de un fenómeno de inducción. Sin embargo, al considerar las diferencias en el 

metabolismo de cada carbohidrato, es interesante que con glucosa o fructosa también se haya 

obtenido un leve efecto de inducción. Es importante hacer notar que la producción de 
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dextransacarasa con otras fuentes de carbono diferentes a la sacarosa no se había reportado 

Con anterioridad en esta cepa. 

En Leuconostoc, la xilosa se incorpora a las rutas metabólicas centrales de catabolismo de 

carbohidratos, al nivel de la xilulosa-5-P (ver Figura 3). De acuerdo a esto, se puede suponer 

que las diferencias en los niveles de inducción de la dextransacarasa se deben a la presencia o 

diferencias en concentración de algún compuesto involucrado en los pasos iniciales del 

metabolismo de los otros azúcares. Es probable que la diferencia en el metabolismo de 

sacarosa, respecto al de glucosa y fructosa sea a nivel del transporte hacia dentro de la célula, 

O en el paso de fosforilación de la hexosa que se incorpora a la ruta de fosfocetolasa. Otro 

aspecto que llama la atención es la diferencia en el nivel de inducción entre la sacarosa y la 

mezcla de glucosa y fructosa. En el siguiente capítulo se abordarán otros aspectos sobre el 

efecto inductor de la sacarosa en la producción de dextransacarasa. 

Caracterización electroforética de las proteínas obtenidas en fuentes de carbono alternas a 

la sacarosa. 

Con el objeto de conocer el tamaño de las proteínas presentes en las preparaciones 

enzimáticas descritas anteriormente y para distinguir aquéllas capaces de sintetizar polímero 

en presencia de sacarosa, se llevó a cabo un análisis electroforético y un ensayo de actividad 

in situ. En la Figura 10 (panel B) se presenta el resultado de este análisis para las proteínas 

extracelulares de fermentaciones con fructosa y glucosa. En el panel A se muestra la tinción 

con azul de Coomasie de un sobrenadante con sacarosa, como referencia. 

En la tinción con azul de Coomasie, carril 1, se pueden observar dos bandas de alto peso 

molecular, una intensa de 170 KDa y una más tenue de 160 KDa; adicionalmente se aprecian 

dos bandas tenues, de 116 y 97 KDa respectivamente. Este mismo patrón se presentó en los 

sobrenadantes de los cultivos con glucosa y fructosa, sin embargo, como las bandas eran 

demasiado tenues, no se muestran aquí. En el ensayo de actividad in situ (carriles 2, 3 Y 4), se 

pueden observar claramente dos bandas que sintetizan polímero a partir de sacarosa: una de 

170 y otra de 116 KDa. Adicionalmente, en el carril 4 se puede observar una banda de 160 

KDa más tenue que las anteriores, y en los carriles 2 y 3 existe una ligera banda de 97 KDa. 
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Es importante hacer notar que las bandas de 170 y 116 KDa se observaron después de incubar 

por 24 h, mientras que las demás se hicieron evidentes después de varios días de incubación 

con sacarosa. 

La dextransacarasa de L. mesenleroides NRRL B-512F tendría un peso molecular de 170 KDa, 

de acuerdo a la secuencia del gen dsr-S (Wilkie-Douglas, 1989); sin embargo, también se ha 

reportado la presencia de dextransacarasas con un peso de 158 KDa en esta cepa (Miller el al, 

1986; Funane el al, 1995). Por lo anterior, se puede concluir que las bandas de 170 y 160 KDa 

son dextransacarasas. 

KDa 
MW 

200_ 

116~ 

97_ 

1 

66.. A 

2 3 4 

Figura 10. Análisis electroforético y detección de actividad in situ de sobrenadantes 
obtenidos con diversas fuentes de carbono. (A) Gel teñido con azul de Coomasie: 
marcadores de peso molecular y sobrenadante de cultivo con sacarosa, carriles MW 
y 1. (B) Producción de polímero in silu a partir de sacarosa: sobrenadantes de 
cultivo con fructosa, glucosa y sacarosa, carriles 2, 3 Y 4 respectivamente. 

Las proteinas de 116 y 97KDa corresponden a levansacarasas. Esto se comprobó al realizar 

otro ensayo de actividad in situ utilizando como sustrato rafinosa (sustrato específico para la 

levansacarasa), en lugar de sacarosa. En el ensayo con rafinosa, se observó que sólo las 

bandas mencionadas eran capaces de sintetizar un polímero (levana). Los resultados 

obtenidos confirman lo reportado por Miller et al (1986), sobre la presencia de levansacarasas, 

de 92,000 y 116,000 KDa, en esta cepa. El hecho de que se necesitara un tiempo de incubación 
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largo para evidenciar esta actividad, se puede explicar considerando que estas enzimas 

estuvieran presentes en muy bajas concentraciones. 

Caracterización de los productos de reacción de las dextransacarasas obtenidas en las 

diferentes fuentes de carbono. 

Una característica importante de las dextransacarasas es la especificidad en la síntesis de 

enlaces glucosídicos entre las unidades de O-glucosa. Como ya se ha mencionado, esta cepa 

se caracteriza por sintetizar una dextrana linear con enlaces a-(1 ~6) en la cadena principal y 

con una pequei'ia proporción de enlaces a-(1 ~3) en las ramificaciones. 

Por otra parte, en la síntesis de oligosacáridos la dextransacarasa B-S12F transfiere una 

molécula de O-glucosa a la maltosa con enlace a-(l ~6), produciendo un trisacárido (panosa 

o OP3) que, a su vez, es una molécula aceptara de otra glucosa, sintetizando un tetrasacárido 

(OP4) con el mismo tipo de enlace. Oe esta manera se sintetiza una serie de oligosacáridos 

con enlaces a-(1~6), donde cada oligosacárido es el producto de transferencia de una unidad 

glucosilo sobre un oligosacárido de grado de polimerización inferior, presentando un residuo 

maltosilo en el extremo reductor. 

Las enzimas producidas en las diferentes fuentes de carbono presentan un peso molecular 

semejante, pero esto no significa que sinteticen el mismo tipo de dextrana y de oligosacáridos. 

Analizando la estructura de los productos de reacción se puede comprobar si tienen las 

mismas características. En las Figuras 11 y 12 se presentan los resultados de los análisis de 

RMN de 13C y de HPLC, respectivamente para la dextrana y los oligosacáridos producidos 

con las preparaciones enzimáticas ya descritas. 

El espectro de RMN de 13e, muestra que la estructura del polímero sintetizado con las 

enzimas obtenidas en fructosa y glucosa es muy similar al producido con la enzima obtenida 

en sacarosa, que fue utilizada como referencia. Los desplazamientos químicos (ppm) que se 

observan son los característicos de una dextrana linear con enlaces a-(l ~6): 99.9 al carbono 1 

(C-l), 75.6 al C-3, 73.6 al C-2, 72.4 al C-S, 71.9 al C-4 y 68.2 al C-6. Los carbonos 1 y 6 están 

desplazados de su posición normal (105 y 60 ppm, respectivamente), ya que están formando 
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el enlace glucosídico. Es interesante que no se haya detectado la producción de levana en 

este análisis. Como se había mencionado anteriormente, es muy probable que la actividad 

levansacarasa sea muy baja a comparación de la dextransacarasa, que bajo estas condiciones, 

utiliza al sustrato con más rapidez. 
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Figura 11. Análisis de RMN-13C de dextrana producida con dextransacarasa obtenida en 
medios con fructosa (A), glucosa (B) y sacarosa (C). 

Respecto a las reacciones de aceptar, también se observa que con las tres preparaciones 

enzimáticas se obtiene el mismo tipo de oligosacáridos, productos de la trasferencia de 

glucosas con enlaces a-(l ~6) a la maltosa, ffilsmos que ya han sido reportados para la 

enzima de la cepa B-512F (Paul el al, 1986). 
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Figura 12. Análisis de HPLC de oligosacáridos producidos con dextransacarasa obtenida 
en medios con fructosa (A), glucosa (B) y sacarosa (C). 

RESUMEN DE RESULTADOS y CONCLUSIONES 

Se produjo actividad dextransacarasa en los medios de cultivo con fructosa, glucosa, sacarosa 

y xilosa, con diferentes niveles de inducción. La mayor producción se dio en presencia de 

sacarosa, mientras que la actividad obtenida en el cultivo con xilosa se considera el nivel 

basal de producción de actividad dextransacarasa. 

Los geles de proteina demuestran que L mesellteroides NRRL B-512F produce dos 

dextransacarasas con especificidad similar. Éstas tienen pesos moleculares de 170 y 160 KDa. 
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Adicionalmente, en esta cepa se determinó la presencia de levansacarasas, con pesos de 116 y 

97 KDa. 

Las dos dextransacarasas que se observan en los geles de poliacrilamida podrían provenir de 

la expresión de genes diferentes. Como hasta ahora no se tienen resultados concluyentes 

sobre el número de genes para dextransacarasas en esta cepa, más adelante se volverá a 

abordar el tema con otro enfoque de genética molecular. 
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ESTUDIO SOBRE LA INDUCCIÓN DE LA 

ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA EN 

Leuconosfoc mesenferoides NRRL B-512F 

4 

Desde los primeros estudios sobre las dextransacarasas de /.el/conos/oc, se ha considerado que 

la sacarosa se debe utilizar como fuente de carbono y como inductor en la producción de 

enzima. No obstante, en este trabajo se demostró que existe un nivel bajo de producción de 

dextransacarasa utilizando otros azúcares en el medio de cultivo, como en el caso de la 

fructosa y la glucosa (Capítulo 3). De acuerdo a estos resultados surge la inquietud de 

abordar el modelo de estudio desde esta perspectiva, con la finalidad de aportar información 

sobre el papel de la sacarosa en la expresión de la dextransacarasa de L. l1lesenteroides NRRL 

B-512F. 

OBJETIVOS 

• Estudiar el efecto de la sacarosa como inductor de la actividad dextransacarasa sobre 

células de L. l1lesen/eroides NRRL B-512F. 

• Determinar el nivel mínimo de sacarosa que induce la actividad dextransacarasa en este 

microorganismo. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Condiciones de cultivo. 

Las fermentaciones se llevaron a cabo a nivel matraz, Erlen-Meyer de 250 mL, en incubadoras 

con agitación orbital a 200 rpm, en un volumen de 100 mL y se incubaron a 25°C. Se empleó 

la misma composición del medio de cultivo que en el Capitulo 2, con diversos azúcares como 

fuente de carbono en una concentración de 50 mM. Como inóculos se utilizaron células de la 

tercera resiembra en cada fuente de carbono (conservadas en glicerol al 15% (v/v) a -20°C) 

con una concentración de 1.95 X 109 UFC/mL. 

En una primera serie de experimentos se realizaron cultivos en las siguientes fuentes de 

carbono: (a) D-fructosa, (b) D-glucosa y (c) D-xilosa. El crecimiento se determinó midiendo la 

densidad óptica a 600 nm. Al llegar a la mitad de la fase exponencial, las células provenientes 

de 100 mL de cultivo se lavaron dos veces con 50 mL de medio de producción de 

dextransacarasas (ver Tabla 2) diluido al 50%. Posteriormente, las células se transfirieron a 50 

mL de medio de producción de dextransacarasas (sin diluir), que contenía una concentración 

de sacarosa de 117 mM. Después de incubar a 25°C por tres horas, se detuvo la fermentación, 

se ajustó el pH a 5.2 y se separaron las células del sobrenadante por centrifugación de 

acuerdo a lo descrito en el capítulo anterior. Una vez incubado el sobrenadan te 12 h con 

dextrana T70 (5 g/ L), se concentró la actividad dextransacarasa extracelular por extracción 

con PEG 1500 Y se cuantificó la actividad de las preparaciones enzimáticas siguiendo la 

metodología descrita en el Capítulo 3. 

En otra serie de experimentos se realizaron varios cultivos del microorganismo utilizando 

corno fuente de carbono D-fructosa 50 mM, hasta la mitad de la fase exponencial. En ese 

momento se agregaron volúmenes variables de una solución de sacarosa 1.8 M para alcanzar 

concentraciones finales de sacarosa en cada medio de 1, 10, 50 Y 102 mM. Después de tres 

horas de incubación a 25°C se detuvo la fermentación, se ajustó el pH a 5.2 y se separaron las 

células del sobrenadan te. La dextransacarasa extracelular se concentró por extracción con 
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PEG 1500 Y se cuantificó la actividad de las preparaciones enzimáticas de acuerdo a lo 

descrito anteriormente. 

Concentración y determinación de la actividad dextransacarasa. 

Se siguió el mismo procedimiento descrito en el Capítulo 3: la concentración se llevó a cabo 

por precipitación con PEG 1500 al 50%. La pastilla obtenida, se lavó y resuspendió en un 

volumen no mayor a 3 mL de buffer de acetatos 20 mM pH 5.4. La preparación enzimática se 

conservó a -20°e. La actividad glucosiltransferasa se determinó en todos los casos por 

triplicado, midiendo los azúcares reductores liberados durante la reacción enzimática en 

presencia de sacarosa a 30uC en buffer de acetatos pH 5.4. Los azúcares reductores se 

determinaron por el método de DNS. 

Determinación de la osmolaridad de soluciones de azúcares. 

La osmolaridad de las diferentes soluciones de azúcares se determinó con el osmómetro 

Osmette, modelo 2007, Precision Systems, lnc. El volumen utilizado para la determinación 

fue de 2 mL. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Efecto de la sacarosa como inductor de actividad dextransacarasa sobre células 

previamente cultivadas en diversas fuentes de carbono. 

Con el fin de poder detectar el efecto del inductor se llevaron a cabo fermentaciones en 

fuentes de carbono alternas a la sacarosa en condiciones de baja producción de 

dextransacarasa, esto es, con una concentración baja de fuente de carbono (50 mM). Se 

eligieron como fuentes de carbono xilosa, fructosa y glucosa. La primera, por que la 

actividad obtenida con esta fuente de carbono se considera el nivel basal. Los otros dos 

azúcares se escogieron debido a que con ellos se había observado un nivel bajo de inducción. 

En algún otro estudio (DaIs, 1997b) se había considerado que la fructosa ejercía algún tipo de 

represión, por lo que los resultados que se obtuvieran con este azúcar en específico serían de 

interés. 
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Una vez alcanzada la fase de crecimiento exponencial, donde la actividad metabólica está al 

máximo, las células de cada cultivo se transfirieron al medio de producción de 

dextransacarasas (con sacarosa 117 mM). Tomando como modelo la expresión del operón de 

lactosa en presencia de su inductor en Esclrerichia coli, se esperaba tener la respuesta de 

inducción inmediata (Lewin, 1997), pero no fue así. Se hicieron muestreos cada hora, y no fue 

sino hasta la tercera hora en que se pudo determinar la aparición de actividad 

dextransacarasa. En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos, comparando con la 

actividad presente en los cultivos en cada fuente de carbono antes de ponerlos en contacto 

con la sacarosa. 

Tabla 4. Producción de dextransacarasa por L. mesellteroides NRRL B-512F 
con células cultivadas en varias fuentes de carbono, 

después de inducir con sacarosa. 

Fuente de carbono 
Actividad dextransacarasa 

(50 mM) (U / mg proteína) 

Antes de Después de 
adicionar sacarosa adicionar sacarosa" 

D-fructosa O 0.025 

O-glucosa 0.011 0.207 

D-xilosa O 0.569 

Sacarosa N.DI 2.392 

" Actividad después de 3 h de cultivo. 'N.O. No determinado. 

Es notorio que en ninguno de los casos se llegó a tener un nivel de expresión similar al que 

presentaron las células que siempre se habían cultivado en sacarosa, Adicionalmente, 

también llama la atención que se necesitó que las células permanecieran tres horas en 
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presencia de sacarosa para que se generara suficiente actividad dextransacarasa, que pudiera 

ser detectada. Pareciera necesaria la acumulación de algún compuesto que fuera el que 

indujera o potenciara la expresión del gen. 

Determinación de la concentración mínima de sacarosa necesaria para inducir la actividad 

dextransacarasa. 

Con el fin de determinar el nivel mínimo de sacarosa requerido para inducir la producción de 

dextransacarasa, se agregaron diversas cantidades de ésta directamente sobre cultivos en fase 

lag de fructosa. Se eligió este azúcar como fuente de carbono, considerando que, de acuerdo 

a los experimentos anteriores, es donde existe una menor producción de actividad 

dextransacarasa al ponerse en contacto con la sacarosa. Se podría pensar que la fructosa o 

algún compuesto de su metabolismo tuviera el efecto represor antes mencionado. 

Adicionalmente, se determinó la actividad dextransacarasa producida en varias 

concentraciones de fructosa, como referencia. En la Tabla 5 se presentan los resultados 

obtenidos. 

Se observó que la sacarosa presentó un comportamiento muy diferente con respecto a un 

inductor típico, ya que fue necesaria una concentración muy alta para inducir la expresión. 

Las concentraciones usuales de un inductor están en el orden de un 0.1 %, mientras que en 

este caso se necesitó casi un 2% (wfv). Aunado a ello, se requirió de un tiempo elevado de 

exposición a la molécula inductora, lo cual tampoco es usual. 

El posible efecto represor de la fructosa, reportado por Dais el ni (1997b) para la cepa NRRL 

B-1299, Se descarta desde el momento en que se induce la producción de dextransacarasa con 

concentraciones mayores de 100 mM de fructosa. Más adelante se aportarán elementos a 

nivel molecular que también contradicen el posible efecto represor de la fructosa. 

44 



CAPÍTULO 4 

ESTUDIO SOBRE LA INDUCCIÓN DE LA ACTIVIDAD 
DEXTRANSACARASA EN Leucol/Ostoc lIIesellteroides NRRL B-512F 

Tabla 5. Producción de dextransacarasa por L. mesellteroides NRRL B-512F 
en medios con fructosa después de la adición de sacarosa. 

Concentración (mM) Actividad dextransacarasa 

Fructosa Sacarosa (U I mg proteína) 

200 - 0.054 

117 - 0.050 

50 - O 

50 1 0.005" 

50 10 0.013 ' 

50 50 0.105' 

50 102 1.930 ' 
. . 

, Actividad determmada despues de 3 h de contacto con la sacarosa . 

Estos resultados sugieren que el fenómeno que se presenta no es la inducción de la actividad 

dextransacarasa, ya que existe producción de enzima con otras fuentes de carbono, aunque 

sea en una menor cantidad. Sin embargo, la presencia de la sacarosa, o de algún compuesto 

de las primeras reacciones de su metabolismo, pareciera activar la expresión del gen, o podría 

activar a algún regulador positivo. Un hecho que soportaría esta hipótesis es que cuando la 

célula se ha cultivado en otra fuente de carbono necesita que pase un tiempo largo para que 

se sintetice un nivel adecuado de tal activador, que dispare la expresión del gen. 

Otra explicación consideraría que un metabolito en común en el catabolismo de la sacarosa, 

glucosa y fructosa fuera el elemento que activara al regulador positivo. La diferencia en los 

niveles de expresión, se podría deber a que la velocidad de transporte de la sacarosa hacia. 

dentro de la célula sea mucho mayor que la de los otros carbohidratos, por lo que se 

generaría mayor concentración de tal meta bolito en presencia de sacarosa. Esta hipótesis 
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habría que probarla utilizando células premeabilizadas para la producción de la 

dextransacarasa en las tres fuentes de carbono. 

Otra posibilidad sería que el fenómeno de aumento drástico de actividad dextransacarasa se 

deba a un efecto osmótico causado por la alta concentración de sacarosa que se necesita para 

que se dispare la expresión del gen. Explorando esta posibilidad, se determinó la 

osmolaridad en soluciones con una concentración de 117 mM de cada uno de los 

carbohidratos utilizados como fuente de carbono. En todos los casos se determinó un valor 

de 110 ± 6 mOsm¡kg de agua. Por otra parte, en el experimento donde se cultiva al 

microorganismo en 50 mM de fructosa con la posterior adición de 50 mM de sacarosa (Tabla 

5), se genera un aumento de osmolaridad de 36 a 93 mOsm¡kg de agua, y no se aprecia una 

respuesta en la producción de enzima que alcance el nivel de la obtenida con 117 mM de 

sacarosa (2.39 U¡mg de proteína, Tabla 3, Capítulo 3). Estos resultados, al ser relacionados 

con los reportados en la Tabla 3, sugieren que la expresión de la dextransacarasa es 

independiente de la osmolaridad del medio, fenómeno que habría que comprobar con otras 

aproximaciones experimentales. 

RESUMEN DE RESULTADOS y CONCLUSIONES 

La sacarosa no presenta el comportamiento de un inductor típico, ya que se requirió de un 

tiempo de contacto con las células de tres horas y de una concenh'ación mínima de 50mM de 

sacarosa para inducir actividad dextransacarasa. En ningún caso se obtuvo la misma 

actividad dextransacarasa que la presente en células que siempre se habían mantenido en 

presencia de sacarosa. 

Estos resultados aportan evidencias para suponer que la sacarosa per se no es un inductor de 

la actividad dextransacarasa, sino un elemento activador, y sugieren que la osmolaridad del 

medio de cultivo no tiene efecto sobre la producción de esta enzima en L.l1lesmtcroidcs NRRL 

B-512F. 
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LA EXPRESIÓN DEL GEN dsr-S 

DE Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F 

En los últimos años se han hecho grandes avances en el conocimiento de las secuencias de los 

genes estructurales de las dextransacarasas, así como en el estudio de la relación estructura­

función de estas proteínas. No obstante, todavía quedan varias preguntas por contestar en lo 

que respecta al estudio de la expresión de los genes que las codifican. 

Concretamente, en las bacterias del género Leuconosloc es muy limitada la información sobre 

regiones promotoras o de regulación. Sólo se han determinado experimentalmente los 

promotores de los genes /Ilae y c/yR, involucrados en el metabolismo de citratos en L. 

lIIesenleroides subsp. crellloris (Bekal-Si el al, 1999). 

En el Capítulo 4 de este trabajo se analizaron algunos aspectos del papel de la sacarosa en el 

mecanismo de inducción de la dextransacarasa en L. l11eswteroides NRRL B-512F, sin embargo 

no se pueden obtener conclusiones definitivas con estos resultados. Tal situación despertó el 

interés de llevar a cabo una serie de experimentos orientados al estudio de la expresión de 

gen dsr-S desde una óptica molecular, que abordara el análisis del mensajero producido bajo 

diferentes condiciones de cultivo. Así como la identificación y el análisis de la región 

promotora del gen dsr-S. 
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OBJETIVOS 

• Identificar el nivel al que se regula el gen de la dextransacarasa: 

--> Inicio de la transcripción 
--> postraduccional 

• Determinar el tamaño del mensajero. 

• Identificar el sitio de inicio de la transcripción y región promotora 

• Identificar posibles regiones reguladoras. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Condiciones de cultivo. 

L. mesellteroides B-512F se cultivó en medios con la composición ya descrita, con las siguientes 

fuentes de carbono en una concentración de 117mM: sacarosa, D-fructosa, O-glucosa y 

D-xilosa. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 29°C, en matraces Erlen-Meyer de 250 mL, 

con agitación orbital (200 rpm). Se determinó la curva de crecimiento en cada caso por 

densidad óptica a 600 nm. Ésta se correlacionó con el número de microorganismos por 

medio de curvas de calibración. Las unidades formadoras de colonias se determinaron por 

cuenta en placa después de incubar, 24 h a 29°C, en medio para cuenta de mesófilos en placa. 

Extracción de RN A total. 

La extracción de RNA total de células cultivadas en sacarosa, se hizo a la hora de iniciada la 

fermentación, a las 3.5 horas (fase exponencial) y a las 6 horas de fermentación (fase 

estacionaria). En el caso de los cultivos en glucosa, fructosa o xilosa, se extrajo RNA total sólo 

de células en fase exponencial de crecimiento. 

El RNA se extrajo a partir de 1 X 108 células. Éstas fueron sometidas a un tratamiento con 

lisozima, para aplicar posteriormente el método de tiocianato de guanidio (Chomczynski et 

al, 1987). Al RNA obtenido se le eliminó el DNA contaminante con DNAsaI (Amplification 
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Grade, Gibco BRL) antes de ser utilizado para el análisis de hibridación. El procedimiento 

seguido se reporta en el Anexo C. 

Diseño de sonda y condiciones para la hibridación tipo Northern. 

El plásmido pBF7, que se encuentra en una cepa de E. coli OH1, fue construido por Monchois 

el al (1997) y tiene clonado el gen dsr-S, Figura 13. La región de 1.1 kb comprendida entre los 

sitios de restricción SalI y NdeI, contiene el dominio catalítico de la dextransacarasa, 

reportado previamente (Funane el a/, 1993; Mooser el al, 1991; Shimamura et al, 1994), por lo 

que tal fragmento se utilizó como sonda especifica para la dsr-S. Se marcó con "P utilizando 

el sistema Megaprime ONA labelling system (Amersham), siguiendo las recomendaciones 

del proveedor. 

Splr 17.~ 

Nflr f 1.:120 

PI'~ J 5.8R1 

Xlll/f 14.967 

pSI' , 

8.7% lb 

¡la", 1l/4.57l1 

,Vc" I Eco Rl(l.~70 

Sol 1 I.~".l 

1,126.pb 

H¡>4I/2.57fJ 

Ndld .:!.71-' 

Figura 13. Plásmido pBF7. El gen dsr-S está comprendido entre la base 270 y la base 4,842. 

Para el análisis de hibridación, 7 ¡.tg de RNA total de cada muestra se separaron por 

electroforesis en gel desnaturalizante de formaldehído-agarosa de acuerdo a la metodología 

descrita por Farrell (1993) y posteriormente se transfirieron a membrana. Se utilizó una 
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temperatura de hibridación de 57°C por 12 h. Posteriormente, la membrana se lavó dos veces 

a temperatura ambiente con SSC 2X + 0.1 % SOS Y dos veces con SSC lX + 0.1 % SOS. 

Determinación del sitio de inicio de transcripción. 

Se determinó el extremo 5' del mensajero obtenido de células cultivadas en sacarosa, glucosa 

y xilosa. Se utilizó el Sistema para Amplificación Rápida de Extremos 5' de cONA (5' -RACE, 

Gibco BRL). Este consiste en la síntesis de cONA a partir del mensajero que se quiere 

estudiar, seguido de la amplificación con PCR del extremo 3' del cONA, que corresponde al 

5' del mensajero. 

Para la síntesis del cONA se utilizó la Superscript 11 Reverse Transcriptase (Gibco BRL) y el 

oligonucleótido Oligo 2-1 descrito en el Capítulo 2, con una temperatura de hibridación de 

42°C. 

Para la amplificación del extremo 3' del cONA se necesitó un primer específico 

complementario a la región del N-terminal del gen que se va a estudiar. En este caso se 

escogió una región a 300 pb de distancia de la primera metionina del gen dsr-S, cuya 

secuencia es la siguiente: 

Oligo InvIl 

5' CGC-TTG-CAG-CTG-TTG-TTA-CAT-TGT-C 3' Tm=64.6°C 48% G+C 

La amplificación se llevó a cabo utilizando 2.5 U de Taq (Gibco BRL) y 1.5 mM MgCh. 

Después de calentar la mezcla de reacción 2 min a 94°C, se hicieron 30 ciclos de 94°C por 1 

min, 53°C por 1 min y 72°C por 1 min, terminando con un período de extensión a 72°C por 5 

mino 

Los productos de amplificación se purificaron, antes de secuenciar, con el High Pure PCR 

Product Purification kit (Boehringer Mannheim GmbH). 

Análisis de la curvatura del DNA. 

Para calcular el grado de curvatura de la región de promotor del gen dsr-S, se utilizó una 

versión modificada del algoritmo BENO (Goodsell & Dickerson, 1994; SatchweIl el al, 1986). 
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Con la metodología utilizada se pudo obtener RNA de muy alta calidad. Esto se puede 

verificar en la Figura 14, panel A, donde se observa una muy buena definición de las bandas 

de rRNA 23s de 2.9 kb, Y de rRNA 16s de 1.5 kb. Llamó la atención el hecho de que, 

partiendo del mismo número de células, se obtuvo un rendimiento de recuperación de RNA 

total aproximadamente cinco veces mayor para el caso de las células cultivadas en sacarosa 

(en cualquier fase de crecimiento) a comparación de las cultivadas en las otras fuentes de 

carbono. 

Análisis de hibridación. 

Para conocer el tamaño de mRNA del gen dsr-S y para evaluar los niveles en los que se 

produce en las diferentes fuentes de carbono, se hicieron extracciones de RNA total de células 

crecidas en (1) fructosa, (2) glucosa y (3 ) sacarosa. Adicionalmente, para saber el nivel de 

transcripción en las diferentes etapas de crecimiento del microorganismo cultivado en 

sacarosa, se extrajo RNA de células en fase exponencial (al inicio y en un punto intermedio) y 

en fase estacionaria. A las muestras de RNA mencionadas, se les hizo un análisis de 

hibridación con una sonda específica para el gen dsr-S. Los resultados se muestran en la 

Figura 14, panel B. 

Como se puede observar, el mensajero del gen dsr-S tiene un tamaiio aproximado de 4.8 kb, 

correspondiendo al tamaño del gen reportado por Wilke-Douglas el nI (1989). Esto indica que 

dicho gen se encuentra en un operón monocistrónico. Al no encontrarse bajo el mismo 

promotor se explican las diferencias en los niveles de producción de la dextransacarasa y la 

sacarosa fosforilasa observados por Dols el nI (1997b), durante el transcurso de la 

fermentación. 
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1 2 3 4 5 MW MW 5 4 3 2 1 

• 
• 

B 

Kb 

9.49 
7.46 
4.40 

2.37 

1.35 

Figura 14. Análisis de RNA extraído L. mesenteroides NRRL B-512F. Cultivado en fructosa 
(carriles 1), glucosa (carriles 2), sacarosa inicio fase log (carriles 3), sacarosa fase 
log (carriles 4) y fase estacionaria (carriles 5). MW Marcador de peso molecular 
de RNA (Gibco BRL). A. Electroforesis de RNA total. Gel agarosa-formaldehído. 
B. Autorradiografía de la transferencia Northern. 

Respecto a la transcripción del gen dsr-S en las células cultivadas en diversas fuentes de 

carbono, en la Figura 14, panel B sólo se puede observar señal de hibridación en los cultivos 

con sacarosa. Al dejar la película por un tiempo de exposición mucho más largo, se hacían 

evidentes señales tenues en los otros carriles, sin embargo las de los cultivos en sacarosa (fase 

log) eran sumamente intensas. De acuerdo a estos resultados, se vuelve a hacer patente la 

importancia de la presencia de sacarosa para disparar la síntesis de mensajero. Por otra 

parte, relacionando la concentración de mensajero y la actividad enzimática obtenida con las 

diferentes fuentes de carbono (Capítulo 3), se concluye que el control de la regulación del gen 

dsr-S se lleva a cabo a nivel del inicio de la transcripción. 

Sobre la expresión temporal del gen dsr-S en el cultivo en sacarosa, se observa que la mayor 

concentración de mensajero se produce durante la fase exponencial de crecimiento (a las 3.5 h 

de cultivo). Este resultado era predecible, tomando en cuenta que la dextransacarasa es una 

enzima asociada al crecimiento. Sín embargo, hay dos sucesos que llaman la atención. Uno 

es que en la fase estacionaria (a las 6 h de cultivo) el nivel del mensajero sea tan bajo como en 
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las células cultivadas en las fuentes alternas a la sacarosa. La baja concentración de 

mensajero, aunada al decremento de pH explica la caída drástica en la actividad enzimática 

descrita en el Capítulo 3 (ver Figura 7). Por otra parte, se puede deducir que el tiempo de 

vida media del mensajero es corto, como ya se ha reportado en otras bacterias (Janda & 

Kuramitsu, 1976). La disminución en el nivel de mensajero se produce cuando la 

concentración de sacarosa ha disminuido a menos de 20 mM, por consiguiente no se alcanza 

el nivel mínimo necesario para inducir la síntesis de más mensajero. 

El otro aspecto que llama la atención es que aún a la primera hora de fermentación en 

sacarosa, la cantidad de mensajero sea considerablemente mayor que la presente en células 

(fase lag) cultivadas en cualquier otra fuente de carbono. Hay que recordar que las células 

con que se inocularon las fermentaciones con fuentes de carbono diferentes a la sacarosa, 

provienen de la tercera resiembra en la respectiva fuente de carbono. Este resultado nos lleva 

a pensar que las células crecidas en sacarosa contienen una concentración alta de algún 

compuesto relacionado con el metabolismo de este azúcar, situación que no se presenta en las 

células cultivadas en otras fuentes de carbono y que este meta bolito pueda ser" el verdadero 

inductor o activador de la expresión del gen dsr-S. Quizá así se explicaría por qué es 

necesario el crecimiento de varias generaciones en sacarosa, a partir de células cultivadas en 

fuentes alternas, ya que se necesita que transcurra un tiempo para poder alcanzar una 

concentración de dicho metabolito y, entonces, poder inducir la expresión del gen dsr-S. 

Tomando como referencia las concentraciones de azúcares de la Figura 7 (Capítulo 3), se 

observa que la mayor concentración de mensajero se detecta cuando en el medio de cultivo se 

tiene 20 mM de fructosa y 55 mM de sacarosa, por lo que se comprueba que la fructosa no 

tiene un efecto represor, como se había sugerido por Dais et al (1997b). Estos resultados son 

consistentes con los reportaods en el Capítulo 4. 

Determinación del sitio de inicio de transcripción. 

Se determinó el inicio de transcripción del gen de la dextransacarasa con el fin de localizar la 

secuencia del promotor. Se analizaron mensajeros obtenidos de células cultivadas en fructosa 

o xilosa, además de en sacarosa, porque así se podría comprobar la presencia de mensajero y, 
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por consiguiente, el nivel al que se lleva a cabo la regulación. Además, se podrían comparar 

las secuencias obtenidas del extremo 5' del gen transcrito para verificar si se trata del mismo 

gen en todos los casos. Para tal efecto se utilizó el método de 5' -RACE, que es recomendado 

para el estudio de mensajeros que se encuentran en muy bajas concentraciones, como es el 

caso de los mensajeros sintetizados en medios en ausencia de sacarosa. En el Anexo E se 

muestran las secuencias de los productos de amplificación del extremo 3' del cONA 

sintetizado a partir de mensajeros obtenidos de células cultivadas en sacarosa ("S" /PU), 

fructosa ("F" /PU) y xilosa ("X" /PU): 

La secuenciación de los productos de PCR demuestra que en todos los casos se tienen las 

mismas bases nucleotídicas en el extremo 3' del cONA (a partir de la cadena de poli-C), por 

lo que se concluye que bajo las condiciones de cultivo se expresa un mismo gen que codifica 

para dextransacarasas, el dsr-S. Por consiguiente, la presencia de varias bandas de actividad 

enzimática in si tu (Figura 10, Capítulo 3) se puede deber a la acción de proteasas sobre la 

dextransacarasa OSR-S. Esta hipótesis es consistente con el trabajo de Sánchez-González el nI 

(1999), en el que se detecta una actividad proteolítica sobre la dextransacarasa que da como 

resultado la disminución en el peso molecular de la enzima obteniéndose varias 

dextransacarasas activas con diversos pesos moleculares, entre ellas las identificadas en este 

trabajo. 

En la Figura 15 se muestra el extremo 5' de gen dsr-S y el N-terminal de la dextransacarasa. 

En la región del -10 se encuentra la secuencia canónica para procariotes. Hacia arriba, a 12pb 

de distancia del -10, se observa una región que se parece mucho a la región conservada de 

-35. Sin embargo, el espacio entre estas dos regiones no corresponde a lo observado en los 

promotores de Esc1¡erichin coli o de Bacilllls sll/¡Iilis (Harley & Reynolds, 1987; Plaskon & 

Wartell, 1987; Priest & Sharp, 1989). A 17pb de la región -10 se encuentra la secuencia 

CTGTIT, que sólo tiene 2 bases idénticas a la región -35 canónica. 

En la Tabla 6 se presenta una comparación entre el promotor identificado, los únicos dos 

promotores de genes de LeucO//Osloc determinados experimentalmente (Bekal el al, 1999) y las 
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regiones consenso para procariotes. En el caso de los genes lIlae y clyR existe una separación 

de 17pb entre la región -10 y -35. 

1 . .. AATAATAATTAACATTGTTAACTTATCACTAGA~T::AA:.:..:.G:.T:.T::AA:.:..:.C::AA.:.::T:..:G:::T=T=,T:..:T:..:T:..:T:..:T::.A::T::.AAAAAAA===TTAATGTT 
------------~~ ~ 

71 

141 

211 

281 

351 

421 

491 

TATAATATTAATATAATTCTCTGATTGACTGTTTTTACAATGTTTTTTAAAAATATGTCGATTGTGTATT 

GAAATTTTTACTGTT'l'·'l''l'~ª.i>jAATAAATTAAGTTATAATTTTTCAAT¡:;TAATAGAAGAGAATATTAT~~ 
35 10 ~ mRNA 

GAGAAAATTTATGCCATTTACAGAAAAAGTAATGGGGAAAAAGCTTTATAAAGTTGGGAAAAGTTGGGTA 
§fu M P F T E K V M R K K L Y K V G K S W v 

GTTGGTGGGGTTTGTGCTTTTGCATTAACCGCCTCATTTGCTTTAGCAACACCAAGTGTTTTAGGAGACA 
V G G VeA F A L T A S F A L A T P S V L G D 

GTAGTGTACCTGATGTGAGTGCGAATAACGTTCAATCTGCTTCAGATAATACAACGGATACGCAGCAGAA 
SSVPDVSANNVQSASDNTTDTQQN 

CACTACGGTTACCGAAGAAAATGATAAAGTACAGTCTGCAGCTACTAATpACAATGTAACAACAGCTGCA 
T T V T E E N D K V Q S A A T N D N V T T A A 

AGC9ACACAACACAATCTGCTGATAATAATGTGACAGAAAAACAGTCAGATGATCATGCACTTGAT .. . 
S D T T Q S A D N N V T E K Q S D D H A L D .. . 

Figura 15. Secuencia del extremo 5' del gen dsr-S. SDS-posible sitio de unión a ribosoma. 
Las flechas opuestas indican un posible terminador. Otros palíndromes de 
encuentran subrayados. Los nuc!eótidos encerrados en una caja son 
complementarios al primer utilizado para la PCR. 

Tabla 6. Comparación de promotores en LellCOllostoc 
con el promotor consenso en procariotes. 

Microorganismo Gen Región -10 Región -35 

L. lIleselltervídes subsp. cremorís mue TAGAAT TTGACT 
._.-------_._-

clyR TACAAT TTGATA 

L. mesellteroides NRRLB-512F * dsr-S TATAAT CTGTTT 

Consenso en procariotes TATAAT TTGACA 

* Detenrunado en este trabaJo. 
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Estos resultados indican que el gen dsr-S se encuentra bajo un promotor atípico. Existen 

reportes de genes donde se describe que la transcripción no depende de una secuencia 

específica en la región -35, ya que la arquitectura de los complejos RN A polimerasa-promotor 

puede variar dependiendo de la presencia o ausencia de la región -35 consenso (Chan el al, 

1990) o a la participación de una subunidad o de la RNA polimerasa diferente a la 0 70 de E. 

coli (Espinosa-Urgel & Tormo, 1993; Marschall el al, 1998) o a la 043 de B. sublilis (Priest & 

Sharp, 1989). Por otra parte, el gen dsr-C de la cepa de L. lIle5enferoides NRRL B-1355, fue 

recientemente aislado y secuenciado (Argüello-Morales, 2000) pero se reporta no haber 

encontrado una región promotora típica por lo que se concluye que probablemente este gen 

no se exprese. En ese estudio no se contempló el análisis de la expresión del gen dsr-C, por lo 

que sería muy interesante hacer una hibridación tipo Northern para saber si tal gen se 

expresa, así como determinar el inicio de la transcripción y la región reguladora de este gen. 

Análisis de la región del promotor. 

Hacia arriba de la región -10 del promotor se observan varias secuencias palindrómicas, 

señaladas en la Figura 15. La primera, de 38 pb (región entre la base 10 y la 48, Figura 15), 

podría ser el terminador del gen anterior al dsr-S. Con el fin de encontrar regiones 

reconocidas por proteínas reguladoras que pudieran estar relacionadas con las otras 

secuencias palindrómicas, se analizó la secuencia hacia arriba del inicio de la transcripción, 

utilizando el algoritmo BLAST. Se encontró una región que es reconocida por la proteína lHF 

(lntegration Host Factor). Esta región corresponde a la cuarta secuencia palindrómica, 

señalada en la Figura 15 entre las bases 110 y 125. La proteína IHF reconoce regiones 

específicas hacia arriba de algunos promotores y puede tener una papel de actívador de la 

transcripción, al ocasionar un cambio conformacional del DNA cerca de la región del 

promotor. Se ha postulado que interactúa entre una región curva del DNA y la RNA 

polimerasa, pudiendo incrementar la velocidad de formación del complejo abierto facilitando 

el desapareamiento de bases en la región promotora (Pegel el al, 1992). Esta proteína está 

relacionada con la activación del inicio de la transcripción de genes de respuesta a 

condiciones de estrés en E. coli y otros microorganismos, como Pseudomonas pulida, por 
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ejemplo, como respuesta a la presencia de compuestos como tolueno o xileno y como 

respuesta a estrés osmótico (Goosen & van de Putte, 1995). Sin embargo, no se ha reportado 

la presencia de esta proteína en bacterias gram positivas, como es el caso de los géneros 

Bacillf/s y Lef/COIIOS/OC. 

Por otra parte, la presencia de regiones ricas en adeninas y en timinas consecutivas en la 

región hacia arriba del promotor sugiere un alto grado de la curvatura del DNA (Plaskon & 

Wartell, 1987). Por ello se decidió analizar la curvatura del DNA en la región promotora del 

gen dsr-S y de los tres genes de dextransacarasas de L. mesell/el'Oides reportados (dsr-A, 

dsr-B y dsr-q. En la Figura 16 se muestra gráficamente este análisis. En todos los casos se 

analizó una región de 240pb hacia arriba del inicio de los respectivos genes estructurales, la 

posición 220 es la más cercana a cada gen estructural. Se observa que en todos los casos se 

encuentran máximos de curvatura en las regiones putativas del promotor, considerando que 

la curvatura promedio del DNA es de 3.5grados/ giro de hélice. Específicamente en el caso 

del gen dsr-S, se observa que el promotor se encuentra en una región de alta curvatura; 

además de que se predicen curvas marcadas de manera periódica cada 50pb, lo que 

correspondería a 5 vueltas de la hélice del DNA. Es interesante que en el promotor del gen 

dsr-C se observe un máximo de curvatura cerca del gen estructural, esto indica que pudiera 

tener un promotor diferente del consenso, como en el caso del gen dsr-S. 

En la Figura 17 se presenta el análisis de la curvatura de promotores de algunos genes de 

estado estacionario en E. eolio Éstos tienen una región -35 alejada del consenso y se ha 

reportado que su expresión está relacionada con la localización de sus promotores en 

regiones con alta curvatura (Espinosa-Urgel & Tormo, 1993). Se observa que los promotores 

de las dextransacarasas de L. mesen/eroides (Figura 16) no presentan regiones con tan alta 

curvatura como el promotor de ka/ E, pero presentan regiones con curvaturas periódicas del 

mismo grado que podrían tener influencia en el proceso de inicio de la transcripción. 

En la Figura 18 se presenta el análisis de curvatura de algunos promotores de genes de E. coli 

y regiones de genes estructurales de Lef/COIlOS/OC. En las regiones de DNA de E. coli se 

observa que la curvatura está cercana al promedio de 3.5° y en el DNA de LeUCOIlOS/OC se 
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CAPÍTULO 5 

ESTUDIO SOBRE LA REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN 
DEL GEN dsr-S DE LellCOllostoc mesmteroides NRRL B-512F 

observa una curvatura un poco mayor, pero no en patrones repetitivos como en el promotor 

de la dsr-S. 

Lo anterior podría apoyar la hipótesis de que la topología y el grado de curvatura cerca del 

promotor ayuda que se inicie la transcripción, aún con una región -35 poco homóloga con la 

secuencia consenso. 

Es interesante observar que también existe un grado de curvatura importante en las regiones 

promotoras putativas de glucosiltransferasas de Streptococcl/S (Figura 19), al considerar que la 

expresión de estos genes es constitutiva. Lo anterior sugiere que la curvatura del DNA en la 

región del promotor no estaría relacionada con el efecto inductor o activador de la sacarosa 

en la transcripción de las dextransacarasas de Lel/COIlOStoC, al menos de que la supuesta 

molécula activad ora tenga alguna afinidad por regiones curvas de DNA. 

RESUMEN DE RESULTADOS y CONCLUSIONES 

El gen dsr-S se expresa tanto en los medios con sacarosa como con las fuentes de carbono 

alternas. 

Se presentan fenómenos de regulación del gen dsr-S a nivel del inicio de la transcripción. 

El promotor del gen dsr-S es atípico, ya que tiene la región -10 idéntica al consenso pero una 

región -35 no canónica. 

Se encontró un alto grado de curvatura en la región del promotor del gen dsr-S, que podría 

favorecer el inicio de la transcripción a pesar de que la región -35 está alejada del consenso. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Una vez habiendo encontrado indicios de la. presencia de plásmidos en las cepas de 

l.euconosloc estudiadas queda abierta la opción de que el gen que codifica para la 

actividad dextransacarasa se encuentre en elementos extracromosomales. Quedaría por 

explorar si la presencia de plásmidos tiene relación con la inestabilidad de la producción 

de estas enzimas. La presencia de sitios de inserción en estas cepas podría ser otra 

causa de tal comportamiento, ya que se han reportado este tipo de secuencias en otras 

especies de l.euconosloc (Vaughan el al, 1995; Bandell el al, 1998). La movilidad de 

material genético causaría rearreglos cromosoma les que pudieran afectar la expresión de 

genes estructurales a varios niveles, por lo que valdría la pena explorar esta posibilidad. 

Por otra parte se comprobó que, bajo cualquier condición de cultivo, se expresa el gen 

dsr-S que codifica para dextransacarasas en la cepa B-512F. Por lo tanto, la presencia de 

varias proteínas con esta actividad en esta cepa, sólo puede tener un origen post­

traduccional. Se ha comprobado la existencia de proteasas en la cepa B-512F capaces de 

hidrolizar a la dextransacarasa dando como resultado proteínas de menor peso 

molecular que conservan actividad enzimática (Sánchez-González el al, 1999), pero 

queda abierta la pregunta sobre cuál es la función de tal procesamiento y si es un 

fenómeno que se presenta también en otras cepas de L. mesenleroides. 

En L. mesenleroides B-1299 existen varias dextransacarasas, además de la ampliamente 

estudiada que produce dextrana con una alta proporción de enlaces a-(1 ~2) (Remaud­

Simeon el al, 1994; Monchois el al, 1996 y 1998b). Dichas enzimas no fueron detectadas 

sino hasta que se cultivó al microorganismo en fuentes de carbono diferentes a la 
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sacarosa. Las diferencias en las dextransacarasas se caracterizaron por el análisis de los 

productos de la enzima (DaIs et al, 1998). Por ello es relevante que en el caso de la cepa 

B-512F se haya comprobado tanto por medio de una caracterización bioquímica de la 

enzima, como por el análisis de los productos de la misma y por análisis de mRNA que, 

independientemente de la fuente de carbono, sólo se expresa una dextransacarasa, la 

DSR-S. Cabe aclarar en este punto, que muy recientemente se reportó la presencia en la 

cepa B-512F de un gen que codifica para una dextransacarasa truncada, el dsr-T (Funane 

et al, 2000). De acuerdo a la interpretación de los autores, este gen presenta una deleción 

de 5 pb, por lo que la proteina que se sintetiza a partir de él ya no presenta la capacidad 

de sintetizar dextrana. Estos resultados son consistentes con los nuestros, ya que uno de 

los elementos básicos de muestro acercamiento fue la búsqueda de actividad 

dextransacarasa, que se observó tanto en la actividad in vitro de los geles de 

electroforesis, como en la sintesis de productos (dextrana y oligosacáridos). En caso de 

que la enzima DSR-T fuera activa, se habría detectado seguramente en el gel de 

actividad in situ, ya que, de acuerdo a los autores, la proteina activa tendría un peso de 

210 KDa (Funane et al, 2000). 

Con respecto a la inducción de la expresión del gen dsr-S, al haber encontrado un nivel 

de producción con otros azúcares (glucosa y fructosa) aunque fuera muy bajo y en vista 

del comportamiento atípico de la sacarosa como inductor, hace pensar que ésta no tiene 

sólo un papel de inductor, sino de potenciador o activador de la expresión del gen. Se 

propone un modelo de regulación positivo, donde una proteina reguladora interactuaría 

con alguna región del promotor incrementando la eficiencia de transcripción. Esta 

proteina reguladora se activaría en presencia de sacarosa o de glucosa-1-P o glucosa-6-P, 

meta bolitas que tendrían la función de verdadero inductor. Las diferencias en los 

niveles de inducción en sacarosa, glucosa y fructosa se podrían deber a las diferencias en 

las concentraciones de tal metabolito bajo las tres condiciones de cultivo. En este punto 

sería importante considerar la velocidad de entrada a la célula de cada carbohidrato, ya 

que éste podría ser el paso limitante en la sintesis del "verdadero inductor". Algo 

semejante ocurre en cepas de L. mesenteroides Cit+, donde el transporte del citrato a 
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través de la membrana (por la proteina transportadora específica CitP) es el paso 

limitante de la vía catabólica completa (Lin el al, 1991; Marty-Teysset el al, 1996). 

El otro acercamiento para explicar la inducción de la expresión del gen dsr-S que se 

exploró fue el posible efecto osmótico que tuviera la sacarosa sobre hi célula. Así se 

explicaría también la necesidad de altas concentraciones de este azúcar para poder 

disparar la expresión del gen. Sin embargo, al determinar la osmolaridad de las 

soluciones de carbohidratos que se utilizaron como fuentes de carbono, se encontró que 

ésta era alta en todos los casos, lo que no explicaría las diferencias en actividad 

dextransacarasa observadas con las diferentes fuentes de carbono. 

El gen dsr-S se encuentra en un operón monocistrónico, lo que explica la diferencia de 

expresión en el tiempo de la dextransacarasa y la sacarosa fosforilasa, a pesar de que 

ambas actividades se inducen en presencia de sacarosa. 

El gen dsr-S presenta un promotor atipico, con una región -35 alejada del consenso en 

procariotes. La curvatura del DNA en la región promotora podría explicar por qué a 

pesar de tener un promotor débil, el gen se expresa con alta eficiencia. Se han 

caracterizado genes de E. coli que se expresan en la fase estacionaria y algunos se 

encuentran en regiones de alta curvatura, como kat E, xtlz A, glg S, dps y bol Apl 

(Espinosa-Urgel & Tormo, 1993; Pérez-Martin el al, 1994). Probablemente, como sucede 

en los casos antes mencionados, en el proceso de inicio de la transcripción del gen dsr-S 

intervenga una subunidad diferente a la 0 70 o 043. Es importante señalar que la 

curvatura en el promotor parece no estar relacionada con el fenómeno de inducción por 

la sacarosa, ya que promotores de genes constitutivos en StreploCocCllS también presentan 

una curvatura elevada. Sin embargo, se podría dar el caso de que la supuesta proteina 

activadora tuviera una preferencia de unión a DNA curvo, en tal caso sí habría una 

relación directa entre la presencia de regiones curvas de DNA en el promotor y la 

inducción del gen. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

L. mesel1teroides NRRL B-512F produce una dextransacarasa que tiene un peso molecular 

de 170 KDa y dos levansacarasas con pesos de 116 y 97 KDa. 

Las siguientes fuentes de carbono inducen la producción de dextransacarasa en L. 

mesmteroides NRRL B-512F: fructosa, glucosa y sacarosa. La mayor inducción se observa 

en presencia de sacarosa. La actividad obtenida al cultivar al núcroorganismo en xilosa 

se considera el nivel de expresión basal. Los estudios realizados sugieren que la 

sacarosa per se no es el verdadero inductor de actividad dextransacarasa sobre células de 

l.eUCO/lOstoc mesellteroides NRRL B-512F, Y que la alta osmolaridad de los medios de 

cultivo no incide en el fenómeno de inducción. 

La caracterización de la enzima y de sus productos, así como los estudios de hibridación 

DNA-RNA pernúten concluir que, en las condiciones estudiadas, sólo se expresa un gen 

que codifica para dextransacarasas en la cepa B-512F, el dsr-S. 

El gen dsr-S se regula bajo un promotor atípico. El promotor se encuentra en una región 

de alta curvatura, lo que sugiere que el inicio de la transcripción se favorece por la 

topología del DNA, como es el caso de algunos genes que se expresan en fase 

estacionaria en E. coli. 
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PERSPECTIV AS 

Los resultados de este trabajo abren perspectivas en lo que respecta a los siguientes 

aspectos: 

.:. Dada la poca información sobre la organización genómica de Leuconostoc, resulta de 

interés caracterizar los plásmidos presentes, para saber si en ellos están codificados 

los genes de dextransacarasas o alguna función importante, o simplemente para 

indagar si pueden ser utilizados como vehículos de clonación en LeUCOIlOstOC y en 

otras bacterias lácticas. Esto último proporcionaría herramientas moleculares para 

estudiar este grupo poco caracterizado de bacterias . 

• :. En el grupo de trabajo se cuenta con una mutante constitutiva de la cepa B-512F 

obtenida por mutagénesis al azar. Se podría determinar la secuencia de la región 

promotora de esta cepa, y al compararla con la cepa nativa se podrá obtener mayor 

información sobre la regulación de este gen y la naturaleza del fenómeno de 

inducción . 

• :. Estudiar la expresión del gen dsr-C de L. mesenteroides NRRL B-1355 por medio de un 

análisis de hibridación tipo Northern, así como la determinación del sitio de inicio de 

transcripción y la caracterización del promotor . 

• :. Profundizar en el estudio de los mecanismos de inducción de la dextransacarasa. Se 

podría trabajar con células permeabilizadas para averiguar si el paso limitante en la 

regulación está a nivel de velocidad de transporte de azúcares hacia dentro de la 

célula. 
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PERSPECTIV AS 

.:. A partir de los resultados de este trabajo, se sugiere un modelo de regulación 

positivo en la expresión de la dextransacarasa en L. mesenteroides, en el cual un factor 

regulador, en presencia de sacarosa, actúa como activador de la transcripción de la 

dextransacarasa. Por lo que otro tópico consistiría en buscar al verdadero inductor y 

a la supuesta proteína activadora del gen dsr-S. Así como identificar la o las regiones 

del promotor que pudieran ser reconocidas por los factores reguladores. 
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Anexo A 

Metodología para la extracción de DNA total. 

Partiendo de un volumen inicial de 25 mL de cultivo: 

1. Lavar con 1/4 de volumen de buffer Tris-HC110 mM, pH 8.0, 1 ó 2 veces. 

2. Resuspender en 1/50 de volumen de buffer Tris-HCl20 mM, pH 8.0, EDTA 

1 mM. 

3. Agregar Iisozima (en polvo) a una concentración final de 4 mg/mL. Agregar 

RNasa. 

4. Incubar a 37°C por 0.5 h Y otra 0.5 h en hielo. 

5. Centrifugar por 5 rnin a 6,000 rpm y resuspender en 2 mL de buffer de pronasa 

(0.01 M Tris-HCI, pH 8.0, 0.01 M EDTA, 0.5% SDS). 

6. Agregar 0.2 mL de SDS a110% y 0.5 mL de pronasa (1 mg/ mL) (Incubar la 

preparación de pronasa 0.5 h a 37"C antes de agregar). 

7. Digerir por 1 ha 37"C. 

8. Agregar 1 mL de NaCl6 M. 

9. Agitar suavemente por 15 s. 

10. Centrifugar 15 min a 6,000 rpm. 

11. El DNA del sobrenadante se extrae con 1 volumen de fenol + 1 volumen de 

cloroformo. 

12. El DNA del sobrenadan te se lava con 1 volumen de mezcla c1oroformo-

isoarnilico (24:1). 

13. Precipitar con etanol absoluto. 

14. Reposo a -20°C por 1 h. 

15. Centrifugar y lavar la pastilla con etanol al 70%. 

16. Resuspender la pastilla en buffer TE. 



Anexo B 

Metodología para la extracción de 

DNA plasmídico. 

Partiendo de un volumen inicial de 25 mL de cultivo: 

1. Lavar con 1/4 de volumen de buffer Tris-HCl10 mM, pH 8.0, 1 ó 2 veces. 

2. Resuspender en 1/50 de volumen de buffer Tris-HC120 mM, pH 8.0, EOTA 

1 mM. 

3. Agregar lisozima a una concentración final de 4 mg/ mL. Agregar RNasa. 

4. Incubar a 37°C por 0.5 h Y otra 0.5 h en hielo. 

5. Centrifugar por 5 min a 6,000 rpm y resuspender en 2 mL de buffer de pronasa 

(0.01 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.01 M EOT A, 0.5% SOS). 

6. Agregar 0.5 mL de pronasa (1 mg/mL). Digerir por 1 ha 37"C. 

8. Agregar 2.8 mL de solución de lisis (SOS a13% en Tris 50 mM, pH 12.6). 

9. Agitar suavemente por inversión. 

10. Incubar 20 min a 50°C. 

11. Enfriar en hielo por 15 mino 

12. Agregar 2.6 mL de solución de acetato de potasio 3 M, pH 4.8 (ajustado con ácido 

acético glacial). 

13. Reposo en hielo 5 mino 

14. Centrifugar a 10000 rpm, 15 mino 

15. Precipitar el ONA del sobrenadante con etanol absoluto. 

16. Reposo a -20°C por 1 h. 

17. Centrifugar y lavar la pastilla con etanol al 70%. 

18. Resuspender la pastilla en buffer TE. 

19. Limpiar el ONA con 1 volumen de fenal + 1 volumen de cloroformo. 

20. El sobrenadante se lava con 1 volumen de mezcla cloroformo-isoamilico (24:1). 

21. Volver a precipitar con etanol absoluto, lavar con etanol al 70% y resuspender en 

buffer TE. 



Anexo e 
Metodología para la extracción de 

RNA total. 

Todas las soluciones y material deben estar libres de RNasas. El agua debe ser tratada 

con DEPC al 0.1 % Y autoc1aveada por 1 h. El material de vidrio se debe calentar a 180°C 

por 8 h. Se debe trabajar con guantes en todo momento. 

Soluciones necesarias: 

PBS 
NaCl 8 giL 
KCl 0.2 giL 

Na2HPO, 1.44 giL 
KH2PO, 0.24 giL 

Ajustar el pH a 7.4 con HCl 

Fenol ácido bidestilado. 
Equilibrado con buffer de acetatos pH 4.3 

Protocolo: 

Partiendo de 1 X 108 células, 

Solución desnaturalizante 
Tiocianato de guanidio 
Acetato de sodio (pH 7) 

N-lauroilsarcosinato de sodio 
2-mercapto etanol 

1. Lavar con 500 J.lL de PBS frío 1 ó 2 veces. Centrifugar a 3000 rpm a 4°C. 

2. Resuspender 500 J.lL de PBS frío. 

4M 
25 mM 

0.5% 
0.1 M 

3. Agregar lisozima en polvo a una concentración final de 4 mgl mL. Incubar a 37°C 

por 0.5 h. 

4. Agregar 5 J.lL de Preteinasa K (Boehringer-Manheim). Incubar 20 min en hielo. 

5. Agregar 50 J.lL de SDS al10%. Incubar en hielo 10 mino Luego, 1 h a 37°C y 

finalmente en hielo 30 mino 

6. Vortexear vigorosamente por 30 S. 

7. Pasar por una aguja de insulina dos veces. 

8. Agregar 200 J.lL de etanol al 95%. 

9. Vortexear brevemente. 

10. Incubar en hielo 5 mino 



AnexoC 

Metodología para la 

extracción de RN A total. 

11. Centrifugar a 14,000 rpm, 15 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante con cuidado de 

no desprender la pastilla. 

12. Agregar 150 ¡lL de solución desnaturalizante. 

13. Disolver la pastilla con vortexeo vigoroso. 

14. Agregar 15 ¡lL de acetato de sodio 2 M, pH 4.2 Y 150 ¡lL de una mezcla fenol 

ácido:cloroformo 10:4 (v/v) 

15. Vortexear vigorosamente por 15 s. Reposo en hielo 10 mino 

16. Centrifugar a 14,000 rpm, 10 min a 4°C. 

17. Precipitar el sobrenadan te con un volumen de isopropano!. 

18. Mezclar invirtiendo el tubo. 

19. Reposo a -20°C por 12 h. 

20. Centrifugar a 14,000 rpm, 15 min a 4°C. 

21. Resuspender la pastilla en 20 ¡lL de agua libre de RNAasas. 

22. Cuantificar por absorbancia a 260 nm. 

23. Hacer tratamiento con DNAsa l (Amplification grade, Gibco BRL) siguiendo el 

procedimiento que recomienda al proveedor. 

24. Volver a lavar con la mezcla fenol:cloroformo. 

25. Precipitar con propano!. 

26. Lavar con etanol al 75% 

27. Resuspender la pastilla en 20 ¡lL de agua libre de RN Asas. 

28. Cuantificar y verificar pureza midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. 



Anexo D 

Alineamiento de secuencias del gen drs-S 

de Leuconostoc mesenteroides con secuencias 

de glucosiltransferasas de Sreptococcus. 



o downei 
1 mutáns 
2 salivarius 
3 sobrinus 
4 B-512 

RElATIONSHIP BETWEEN PAIRS OF SEQUENCES: 
lower triangle distance between pairs 
upper triangle percent hornology in alignrrent 

O 1 2 3 4 

O 42 41 46 39 
1 2766 44 55 45 
2 2628 2666 45 40 
3 3092 2622 3125 43 
4 3507 2510 3389 3313 

weight of insertion-deletion of length k: 8 + k*3 
number of sequences: 5 
total number of pairwise comparisons used: 14 
1793 is the total length of alignrrent 

TABIES OF GENETIC EVENTS: 

lower triang1e: symmetrisized substitutions 
upper triangle: mutation distance matrix 

C S T P A G N D E Q H R K M 1 L V F Y W B 

C 2 4 4 4 3 4 5 6 5 4 4 6 4 4 4 4 3 3 3 4 

S O 1 2 1 1 1 2 3 3 3 3 3 4 4 4 2 3 3 4 1 

T O 104 2 1 2 2 3 3 3 4 3 2 3 3 4 2 4 4 5 2 

POlO 15 1 2 4 3 3 3 3 3 4 4 4 3 2 3 4 4 3 

A O 82 82 28 1 3 2 2 3 4 4 3 3 4 4 1 3 4 4 2 

G O 43 21 7 29 3 2 2 4 5 3 4 5 4 4 2 4 4 3 2 

N O 63 54 5 25 27 1 2 3 2 3 2 5 4 5 4 4 3 6 O 

D O 39 26 10 40 41 99 1 2 3 4 3 4 5 5 3 5 4 6 1 

E O 12 7 2 37 21 22 50 2 4 3 2 4 5 5 2 4 5 5 O 



Q o 18 24 5 29 9 19 34 37 2 3 2 4 5 4 4 5 4 5 2 

H O 2 5 3 3 2 7 12 1 7 2 3 4 4 3 5 4 3 5 2 

R O 12 10 3 11 5 8 5 4 16 7 1 4 4 4 4 5 5 4 3 

K O 21 48 2 34 17 52 24 28 51 6 24 4 4 4 3 5 5 5 2 

MO 131522 O 15 O 2 2 2123434 

I O 6 11 1 9 1 7 3 O 4 O 2 14 14 1 4 2 3 3 4 

L O 14 17 4 13 3 9 7 11 12 O 3 8 37 50 4 2 3 2 5 

v O 32 43 9 65 11 8 5 17 10 2 11 19 10 47 25 2 3 3 2 

F O 7 6 5 5 4 4 5 3 2 1 2 4 3 12 21 16 1 3 4 

y O 9 9 1 5 5 11 9 4 7 9 3 8 2 11 19 13 56 3 3 

WO 12 1 02 1 O O 2 12 O 2 3454 8 5 

B O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O 

INSERTION-DELETIONS 

lengths: 1 2 3 4 5 6 7 9 11 12 13 14 15 17 18 19 22 23 39 48 
numbers: 28 12 8 2 4 2 2 1 1 1 1 1 3 2 1 3 1 1 1 2 

total weight of history: 7860 

ALIGNMENT OF SEQUENCES: 

M---EKNLRYKLHKVKKQWVA-------------------IGVTTVT-Ls~-TS 46 O 
T---QDK------------TV-------------------TQSNSGT-TASLVTSPEATKEADKR-T-NT 33 2 
M---~-------------------ISVASA~TV-S-ED 46 3 
MPFTEKVMRKKLYKVGKSWI1VGGVCAALTASFALATPSVLGDSSVP-DVSANNVQSASDNTTDT-QQNT 68 4 
M---~-----------------IASAVVT-LTSLSGSLVKADSTDDR-QQAV 48 1 

VQVNKMVPSDPKF------DAQAQNGQ~QA-------------------DQTATSQVSPAT 91 O 
KEADVLTPAKETN------AVETATTTNTQATAEAA------------------------TTATTADVAV 73 2 
SNQAVLTADQTTTNQDTEQTSVAATATSEQSASTDAATD-------------------QASATDQASAAE 97 3 
TVI'EENDKVQSAATNDNVTTAASDTTQSADNNVTEKQSDDHALDNEKVDNKQDEVAQTNVTSKNEESAVA 138 4 
TESQASLVTTSEAAKETLTATDTSTATSATSQPTATVTD-------------------NVSTTNQSTNTT 99 1 



DGRVDNQVTPAANQP~--------------------------------------VANPATDAG 123 O 
AAVPNKEAVVTTDAPAVTTEKAE--------------------------------------EQPATVKAE 105 2 
QTQGTTASTDT~-------------------------------------~ 129 3 
STDTDPAETl"I'D DGKNAKGLSTIDNNIQYFYESGKQAKG;;!YVTIDNQTY 208 4 
ANTANFVVKPTTTSEQAKTDNSDK------IITTSKAVNRLT---------------ATGKFVP~ 148 1 

----ALN---------RQSAADTSTDGKAVPQTSDQPGH---------------LETVDGKTYYVDANGQ 165 O 
----VVN---------TEVKAPEAALKDSEVEAALSLKN---------------I~ 147 2 
----VFTDEMr----~TAESNSIPSDLAKMSN---------------VK~ 175 3 
YFDKGSGDELTGLQSIDGNIVAFNDEGJQIFNQYYQSENGTTYYFDDKGHAATGIKNIEGKNYYFDNffiQ 278 4 
H-PKTIITDKIVPIKPKIGKLKQPSSI.SQDDIMLGNVKN-----.----------IRKVNGKYYYYKEDGT 202 1 

** ** * 

RLKNYSMVlDGKTYYFD-GQTGEAQ'IDLPKTGQANQDN---V--PDSYQANNQAYSNEIISSFETVDNYLT 229 O 
HKENFAI'!'IM;QLLYFG-KDGALTSSSTYSFI'PGITNI---V--DGFSINNRAYDSSEAS-FELIDGYLT 210 2 
VKKNFAVSVGEKIYYFD-ETGAYKDTSKVEADKSGSDISKEE--TTFAANNRAYSTSAEN-FEAIDNYLT 241· 3 
LKKGFSGVIDGQIM.I'FDQE'l'G;)SEIKEGLTTQ---N--TDYSEHNAAHGTDAED-FENIDGYLT 342 '4· 
I.QKNYAININGKTFFFD-ETGALSNN'l'U'SKKGNITNN---DNINSFAQYNQVYSTDVAN-FEHVDHYLT 267 1 

* * ** * *** 

ADSWYRPRKILKNG;;!SWQASSEGDLRPIIMlWWPDAATKAAYANFWA--KEGLISGSYRQNS--ANlDAA 295 O 
ADSWYRPASIIKDGV'lW;)ASTAEDFRPLI.Ml\WWPNVDTQVNYINYMS--KVFNlDAKYSSTDKQETLKVA 278 2 
ADSWYRPKSILKDGK'lWl'ESSKDDFRPUMAWWPDTETKRNYVNYMN--KWGIDKTYTAETSQADLTAA 309 3 
ASSWYRPTGILRNSTDWEPSTDTDFRPILSVWWPDKNTQVNYlNYM1IDLGFISNADSFETGDSQSLINEA 412 4 
AESWYRPKYILKDGK'lWl'QSTEKDFRPLIMlWWPDQETQRQYVNYMN--AOLGIHQTYNTATSPLQlNlA 335 1 
* ***** * * * * * ** * *** * * * * * 

'I'CJ'lIQSAIEKKIASEGN'mWLRDKMSQEVKSQNQWSIASENE'IVYPNQD~SNSKD-TEHANS 364 O 
AKDIQI~IQAEKSTQWLRETlSAEVKTQP~SKa:rnD~YVNDSR-TPWANS 347 2 
AELVQARIEQKITTEQN'I'KWLREAISAFVKTQP~GESEK----PYDDHLQNGALKFDNQSDLTPDTQS 375 3 
SNYVQKSIEMKlSAQQSTEWLKDAMAAFIVAQPCWNETSED----MSNDHLQNGALTYVNSP-LTPDANS 477 4 
AQTlarKIEEKITAEKN'lNWLRQTlSAFVKTQSAWNSDSEK----PFDDHLQKGALLYSNNSKLTSQANS 401 1 

* ** ** * ** * * * * ** * *** * * * 

DWRLINRNPTFQTGK-------QK---Y-----FTTNYAGYELLI.J\NDVDNSNPVVQAEQI.NHLHYIMNW 419 O 
DYRRINRTATNQTGTIDKSILDEQ---S-----DPNIM>GFDFLLI\NDVDLSNPWQAEQlNQIHYll1NW 409 2 
NYRLlNRTPTNQTGS-------LD---SRFTYNAN[)PLG:;YELL!.ANDVDNSNPIVQAEQlNWLHYLlNF 435 3 
NFRIJ.NRTPTNQTGE--------QA--YN-----LDNSKG::iFELLLI\NDVDNSNPWQAEQlNWLYYI.MNF 533 4 
NYRILNRTPTNQTGK-------KDPRYT-----ADRTIGGYEFlJ.ANDVDNSNPWQAEQl.NWLHFIMNF 459 1 

* *** * *** * ******* *** ******* * * 



Q)IVM>DKDANFDGVRVDAVDNVNADLLQIQRDYYKAKYG'l'DQNEKNAIDHISlLEAWSGNDND~ 489 O 
GSIVM>DKDANFDGIRVDAVDNVDADMII,)LYTNYFREYYGVNKSEANALAHISVLFJ\WSIlIlDNHKTD 479 2 
GTlYAKDADANFDSIRVDAVDNVDADLLQISSDYLKAAYGIDKNNKNANNHVSIVEl\WSDNDTPYLHDDG 505 3 
GTITANDADANFDGIRVDAVDNVDADLLQIAADYFKIAYGI1DQIDATANQHLSlLEDWSHNDPLYV'IDQG 603 4 
GNIYANDPDANFDSIRVDAVDNVDADLLQIAGDYLKAAKGIHKNDKAANDHISlLEl\WSYNDTPYLHDDG 529 1 
* * * ***** ******** ** ** * * * * * * ** ** * 

NFSLSID~------------~T~-------------- 532 O 
GAALAMENKQRU\LLSLAKPlKERTPAVSPLYNNTFN'l"I'QRDEKTDWINKDGSKA-YNEDJ'lVKQSTIG 548 2 
DNLMNMD~LA-------------KPLDKRSGLNPLIHNSLVDREVDDR------------- 549 3 
SNQLTMDDYVHTQLIWSLT-------------KSSDIRGTMQRFVDYYMVDRSNDST------------- 647 4 
DNMINMDNRLRLSLLySLA-------------KPLNQRSGMNPLITNSLVNRTDDNA------------- 573 1 

-----DSDPVPNYVFlRAHDSEVQ'I'RIAKIlREKI.GKTNADGL'INLTLDDI.NKAFDI~TDKVYY 597 O 
KYNEKYGDASGNYVFIRAHDNNVQDlIAEIIKKEI -NPKSDGFT-ITDAEMKQAFEIYNKI:MLSSDKKYT 616 2 
-----EVE1VPSySFARAHDSEVQDLIRDIIKAEI -NPNAFGYS-Fl'QDEIDQAFKIYNEDLKKTDKKYT 612 3 
-----ENEAIPNYSFVRAHDSEVQTVIAQIVSDLy-PDVENSLA-PTTEQLllAAFKVYNEDEKLIIDKKYT 710 4 
-----ETAAVPSySFIRAHDSEVQDLIRNIIRTEI -NPNWGYS-FTTEEIKKAFEIYNKDLIATEKKYT 636 1 

* * **** ** * * * ** ** * * * 

PNNLP~GDMYTDNGQYMATKTPFYNAIETLLKGRII<YVAG:;QA---------- 657 O 
rnNIPAAYAVMLQNMETIlRVITGDLYTDDGHYMETKSPYYDTIVNIMKSRIKYVSG3QAQRSYWLPTDG 686 2 
HYNVPLSYTLLLTNKGSIPRVYYGDME'l'DDGQ ------- 672 3 
QYNMASAY1\MLLTNKDTVPRVYYGDLYTDDGQYMATKSPYYDAINTLLKARVQYVAGGQS---------- 770 4 
.HYNTALSYALLLTNKSSVPRVYYGDMFTDDGQYMAHKTINYFAIETLLI<ARIKYVSG3Q---------- 696 1 

* * * * ****** ** * ** * * * * * * ** *** 

----VSYKCPWSSGILTSVRyGKGANSASDAGNTE-TRNSG1I\LLINNRPNFRA-y~RNLTlN--M3AAH 718 O 
KMDNSDVELYRTNEVYTSVRYGKDIMl7\NDTEGSKYSRTSGQVTLVANNPKrnL-D-QSAKLNVEM:;KIH 754 2 
----M;lNYQIGNGEILTSVRYGKGALKQSDKGDAT-TRT$GVGWM;NQPNFSL-DGKVVJ\IN--M:;MH 734 3 
----MS---VDSNDVLTSVRyGKD1\MmSDTGTSE-TRTEGI --M:;MH 830 4 
----MRNQQVGNSEIITSVRYGKGALKATDTGDRT-TRTSGVAVIEGNNPSLRLKASDRVVVN--M:;MH 759 1 

******* * * * * ** * 

KSQAYRPLLLSTKDGIATYIMlSDV-DSRQYKYTDSQSNLSFSASELQSVANAQVSCMIQllWVPVGAADN 
ANQKYRALIVGTADGIKNFTSDADAIAAGYVKETDSNGVLTFGI\NDIKGYETFDMSGFVAVWIIPVGASDN 
ANQEYRI\lMIISTKDGVATYATDADASKAGLVKRTDENGYLYFllIDDLKGVANPQVSGFLQVWVPVGAAD 
KNQAYRALISTTADGlAYY--DTDENAP--VAYTDANGDLIFTNESIY~V'iI'JPVGN;f;1) 

KNQAYRPLLLTTDNGlKAY--HSDQEAAGLVRYTNDRGELIFTAADIK:GYl~:NSGYIGV'IM"'lGAMD 

* ** * * * * * * * * ** ******* 

787 O 
824 2 
804 3 
896 4 
827 1 



QDVRTSPSTQI\.TKDGNI -YHQSDAIDSQVIYEGFSNFQAFAQSPDQ--Y'l'NAVIAKNGDLFKSW:>ITQFE 854 O 
QDIRVAPS'l'E'J\KKEGELTI1<ATEAYDSQLIYEGFSNFQTIPDGSDPSVYTNRKIAENVDLFKSW:;VTSFE 894 2 
QDIRVAASDTASTDGKS-LHQDAAMDSRVMFEGFSNFQSFATKEEE--YTNWIANNVD~ITDFE 871 3 
QDARTASDTITNTSDKV-FHSNAAIDSQVIYEGFSNFQAFATDSSE--YTNVVIAQNADQFKCli'GJTSFQ 963 4 
QDVRVAASTAPSTDGKS-VHQNAAlDSRVMFEGFSNFQAFATKKEE--YTNWIAKNVDKFAm;v'IDFE 894 1 
** * * ** ******* *** ** * * * ** * * 

MAPQYVSSEDGTFIDSVIINGYAFSDRYDLl\MSKNNKYGSKQDIANAIKGLQSAGIKVLSDLVPNQLYNL 924 O 
MAPQFVSADDGTFLDSVIQNGYAFADRYDLl\MSKNNKYGSKEDIBDALKALHKAGlQAIA[MVPDQIYQL 964 2 
MAPQYVSSTDGQFlDSVIQNGYAFTDRYDIG1SKANKYGTADQLVKAIKALHAKGI.KVMArM\IP~ 941 3 
Ll\PQYRSSTDTSFLDSIIQNGYAFTDRYDIGYGTPTKYGTADQLRDAIKALHASGlQAIA[MVPDQIYNL 1033 
4 
MAPQYVSSTDGSFLDSVIQNGYAFl'DRYDIGISKPNKYGTADDLVKAIKALHSKGIKIlMADWVP~AL 964 1 

*** * * **** * ***** ***** *** * * * * * * ** * * 

PGKEWrATRVNQYGQAKSGATINKTPYVANTRSYG-DYQEQYG:N'IDDLQKLYPRLFSTKQISTGKPI 993 O 
PGKEWl'ATRTDGIIGRKIADAIIDHSLYVANSKSSGKDYQAKYffiEFLAELKAEMFKVNMISTGKPI 1034 
2 
PKQEWlVI'RTDKFGKPIAGSQINHSLYVIDTKSSmDYQllKYGGAFIDELKEKYPELFTKKQISTGQAI 1011 
3 
PEQEIA'IVI'RTNSFGDDDTDSDIDNALYVVQS~YQEM-YGGAFLEELQALYPSLFKVNQISTGVPI 1102 
4 
PEKEVVTATRVDKYGTPVAGSQIKNTLYVVDGKSSGKDQQAKYG3AFIEELQAKYPELFARKQISTGVPM 1034 
1 

* * * ** * * ** * *** ** * ** * **** 

DPSVKITNWSAKYFNGSNILGf~rrv.LSEGNF~~JGKI.E---LPTVlNNTYGQP------QVSANGE' 1055 

O 
DDSVKLKQWKAEYFNGTNVLERGVGYVSDFATGKYFTVJ.'K-----EGNFIpLQLTGK-----EKVITGF 1094 
2 
DPSVKIKQWSAKYFNGSNIIGRGADYVLSDQIISNKYlNVD-----DKLFLPKTLIG------QVVESGI 1070 
3 
DGSVKI'l'EWMKYFNGSNIQGKGAGYV.LKJ:M;SNK--Nl'EDCDYLPKQLTN------DLSETGF 1164 
4 
DPSVKIK~ILGRGAGYVLKDQATNTYFSLVS-----DNTFLPKSLVN-PNHGTSSSVTGL 1098 
1 

* *** * * **** * * *** * 

ISKNQ;IHY-lDKNGQEVKNRFK-EISGSWYYFDSDGKMATGK--TKIGNDTYIEMPNGKQLKEGVWYDG 1121 
O 
SSDGKGITY-FGTSGTQAKSAFV-TENGNTYYFDARGHMSEYSPNGKDVYRFLPNGIMLSNAFYlDA 1162 
2 
RroGTGYVYNSSTl'GEKVTDSFI -TEAGNI,YYFGQDGYMVTGA.--QNIKGSNYYFI.l\N3MLRNA 1137 

3 
THDDKGIIY-YTLSGYRAQNAFIQDDDNNYYYFDKTGHLVI'GL--QI{INNHTYFFLPNGIELVKSFLQNE 1231 



4 
VFDGKGYVY-YSTSGNQAKNAFI-SffiNNWYYFDNNGYMVTGA--QSINGANYYFLSNGIQLRNAIYDNG 1164 
1 

* * * * *** * * * * ** * 

KKAYYYDDNGRTWTNKGFVEFRVDG----------------------QDK----------------WRYF 1153 
O 
NGNTYLYNSKGQMYKGGYTKFDVSE----------------------TDKDGKESK-------VVKFRYF 1203 
2 
a;QNHYYGNDGKRYENGYQQFGNDSWRYFKNGVMALGLTIVDGHVQYFDKDGVQAKDKIIVTRDGKVRYF 1207 
3 
DGTIVYFDKKGHQVFDQYITDQNGN----------------------A------------------YYFD 1261 
4 
NKVLSyyGNDGRRYEN~----------------------R------------------YF-- 1192 
1 

N-----------------------GDGTIAIGLVSLDNRTLYFDAYGYQVKGQTVTIN-GKSYTFDADQG 1199 
O 
T-----------------------NEGVMAKGVTVIDGFTQYFGEDGFQAKDKLVTFK-GKTYYFDAHTG 1249 
2 
DQHNGNAVTNTFVADKTGHWYYLGKDGVAVTGAQ1VGKQHLYFEANGQQVKGDFVTAKDGKLYFYDVDSG 1277 
3 
D-----------------------~TIDGHQQ~KFVI~SG 1308 
4 
------------------------QNGIMAVGLTRVHGAVQYFDASGFQAKGQFITTADGKLRYFDRDSG 1238 
1 

* ** * * * * * 

D----------------LVQTDNANPAP~NQWGYRK------------------------ 1229 
O 
NGIKDT-WRNINGKWYYFDANGVAATGAQVINGQKLYFNEDGSQVKGGWKNADGTYSKYKEGFGELVTN 1318 
2 
lM'l.l'NTFIEDKAGNWFYLGKDGAAVTGAQTIKGQKLYFKANGQQVKGDIVKDADGKIRYYDAQTGEQVFN 1347 
3 
NLAILRYIl\)'lSKNQWFYFDGNGHAVTGFQTINGKKQYFYNDGHQSKGEFIDADGDTF-YTSATDGRLVTG 1377 
4 
NQISNRFVRNSKGEWFLFDHNGVAVTGTVTFNGQRLYFKPNGVQAKGEFIRDANG--------------- 1293 
1 

* * * 

---------------------------------------------------------------DGQLLTG 1236 
O 
~------------------------------------------------NGKTVTG 1340 
2 



KSVSVNGKTIYFGSDGTAQTQANPKG;:1TFKDGSGVI.RFYNLEG;lYVSGSGWYETAEHEWl/YVKSGKVLTG 1417 
3 
VQKINGITYAFDNTG------------------------------------------------NLITNQY 1399 
4 
-----YLRYYDPNSG------------------------------------------------NEVRNRF 1310 
1 

EQTIDGQKVFFQDNGVQVKGGTATDASGVLRFYDRDQGHQVGKGWYSTSDDNWVYVNES----------- 1295 
O 
AQVINGQHLYFNADGSQVKGGWKNADGTYSKYNASTGERLTNEFFTTGDNNWYYlGAN----------- 1399 
2 
AQTIGNQRVYFKDNGHQVKG;:1LVTGNDGKLRYYDANSGDQAFNKSV'l'VNGGSDGTAQTQANPKG;:1 1487 
3 
YQLllDGKYMLIDDSGRAKTGFVL--(;OGVLRYFDQNGEQVKDAI IVDPDTNLSYYFNAT----------- 1456 
4 
VRNSKGEWFLFDHNGIA~V--VNG-------------------HASILSLMVFRL----------- 1348 
1 

* * * 

-------------------------------------GQVLTGLQTIDGQTVYFDDKGlQAKGKAVWDEN 1328 
O 
-------------------------------------~IGDDTYFFAKDGKQVKG;:1TVSAGN 1432 
2 
TFKDGSGVIRFYNLEGQYVSG~YVKDGKVLTGLQTVGNQKVYFDKNGlQAKGKAVRTSD 1557 
3 
-------------------------------------QGVAVKNDYFEYQGNWYLTDANYQLIKGFKAVD 1489 
4 
-------------------------------------RESSLQ~ILIP~IH 1381 
1 

GNLRYFDADSGNMLRDRWK -NVDGNWY-YFNRNGLATRW---- 1365 O 
GRISYTIGDSGKRAVS1W!-EIQPGVYVYFDKNGlAYPPRVIN 1474·2 
GKVRYFDENSGSMITNCW<-FVYG;:1IT-YFGSDG-AAVYRGWN 1597 ·3 
DSLQHFHEVTGVQTKDSALISAQGKVY-QFDNNG-NAVS---A 1527·· 4 
YKLHKVKK~IAVASVAlATVLGGL-SVTTSS-VSAD---E 1419 1 

number of comp1etely conserved sites: 318 



Anexo E 

Secuencias de los productos de amplificación 

de los extremos 3' del cDNA obtenido 

a partir del mRNA del gen drs-S 

de L. mesenferoides NRRL B-512F. 



ASI~" 
PRISNf' 

Mldel310 
Version3.0 
SemiAdaptive 
Verslon 3.0 

"S"IPII 
Maricarmen Quirasco 
535 
Lane1 

Signal G:1135 A:7fIJ T:1003 C:733 
DT POP6{BD Set-Any PrImer} 
dRhod matrix 
PoInts 1180 lo 5200 Base 1: 549 

Paga 1011 
Wed, Dec 16,1998 10:48 AM 

Tue, Dec 15, 1998 4:41 PM 
Spacing: 12.49{12.48} 

A~ 1\\!.I.GCTGC A~TGTI'lCTHcw(T TTOOTACGGl\IMCCG1\%TAGTTCTAGCTAGCGTAT CCGfTGT ATTATICTAGAAGCA<M TGAACGTT ATT CGCACTCACATCAGGTACAC 
10 20 " 3!<l "40 .• 50 60 70 80 90 100 110. 120 

GT CTCCT MMCAC T TGGT GTT OC T AAAGC MATGAGGC GGTT AA T GCAAAAGCACAAACCC CAC CMC TAC CCAAC TTTTCCCAACTTT AT AAA GCTTTTTCC OCA T TAC TTT TTCT 
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 

GTMA TGGCA TAAA TTTTC TCCTTA TAA TA nCTCTTCTA HA CCC ccccca·:;\tccCCiG'XJT~'C~.i'A\"CC'J~\lA A 
250 260 270 280 290 300 310 320 

~~ - ------~ 



ABJA 
PRISNI" 

Mx!e1310 
Verslon 3.0 
SemiAdaptive 
Version 3.0 

"F"/PII 
Maricarmen Quirasco 
536 
Lane2 

Slgnal G:B40 A:533 T:663 C:S67 
DT POP6{BD Sel-Any Primer} 
dRhod malrix 
Poinls 1202 lo 5200 Base 1: 1202 

Page 1011 
Wed, Dec 16,1998 10:48 AM 

Tue, Dec 15,1998 6:43 PM 
SpaCing: 12.49{12.48) 

A ~GTAG GGCIGTA TGT ACTTT AG ATTTTCTTCGGTAACCGT AGTGTTCT GCTGCGTATCCGTTGTATTATCTGAAGCAGATTGAACGTTATTCGCACTCACAT CAGGTACA 
10 20 30. 40 50 60 70 80 90 

,. GTCT CCT AAAACAC TT GGT GTT GCTAAAGCAA ATGA GGC GGTTAA TGCAA AAGCAC AAAC CCCAC CAAC TAC CCAAC TT TTCCCAAC TTT ATAAAGCTTTTTCC a: AT TAC TTT TTCT 
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 

iGTAAATGGCATAAATTTTCTCCTTATAATA TTC TCTTCTAT TA CCCCCCCCCCC CCCCC ~i."\ffij~;::'''C'':'\l~~'aGi'J 
240 250 260 270 280 290 300 310 

~'.- . 



AA Mldel310 

a;;... Verslon 3.0 
SemiAdaplive 
Version 3.0 

IIX"/PII 
Maricarmen Qulrasco 
537 
Lane2 

Signal G:1749 A:1187 T:175O C:1144 
OT POP6{BO Sel-Any Primer} 
dRhod malrlx 
Poinls 1160 lo 5250 Base 1: 300 

Page 1011 
Tue, Dec 15, 1998 4:23 PM 

Tue, Dec 15, 1998 12:52 PM 
Spacing: 12.49{12.48} 

A TTTTA"-lI'JATTCA ~N G GCI\,'m"ATGT GCfTThru"'\rAGTTNTlI'niGT AACCGTIAGTGTTG GCTG CGT fi CCGTTGT ArTAT GGAAGCAGATTGAAC GTTATTCGCACTCACAT 
20 3.0 . 40 ". 50 60 70 80 90 100 110 

TGTAAA TGGCA TAAATTTTCTCCTTATAA TATTCTCTTCTA TTA CCCCCI'!CCCCCCCCC~A."J~&. MA~XJA 
250 260 270 280 290 300 310 320 
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dextransucrase gene in Leuconosfoc 
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Dextransucrase produetion by LeucolloslOc mesellleroides NRRL B~512F in media eontaining earbon sourees 
other than sucrose is reported for the first time. Dextransucrases were analyzed by gel electrophoresis and by 
an in situ aetivity assay. Their polyrners and acceptor reaction products were al so compared by Uc nuclear 
rnagnetic resonance and high.perforrnance liquid chrornatography techniques, respectively. Frorn these anul~ 
yses, it was found thut, independently of the carbon souree, L. mesellteroides NRRL B-512F produeed dextran­
sucrases of the sarne size and product specificity. The 5' ends of dextransucruse mRNAs isolated from cells 
grown under different culture conditions were identical. Based on this nidence, we conclude that dextransu· 
erases obtained from cells grown nn the various carbon sources result from the transcriptinn of the same gene. 
The control oC expressioll occurs at this lenl. The Jow dextranslIcrnse yiclds from cultures in u~glucose or 
D~Cructose and the enhaneement oC dextransucrase gene transcription in the presence of sucrose suggest that 
an activating phenomenon rnay be involved in the cxpression mechanism. Ilextransucrase mRNA has a size of 
approxirnately 4.8 kb, indicating that the gene is located in a monocistronic operon. The transcription start 
poin' was localized 34 bp upstrenm from the ATG start codon. The -10 and -35 sequen ces found, TATAAT 
and TITACA, were highly homologous to the only glycosyltransferase promoter sequence reported fur lactic 
acid bacteri ... 

Dcxtransucrases (DS) (EC 2.4.1.5.) are enzymes that trans­
fer the glucosyl moiety from sucrose 10 acceptor molecules, 
with a concomitant fructose release. They are used in the 
synthesis of dcxtran. In the presence of sucrose and an accep~ 
tor like maltosc, they synthesize gluco-uligosaccharides (25). 
Dextran and Jextran derivatives have fouml several valuable 
applications in the production of fine chemicals such as plasma 
substitutes and Sephadex. Particularly, gluco-oligosaccharides 
are used as specialty sugars in the food and cosmetic industries 
(21). 

SeveraI lactic acid bacteria produce OS. Exprcssion is con­
stitutive in Streptococcus strains, while it is indllcibIe in Leu­
COllosloc strains (8). Until now sucrosc has been eonsidered to 
be lhe onIy inducer of OS expression in Leuconostoc spp. (32). 
No gratuitous inducers are known, and the mechanism of OS 
induction has not yet be en reported. 

Sugar metabolism in the genus Leucollostoc is heterofer~ 
rnentative. When sucrose is used as a carbon souree, a spccific 
permease is responsible for its transport into the cell, whcre it 
is transformed by slIcrose-phosphorylase into fructose and glu­
cose-l-phosphatc. The latter is incorporated into the phos~ 
phoketolase pathway as glucose-6-phosphate by the action of a 
mutase, while fructose is excreted lo the culture mediurn (3). 
ExtracelIular OS also uses sucrose for dextran production, with 
additional fructose liberation. When suCfose is depletcd, lhe 
accurnulated fructose is consurncd (23, 32). 

Leucol1osloc mescnteroides NRRL B-512F produces an ex­
tracellular DS that synthesizes a soluble poIymer, 95% of 
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which is composed of a-( 1-6) linkages in the main ehain and 
5% of which is composcd of 0-(1-3) hranchcd linkages. Only 
one OS gene in this strain has be en rcportcd (33), whilc DS has 
been foulld in multiple forms of different molecular weights (8, 
13, 18). There is insufficient genetic evidence to expIain if the 
various proteins found rcsult from lhe express ion of different 
genes or from posttranslational modilkations. There is no in­
formation concerning either the DS gene regulation rnecha~ 
nism or the charal:tcrization of the transcript. Although con~ 
stitulive mutants have be en obtained by nonspecific mutation 
strategies (8, 11, 12), the idcntifieation of the promoter region 
in L. mcsellleroides OS would allow lhe eOllstruction of consti~ 
tutivc strains by site-directed mutagenesis. 

In lactie acid bacteria, sorne mctabolically related genes are 
organized in clusters or polyeistronic operons that are regu­
lated simultaneously (9, 17). Sucrose induces both DS and 
sucrose-phosphorylase genes in Leucollostoc. Howcver, bio~ 
chemical data support the faet that these enzymes are induced 
at differcnt stages during fermentation (3). In this work, ge­
netie evidenee to elucidate if both genes are under the control 
of the same promoter is given. In addition, the production of 
OS from L. mescntcroides NRRL B-512F undcr different in­
duction conditions is exarnined. Through lhe isolation and 
charactcrization oi' m RNA. molecular information 011 lhc tran­
script is also provided. 

I\IATERIALS AND METHODS 

Slrllin condilions. L. me.H·l!temide.~ NRRL B-512F was kindly provided by the 
Nortbcrn Regional Rcsearch Laboratory (NRRL), Peuria. 111. Thrce succcssive 
cultures were c,uried out wilh each of (he various carbon sourccs (see culture 
conditions). Cells from Ihe cxpooential growlh phase of the third culture were 
stored in 15% (wt/vol) glycerol al -20"C ¡¡od used lo inoculate subscquenl 
cultures. 

Culture conditlons. L. melenteroides was cullureu in lOO-mi flasks on a rolary 
shaker al 200 rpm io the standan.l medium reported by Dols el al. (3) al 25"C 
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FIG. 1. Uateh fermentation prnfile of L. melellfrroides NRRL B-512F undcr !\Iandard conditions al 29"C. A, SUCTnsc; .... fructosc;., pH: 0, OS activity; O.optical 
dcnsity (0.0.). 

unlcss olherwisc specified. For cultures grown with othcr carhon SOUTces. sucrosc 
was rcp[accd by (i) D-glucosc. (ii) ctjuimolar quanli¡ics uf D-fructosc HIJd [J­

glucnsc. (iii) o-fructose. und (iv) p-xylosc (aH purchasetl fmm Sigma Chcmical 
Co., 5t. Louis, Mo.). The carbon sourcc concentration was 50 or 117 mM, as 
spccified bclow. In induction studies, 50 mM [ruclose cultures wcre grown unti! 
the mid-logarithmic phasc was rcachet!. Al thi!' puin!. 1.8 M .~ucmse wa<; added 
to oht .. in .. final eoneentration ranging from I to 102 mM. 

Blomass mcasu~mcllts. Baeterial growth was cslÍmated hy measuring the 
absorbancc al 600 nm. The optical densilY value was eonverled lo CFU hy means 
of a ealihralion gr .. pb cOllslruclcd during Ihe culture on each carbon .~ource. 
CFU werc delermined aflcr a 24·h eultivalion io plate eount agar. 

OS ~eovcry ond assa}". After eel! removal, Ihe pI! was adjusled to 5.2 and Ihe 
supernatanl was Iillered Ihrough a membrane wilh a pore size eulolf of 0.2 j.lm 
(Millipore Corp .. Bedford, Mass.). Subsequently, OS was concenlraled by aqueo 
ous Iwo-phase parlition witb 25% (wl/vol) polyctbylcne glyeol 1500 (24). Ooe­
haU pereent dextrao T 70 (Sigma) was inc1uded in supernalanls produced from 
carhon soutces other tban suerose. Afler centrifugation (7,UOO X g. 20 min. 4°C). 
the pellet was disperscd in 20 mM acetate buITer (pll 5.4) ilnd OS activily was 
measured by monitoring the rclcase of reducing sugars by a 3.5-dinitros¡¡licylic 
acid assay (31). One unit of OS nctivity is defined as the amouot of enzymc tl¡¡¡l 
produces I f.1mol of fruclose per mio from a lOO-g ·Iiter- l sucrose solution al 
30"C in 50 mM sodium acelate bulTer (pI15.4) conlaining 0.05 g ofCaCI2 nnd 1 g 
of NlINJ • liter- l. Specilic aeUvily is given as unÍls per gram of total culture 
prolein. Protein was determined after precipitmion with 10% (wt/vol) trichloro· 
acetic acid, followed by dispersion in 0.1 N NaOH. Ouanlification (lf the soluble 
proteins was made as described by Lowry el al. (16). wilh bovine serum albumin 
as ¡¡ standard. Unless otherwise specified, al1 experimeols were carried out in 
triplicate. The varialion coeüicienls were less than 5% in al[ cases. 

Protein electrophoresls and in silu activilr analysis, Supernatant<; from D· 
glucose and D-fructose culture~ were concenlraled approximately 40 times by 
centrifugal ultrafiltration with Centricon 30 lubes (Amicon Ine., Lcxington, 
Mass.). OS from sucrose cultures was analyzed without further concenlralion. 
Prolcin samples were applied in paral1el lo sOllium douecyl sulfate (SOS)-7% 
polyacrylamide gels (14). After eleclrophoresis al a conSlant current oC 30 mA. 
the gel was cut in two and one·half was slained with Coomassie R-250. The 
mo\ccular mass was estimatcd with lhe High Range SOS-polyacrylamiue gel 
electrophoresis (PAGE) molecular wcight slandards (Bio-Rad ulboralories. 
Hercules, Calit.). The other half of Ihe gel was w¡¡shed and incuhated io Ihe 
prescnce of suerose for the in silu OS assay as previously descrihed (20). For a 
specific levansucrase as.<rny, raffinose was used as a substrate instead of sucrose. 

Ollgosaccharidc Bnd dextran synthesis. Oligosaccharide synthesis was carried 
out at 30"C with 100 g of sucrose . lilcr- l and 33.3 g of mallose . liter- l in a 
so[ulion of 20 mM sodium ¡¡cclate buffer (pH 5.4) containing 0.05 g of CaCI2 • 

liter- 1, 1 g of NaNJ • liter-l. am.! 0.25 U of OS. For dextran synthesis a reaclion 
mixture with the same composition, but lacking mallOse, was used. In al! c¡¡ses. 
OS was inactivated at 75°C. 

Carbohydratc analysis. \)-Glucose ¡¡nd D-fructose conccnlrations were deter­
mined by an enzymalic UV methot.l (Bochringer Mannheim GmbH. Mannheim, 
Germany). Sucrose was delermined by Ihe same method uftcr treatment with 
invertase (Sigma). Oligosaccharide anulysis was carried out by high-pressure 

liquid chromatography (IIPLC) in a Waters-Millipure CI~ culumn cquipped wilh 
n rcfraclivc index detector as previously des¡;rib¡;d (19). Oextran analY5is was 
performed afler polylller precipilation wilh 2 vlJlumes of ahslllute ethanol; Ihe 
pellel was rccovcrcll by ccntrifugation anu wil~hcd thn:c times wilh deiooized 
waler hcfore being freeze-dried. l.1C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra 
of Ihe polymer were nhlained with !m ACJtXI llruker .~pectromeler. at 75.4768 
MHz, as dc~crihed by Dol5 el al. (4). The chemical shifls werc assigned to eaeh 
carbon according \O the mclhod uf Sey010ur el al. (27). 

RNA isola{ion aod h~'bridilalion anal)·sis. For RNA isolalion, 1O~ ce lis were 
wasbed twice and incubated I"or 3U min at 37°C wiln 4 X 10-.1 mg of Iysozyme 
(Sigma) j.ll-I and for 1 h wilh 1 % (voVvol) prolcinase K (Boehringer Mannheim 
Gmbll). The isnlation proccdurc was Ihen c\l:11inucd by following the guani­
dinium thillcyanate method (2) in comhinat;on wilh acidi¡; phenol extraction and 
trealment with DNasc I (amplificntion grade; Gihco SRL, Rockvil1e. Md.). The 
lllolecular weight marker (RNA ladder; Gibco 13RL) amI 7 f.1g of tolal RNA of 
each sample were separatcd hy electrophore~is wiln a denaluring formaldehyde­
agarose system. Afterwanls, Ihe samples were transfcrrell and lixed to a Hybond 
N nylon mcmhmne (Amer.~ham Corp .• Arlingl()n lIeights. m.) hy npplying the 
standard proccdure (5). RNA blollcd melllhranes were hybridizcd according 10 
the manufacturer's inslrUClions wilh ItI to 20 ng (Jf Ihe DNA prone labcled with 
.121' by using Ihe Megaprime ONA labeling systcm (Amersham). The probe was 
oblained fmm the L. mcsel1lrm;des NRRL B-5l2F DS gene lIescribed hy Wilke­
Ouuglas el al. (33) (Calgcne Inc .. Oavis. Calif.) :Ifter digcslilln with Sall and Ndel 
(Gibco BRL). The enzyme digestion gave \lne 1.I3-kb fragment Ihal indudes the 
region cncoding the catalytic dom¡¡in previously reported (7, 22. 28). 

mRNA S' -end determinatinn. RNA amllysis wa.~ carried out with the system 
for rapid amplilication of cDNA 5' ends (Gib((J BRL) hy following Ihe manu­
facturer's proc¡;durc. which consisls of cDNA synlhcsis :md cONA 3'·end am­
plification by PCR. cONA was oblained with SLlperscript ti Reverse Transcrip­
tase (Gihco BRL) and the synlhetie oligonudeotide S'-GATCCGTGAATGCA 
TACCCG-J'. whieh is complementary to a eonsclVed sequen(e in the N-terminal 
region of the DS gene (33). cONA 3' ends were amplified wilh Taq ONA 
polymerase (Gibm BRL) wilh Ihe gene-spedlic primer shown in Fig. 5. The PCR 
¡¡mplificmion conditions were une cycle of 94"( fm 1 min; 30 cycles of 94T fm 
I min, 55°C fm 1 mino and 7ZOe for I min; and une 11nal cycle of 72°C for 5 mino 
The reaclioo producls were purified wilh a Iligh Purc PCR product purificalion 
kit (Boehringer Mannheim GmbH) before being sequenced. 

Nucleolide Sl'qucnce acccssion numbers. The fol1owing accession numbers 
have bcen assigned by Ihe EMBL nuc1eotide sequenee database: Al250903 and 
AJ250904 (artificial oligoouc1eolide cOlllplementary primer used for gene se. 
qucllce and u1igonuclcotide sequence useu for the rapid ampliticatiul1 of cONA 
5' ends. respectively). 

RESULTS 

L mesellteroides NRRL B-S12F OS synthesis with sneral 
carbon sources. Batch fcrrncntation cvolution undcr standard 
DS production conditions (29°C and 117 mM sucrosc) is shown 
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TABLE 1. DS prouucliol1 in L 1IIt'.I'elllt'wilies NRRL B-512F grown 
wilh JifT~rent carbllll :-'llurcc:-." 

Carnlln Mlun:c (117 mM) 
DS ;Icti\ il)' Pnlductüm 

(U . rng uf prOlcin '¡ (l'ukl) 

D-Xyt(lSC (J.(j()5 I 
D-Glucosc O.O}lJ R 
D-Fruc!tlsc 0.050 lO 
D-Glucnse + [)-fructosc O.IO-l 21 
Suerosc 2.3lJ() 478 

" Cclls were cultured al :!5CC. !\ctivily W'-1S lllea~lJred <lftn the late nponential 
gmwth phase. Supernatanl~ werc concentratt:d -IO-fold. 

in Fig. 1. Fructosc was releaseJ Juring Ihe firsl four hours ami 
was lakr cOllsumeJ once sllcrose was deplctcd. DS at:livily 
reac~ed a maximum of 1.8 U . mI'" l al Ihe end of Ihe expo­
nenlml growlh phuse, followeu by a rcmarkablc decrease in 
aClivily dosely relaled lO culture acidilicaliol1. 

The cll'eCIS of diflcrent carbon sources on DS prodllction 
werc SllIdicd al 25°C lo minimize enzyme deactivatioll. At Ihis 
tcmperalure. a mean gelleralioll lime of 1 h \Vas dctermineu 
for sucrose cultures. DS activilv \vas fuund in all lile concen~ 
Iraleo supcrnatants (Table 1). "Final pHs nlngeu bctween 5.5 
ami 6.7 in all cases. 

Prolein characterÍ1.ation. Eleclrophorelic analyses \\'ere per­
formcu wilh supernalanls. with g!ut:ose 01' fruclose as carbon 
sources, ami in silu activily assa)'s wcre carricd out 10 dislin~ 
guish protcin hands ahlc lo synlhesize a pol)'l1lcr from sucrose. 
A supcrnalant oblained under the standard OS produclion 
conditiolls was llscd as a rcfcrel1t:e (Fig. 2, lane 1). In lhe 
stained gel, Iwo high-molecular-mass banJs t:an he observed 
(Fig. 2A): al1 ¡ntcnse hand of 170 kDa and a faint one of 160 
kOa. Protein prolilcs afler Coomassic staining 01' prolt:ins from 
glucose or fructose supernalanls were similar lu the one from 
the sucrose culture. After Ihe in silu activily assay was per­
formed (Fig. 2B), lwo bands of 170 and lió kDa with polymer­
synlhesizing aClivily cUllld he ohserved (Ianes 2 .. 1. ami 4). An 
addiliollal low-activily band 01' 160 kDa clluld he observed in 
];1111: 4, anu f':lint b':lIlds of lJ7 kDa wcn: ¡¡Iso observcd (Iancs 2 
and 3). While Ihe 170- anJ 160-kD" balllls were dislinguished 

KDa 
MW 

200 

116_ 

97_ 

66.., 

2 3 4 

A 
FICi. :!. SDS-I'r\GE :Lllaly~i~ ,)1' f.. m,·U'III,·ruidt'.\ NRH.L U-5I::!F DS oh¡ainnJ 

from cclb growll wilh Jilren:nt carboll ~omcc.~. (r\) C(l<ll11a~~ie hJue-. .,wined gcl. 
L:lI1c t-,IW, molel"ular ma~~ marker . .,: larw L ~upernatant fnuTI ~ucro.,c. (13) In ~itu 
polymcr prodUl"tillll fmm SUcr(}~e. Lane ::!. ~lIpcrnal:ml.., from fruclo~C cuhure: 
lanc J. ~llpernatant rmlll gIUl"O~C cul1Urc: lane -l. ~upcrn¡¡l¡¡nl from ~\Icro~c 

cullure. 

AI'I'L ENVII{()N. MIC¡WBlOL. 

TABLE 2. L. IIIcs('lIferoit/('!, NRRL B-512F DS production in 
fructose mcJillm wilh sucrose addition al Ihe mid-logarithmic stage 

Concn (mM) of: DS aClivity 
(U . mg (lf protcin- l ) 

[)-Fruclo~c SUCfll~C 

50 O 
So I (J.()()5" 

50 III 0.0[3" 
50 50 0.105" 
50 102 1.9}(f' 

" ACli\'ity mcasured after 3 h of sucrnse addition. AH crUs were cultured al 
25"C. 

afler incllhation for 24 h, longcr incllhation times were re­
quired lo ohserve Ihe 116- and 97-kOa activity bands. 

Analysis nfthe DS prnducts. The dextran '3C_NMR analysis 
and the HPLC profile of Ihe acceplor products synlhesized by 
lhe enzymes obwined from sucrose, fructase, or glucose me­
dium are shown (Fig. 3). 11 mal' be observcd that lhe oligosac­
chariJe profile and Ihe polymer struclures are the same. 

Induclioll experiments. In order lo explore the inductiol1 
clfect of sucrose, L. mesemeroides was inilially grown under 
low~lcvcl-enzyme-proullcing condilions with D-fruclose, D-glu­
cose, and D-xylosc as carbnn sourccs. At the mid-Iogarilhmic 
stage Ihe cells were washed and transferred lo a fresh 117 mM 
sucrose slandard I11cdillm for DS pmdllction. Appropriate cell 
dCllsities were reached in order lo allow lhe comparison of 
results. Bcfore slIcrose indllctioll. the highesl activity oblained 
was 0.011 U . mg of prolein- 1

, corresponding 10 Ihe cells 
grown in glucose. In all cases, the OS activity was increased 
afler lhe transfer lo lhe SllCroSC mcdiulll ami it cuuld be de­
tcclcLi unly ¡¡fter 3 h of illcuhalion with sucrosc. Thc highcst 
activity \Vas ohtained from cells firsl grown in xylose «().5ó9 U 
. mg of protein - J), while Ihe Inwcst OS exprcssion was ob­
serveu when the ce lis were initially grown in frllclose. 

Oiffercnt amounls of sucroSe were added Jirectly to fructose 
cultures. in order lo stllLiy the sllcrose level thm is reqllircd to 
induce OS aClivily (Table 2). It may be obscrvcd tha! large 
amOllnlS of sucrose (102 mM) are needcd to obtain Ihe max~ 
imulll level of activity. This is 20% less Ihan Ihe le:vel obtaint:d 
in cultures where Ihe cells were always gruwn in sucrose (rder 
also lo Table: 1). 

DS transcription analysis. In order 10 cvaluatc Ihe OS mes­
senger in terms of sizc and level, total RNA was cxtracted fram 
cclls grown lInder different culture condilions and analyzed by 
Narthern hlotting. Well-deflned rRNA bands were obscrved in 
the denaluring gel (Fig. 4A), indicaling a good RNA prepara­
tion qU<llity. The hyhridization analysis (Fig. 4B) showed Ihat 
Ihe sizc of the DS mRNA was approximately 4.~ kh and that 
the highcst concenlration was found in Ihe cxponential growth 
phase of the sucrosc culture. A fainler hybridization signal was 
ohserved in lhe samplc ohlained fmm Ihe lag phase of Ihe 
sarne culture. Hybridizalion hands wcre not obscrved for RNA 
samples from cells gmwn in altcrnative sugars :1lld stalional)'­
phase sucrose-grown cultures. The)' becarne visible after a 
longcr limc exposure. al which time Ihe hyhridization signal 
from Ihe log-phase SIlCrosc culture RNA was eXlremdy high 
(results not sho\VI1). 

In order to determine Ihc promoter sequencc of lhe DS 
gene. the 5' ends of the mRNA wcrc analyzed hy rapid am­
plification of cONA 5' ends. This method is adeqllale for 
analyzillg traces 01" rnRNA, as wilh Ihe rncssenger eXlracted 
fmm cells grown in frllctose or xylosc. The 5' cnds ol' Ihe 
transcripls wcre comparcd with lhe ones obtained fmm cells 
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grown in suerose. Aeeording to the PCR sequcncing analysis, it 
was verified that under the three conditions, the seqllcnecs nI' 
the 5' ends of the messengers were the same (Fig. 5). 

D1SCUSSION 

OS yields obtained with L. mescmcmides NRRL B-512F 
grown in suerose were similar to what has been reported pre­
viously (8). An important loss of activity occurred when the pH 
fell to values that were lower than 5.0 beeause OS are active in 
a pH range between 4.8 and 6.2 (18). Thc results presented 
here demonstrate that tllere is a substantial rcduetion in DS 
mRNA cxpression at this moment. Thereforc. it may be 
eonc!uded that at this stage there is aetivity loss due to 
enzyme inactivation, whieh is irreversible aeeording to 
Millcr et al. (18), but also due to the abscnce of DS gene 
transcription. 

Thc experiments whose results are rcported in Tablc 1 
demonstrate the evident indueing role of sucrose. However, a 
low-!cvel-inductioll effcet ()f o-glueose and o-I'ructose was ob­
served, sinee OS aetivities eould he deteetcd in the cOllcen­
trated supernatants. The enzyme yield obtained when D-.\'ylose 
was used as the carbon soun.:c represents the basal DS leve!. 
The different cnzyme eoneentration obtained from the cultures 
with sllerose eompared to that uf the glueose-fructose mixture 
mighl indieate a selectivity ditference in the regulatol)' mech­
anism. lt is interesting that xylose in LeucolloslOC is assimilated 
through D-xylulose-5P but that glucose or fruetose is assimi­
lated through the phosphoketolase pathway (3). Moreover, as 
mentioned beforc, the sucrose uptake pathway diffcrs in its 

first steps from that of fruetose ano glucosc metaholism. 
Thereforc, dilTercnees in ellzymc aetivity might be cxplained by 
¡he presenee of a metabolite thal plays a role as an aetivalor af 
gene expressiofl. A 11101ecllle iflvolved in the initial sucl'Ose 
uptake or inilial I11ctaholie steps may he sllch al1 activator. 

It \Vas verified that the main protein bands found in sllper­
natants of all earbon SOllfCCS studied are DS. The protein uf 
170 kOa corrcspnnds lo the produel of the gene described by 
Wilkc-Oollglas el al. (33), amI the 160-kDa protein corrc­
sponds to a DS pre"iollsly reported (8, 18). \Ve have recel1tly 
found a very low protcolytic aClivity in this slrain. which could 
be detectcd in the coneenlrated supernalant (26). This result 
sllggcsts that the 160-kDa baml ma)' be produccd from diges­
tion uf the original 170-kDa protein. Thc 116- and 97-kOa 
proteins correspond to levansucrascs. This fact was vcrified 
with raffinose (specific levansuerasc substrate) in an in si tu 
assay, where only these bands \vere observed (result not 
shown). Levansucrases of the same molecular mass were also 
reported by Miller et al. (18). Oue to lhe vel)' small amount of 
Icvansucrasc. tile polymer production was observcd only after 
severa1 days uf incubation. 

From Ihe <lnalyscs of the OS product.s (dc.\'tran .1nd oligo­
saccharides). it may be conclllded that lhe enzymes obtained in 
media wilh differel1t carban sources have the same specificit)'. 
That is. the lJC·NMR spectra 01' the polymcrs synthesized with 
e¡¡eh DS were similar to that of an (~-(1-6)-ljnked linear 
dcxtran (20). In alllhrce enzymcs. glucosyl is speeifically trans­
fcrred to maltose. producing a series of Ci.-(1-6)-linked oligo­
saccharides. Aecordingly, we eondude that Ihe cnzymes ob­
tained in media with different earbon sources are the same in 
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(hmcs 1). gluco~e (lanc~ 2). ~ucro~c lag pha~c (lancs 3), ~ucrosc log pha~e (lanc~ 
4), and sucm~c stiltionary pha~c (lane~ 5). (A) Total RNA l.!cnaluring formal­
dehyde-agarmc gel ck(·trophorcsis. (B) AuwrarJiogram ohtaincd from Ihe 
Nnrthern hlo!. L:wcs r ... lw wntain Ihe Giben RNA ladrJer. In ;dl cases. 7 ¡.lg of 
RNA wa~ an:ll)'lcd. 

terms of prolcin size ami prOlJlIct specifkity, Ir is interesting 
that although sorne h:vansllerasc aClivity \Vas dctected in Ihe 
elcctrophorctic assay, no Icvansucrase proulIets were obscr"ed 
in Ihe polymer synthcsis rcaetian, hccausc of the vcry high 
dext ransucrasc/lc\'ansllcrasc ra t i(l. 

A classical inductioll phcnomcnon rcquires contact with the 
eclls and Ihe inducer for only a few minutes tn allow gene 
expression. In ¡his case, sucrosc hehavior as an inducer is 
atypical since DS activilies could be delected only after scveral 
hOllrs of contact \Vith sllcrose and sinee the sucrose concentra­
tion requin::d to stimulalc cnzymc production was extremcly 
high (Table 2). These n::sults also show Ihal the growth of Ihree 
gencrations in the prcscllce uf sucrosc was nol cnough to 
rcco\'cr Ihe DS activity lcvds reached by cclls that had always 
grown in this carbon source. 

The corrdatio!l bctween DS mRNA amount ami cnzyme 
activity product.::d ulllkr dilTerent culture conditions confinns 
that gene rcgulaliol1 occurs at the Iranscriptional Ie"e!. North­
cm blotting shows that c"en in the t1rst hour nI' lh!.! suerose 
culture. the amount nf DS mRNA is considerahly higher than 
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the maximum ohtained with any other carhon source, a faet 
supporting the aetivator hypothesis. 

Thc Itlw cnzyme activity of cells transfcrred to a sucrosc 
medium aftcr growth in fructosc may he explained hy a fruc· 
tose reprcssion cffcc!. However, when time-related gene ex­
pression \Vas analyzed, it \Vas found that the largest amount of 
mRNA was obscr"ed when 20 mM fructose and 55 mM su­
crose \Vere present in the culture, after 3.5 h of fcrmentatían 
(Fig. 1). Thcse rcsults are consistent with the enzyme produc­
tion behavior in feu-hatch cultures, where in spite of Ihe high 
fructose concentrations reached, an increase in DS production 
was ohtained. AcconJing to López and Monsan. the sucrosc 
cOI1ccntration should he kept betwccn 15 and 30 mM in order 
to maintain the microorganism at the maximum growth rate 
(15). When those results are compared to the ones obtained in 
this work, ir may be concluded that under such culture condi­
tions, the microorganism is also kept at the maximum stage of 
mRNA synthesis, despitc fructose accumulation. 

Thc size of rhe DS mcssenger corresponds to the size of the 
pre"iously reported gene (33), so it is possible to condude that 
the DS gene of the B-512F strain is located in a monoeistronic 
operon. This possibility also explains the dilTcrences faunJ by 
Dols el al. (3) in the t:xpression of DS and sucrose-phospho­
rylase during the culture time, as they daimed that these en­
zyrnes \\'erc not coinduceu hy their cnmmon substrate. As the 
5' ends of all the analyzed mRNAs were the same, il is con­
cluded that unly one gene is transcrihed under any culture 
conditian, 

Six putative glucosyltransferasc promoter scquenccs have 
becn reponed for LellCOllostoc (19, 33) and Streptococcl/S (1, 6, 
lO, 29) species. Only nne fructosyltransferasc promotcr sc­

'quencc, (rom StreptucocclIS I1/lIfans, has becn dctermincd ex~ 
perirncntally (30). In this work, olle transcription start point 
was found 34 hp upslrcam fmm the ATG start endono The DS 
promotcr presents the sequcnce TATAAT in the -10 rcgion, 
which is totally homolognus lo the cnnserved regio n in pro­
k,lIyotic cclls ami rhe reported regia n for S. IIlI/taI/S. The -35 
region, TfTACA, prcscnts high homology 10 the hexamer 
consensus scqucncc T82TN.tG7SAóSC!'i.tA.t!'i' and the scqucnce 
reported for S. 1I1ll/(/flS has fuur addilional hase suhstitutions. 
Thc identification of the DS promoter scqucnce will allow 
further studit:s of the gene rcgulation rnechanism in lactic acid 
baderia and allow the rational construction of COJlstitutivc 
mutants by sitc-directed Illutagenesis tcchniques. 

1 ..• AATAATAATTAACATTGTTAACTTATCACTAGATAAGTTAACAATGTTTTTTTATAAAAAAATTAATGTT 

71 

141 

211 

2., 

ATATAATATTATATAATTCTCTGATTGACTGTTTTTACAATGTTTTTTAAAAATATGTCGATTGTGTATT 

GAAATTTTTACTGTT~TAAATTAAGT~TTTTCAAT~TAATAGAAGAGAATATTATAAG 
-35 -10 4aRNA ...... . 

~.~AAAATTTATGCCA'ITTACAGAAAAAGTAATGCGGMAAAGCTTTAT1\AAGTTGGGI\AMGTTGGGTA 

SO HPP'TEkVHRKKL'tKVGKSWV 

GTTGGTGGGGTTTGTGCTTTTGCATTAACCGCCTCATTTGCTTTAGCAACACCAAGTGTTTTAGGAGACA 
VGGVCAFALTASFALATPSVLGO 

351 GTAGTGTACCTGATGTGAGTGOGAATAACGTTCAATCTGCTTCAGATAATACAACGGATAOGCAGCAGAA 
SS VPOVS ANN'VQSASONTTOTQQN 

421 CACTACGGTTACCGAAGAAAATGATAAAGTACAGTCTGCAGCTACTAATÉACAATGTAACAACAGCTGCA 
TTVTEENOKVQSAATNONVTTAA 

491 AGOG~CACAACACAATCTGCTGATAATAATGTGACAGAAAAACAGTCAGATCATCATGCACTTGAT .. . 
S o T T Q s A o N N V T E K Q s o o H A LO .. . 

FIG. 5. Nuc1cntiuc st.'ljuencc (lf tht.' N-terminal DS gene ami its prc<.:eding region. The - 10 and - 35 promoler fegions afe underlined, and the tran~criplion start 
sile and dircclioll 01" lran~ription an: indicatetl hy arrows. SD h the possible rihosome-binding site. The bmerJ nucleolides c()rre~r()nd lo the primer u~ed fOl" PCR 
ampli!icmiol1 nI" Ihe mRNA 5' end. 
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