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(La caida de las hojas)

Sesen xiuitl tepeui xiuitl
kuauitl ixiuiyo payani
uan imako tlaltipaktli onmokaua

Thik maxoxouiya kai kua ntinij

Cada afio se caen las hojas
las hojas de los drboles se pulverizan
y retornan a las entrafias de [a tierra

para reverdecer a los arboles.
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RESUMEN

Las dextransacarasas (E.C. 2.4.1.5.} son glucosiltransferasas que participan en la sintesis de
dextrana, homopolisacdrido 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 Streptococcus y de
Leuconostoc.  En el género Leuconostoc las dextransacarasas se inducen en presencia de
sacarosa. Por su importancia industrial, L. mesenteroides NRRL B-512F es una de las cepas
productoras de dextranas mas estudiadas desde el punto de vista de ingenieria bioquimica.
En lo que respecta a la caracterizacién genética molecular de esta cepa, sélo se ha reportado
un gen que codifica para una dextransacarasa (dsr-5). Sin embargo, no se sabe si existen otros
genes que codifiquen para dextransacarasas en esta cepa, y tampoco se han realizado

estudios sobre la regulacion de la expresién de este gen.

En este trabajo se reporta por primera vez la producciéon de actividad dextransacarasa
utilizando varias fuentes de carbono alternas a la sacarosa en L. mesenteroides B-512F, asi
como estudios para elucidar el efecto de la sacarosa sobre la producciéon 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 mds actividad que la producida por células crecidas con xilosa,
este altimo se podria considerar como el nivel basal de actividad dextransacarasa. La
caracterizacion electroforética de las dextransacarasas obtenidas en las diversas fuentes de
carbono, y los anélisis de RMN-PC y de HPLC del polimero y oligosacaridos,
respectivamente, sintetizados con estas enzimas sugieren que, bajo las condiciones
estudiadas, se expresa un solo gen que codifica para la dextransacarasa en L. mesenteroides

B-512F, el dsr-S.

Los resultados de los experimentos de induccién con sacarosa no corresponden al
comportamiento de un inductor tipico, por lo que se propone la hipétesis de un fendmeno de

regulacion positivo relacionado con algan producto del metabolismo de la sacarosa.



RESUMEN

El estudio del mensajero del gen dsr-S indicé que este gen se encuentra en un operén
monocistrénico, que se transcribe con una alta eficiencia durante la fase exponencial de
crecimiento. Adicionalmente, se identifico el sitio de inicio de transcripcion y la region
promotora. Esta presenta una regién -10 candnica pero una region -35 alejada del consenso
en procariotes, asi como un alto grado de curvatura. Lo anterior sugiere que el inicio de la

transcripcion del gen dsr-S depende de la topologia del DNA en la region promotora.



ABSTRACT

Dextransucrases (E.C. 2.4.1.5)) are glucosyltransferases that synthesize dextran (a high
molecular weight homopolysaccharide of D-glucopyranosyl units linked through a-(1-6)
glucosidic bonds); they catalyze the glucoside transfer from sucrose to dextran. Among the
glucosyltransferase-producing microorganisms, there are some Streptococcus and Leuconostoc
species. Dextransucrases from Leuconostoc are induced with sucrose. Because of its industrial
applications, L. mesenteroides 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 for dextransucrases in this strain,
nor studies related to the regulation of dsr-S gene expression have been reported.

In this work, L. mesenteroides 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 level. The electrophoretic
analysis of dextransucrases obtained in the various carbon sources, as well as “"C-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 some product of the sucrose metabolic pathway.

Studies of the dsr-5 mRNA showed that this gene is located in 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 -10 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.



INTRODUCCION

La biotecnologia conjunta varias disciplinas cuyo objetivo es el desarrollo de nuevas
tecnologias, aprovechando las capacidades metabélicas del material bioldgico, con el fin de
producir bienes que tengan impacto, principalmente, en las areas de salud, alimentacion y
mejoramiento del medio ambiente. En algunos paises se han hecho inversiones cuantiosas en
esta 4rea e incluso se le ha considerado como estratégica para su desarrollo. Es innegable que
este fin de siglo ha presenciado avances en el campo biotecnoldgico que han incidido en la
calidad de vida del ser humano, como es el caso de la sintesis de nuevos medicamentos o de
vegetales con propiedades sensoriales y calidad mejorada. A nivel mas superfluo, pero no
menos importante, en la produccién de insumos que satisfacen nuevas exigencias de los
consumidores, siendo éste el caso de la produccién de detergentes biodegradables, de

edulcorantes no caléricos o de productos nutracéuticos.

Durante la Gltima década ha existido un interés creciente en la sintesis de aztcares, ya que
poseen propiedades funcionales interesantes para la industria quimica, alimentaria y en
aplicaciones médicas. Es sobresaliente el hecho de que los oligo y polisacaridos posean una
excepcional diversidad estructural y funcional, reflejo de la complejidad de las enzimas
responsables de su hidrolisis (glicosidasas), rearreglos (transglicosidasas) y biosintesis
(glicosiltransferasas). Estas reacciones son cruciales para el funcionamiento celular, como en
el caso de las interacciones huésped-parésito, en el marcaje celular, la biosintesis y
degradacién de polisacaridos estructurales y de almacenamiento, etc., por lo que presentan

un gran potencial de aplicacion.

La sintesis quimnica a gran escala de carbohidratos complejos es costosa y poco especifica, por

lo que su sintesis enzimatica presenta grandes ventajas debido a la estéreo y regioselectividad
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de las enzimas. Las opciones enzimaticas para la produccién de aztcares sintéticos que han
sido exploradas hasta ahora, consisten en la utilizacién de glicosidasas bajo condiciones de
reaccién en las que la catalisis se Ileva a cabo en “sentido contrario” (utilizando enzimas
mutadas o modificando la cantidad de agua disponible en el medio de reaccién), o la
utilizacion de glicosiltranferasas. Dentro del ultimo grupo se encuentran las
glucosiltransferasas (ej. dextransacarasas, alternansacarasa, mutansacarasa, amilosacarasa)
que catalizan la transferencia de residuos glucosilo de la sacarosa a moléculas aceptoras de
diversa naturaleza. Una caracteristica importante de estas enzimas es que no requieren de
cofactores ni de intermediarios de alta energia para llevar a cabo la transferencia; la energia
necesaria para la catalisis se obtiene de la ruptura del enlace glucosidico de la sacarosa, por lo
que su aplicacion para la produccion industrial de aztcares sintéticos es de gran interés

{Monsan & Paul, 1995).

Las glucosiltransferasas se encuentran principalmente en bacterias lacticas de los géneros
Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc, estas ualtimas son las productoras de las
dextransacarasas (Alsop, 1983). La investigacion de genética molecular de
glucosiltransferasas realizada en Strepfococcus ha sido abundante debido a la importancia que
presenta para la salud humana (Gilpin et al, 1985; Ferreti et al, 1987; Russell et al, 1987; Banas
et al, 1990; Gilmore et al, 1990; Abo et al, 1991; Giffard et al, 1991) al ser este microorganismo
un huésped de la flora bucal responsable de la formacién de la placa dental. Sin embargo
hasta hace un lustro poco se sabia sobre las dextransacarasas bajo esa perspectiva. Por otra
parte, el estudio de las mismas desde la éptica de tecnologia e ingenieria enzimatica ha sido
abundante, siendo sobresaliente el realizado por los grupos del Dr. Pierre Monsan y el Dr.
Agustin Lépez-Munguia, sobre todo en el caso especifico de las cepas NRRL B-512F, B-1299 y
B-1355, por la importancia y potencial industrial que poseen {Paul et al, 1986, Remaud-
Sif.neon et al, 1994; Lopez-Munguia et al, 1993). En ambos grupos de investigacién se han
observado fenémenos de interés potencial durante la fermentacién de algunas cepas de L.
mesenteroides, como la pérdida de capacidad de producciéon 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 habia abordado el
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estudio de la genética molecular, ni la fisiologia del microorganismo por lo que, con el fin de
contribuir al conocimiento a estos niveles sobre las dextransacarasas, asi como de aportar
mayor informacién en lo que respecta a la organizacion y regulacion de genes en bacterias
lacticas, se utilizé como modelo de estudio el gen de la dextransacarasa de Lenconostoc

mesenteroides NRRL B-512F, plantedndose los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

¢ Determinar el efecto sobre la produccién de la dextransacarasa de las siguientes
fuentes de carbono: sacarosa, fructosa, glucosa y xilosa.

e Determinar si L. mesenteroides NRRL B-512 F posee uno o varios genes que codifican
para actividad de dextransacarasa.

* Identificar el sitio de inicio de transcripcién, la regién promotora y la presencia de

otras posibles regiones reguladoras de la expresion del gen.

GENERALIDADES
Dextranas y dextransacarasas

Las dextransacarasas (EC 2.4.1.5.) son enzimas que transfieren el residuo glucosilo de la
sacarosa a moléculas aceptoras, con la liberacién simultdnea de fructosa (Fig. 1). El producto
de la reaccién es un polisacdrido de alto peso molecular denominado dextrana, compuesto
por unidades de D-glucopiranosa con enlaces «-(1—6) en la cadena principal y con un grado
de ramificacion variable que presenta enlaces a-(1-3), a-(1-4), a-(1-6) 6 a-(1-52).
Adicionalmente a la sintesis del polisacarido, las dextransacarasas también catalizan
reacciones de sintesis de oligosacaridos. Estas ocurren cuando en el medio de reaccién,
ademas de la sacarosa, se encuentran presentes carbohidratos de bajo peso molecular, siendo

la maltosa el aceptor mads eficiente (Robyt & Walseth, 1978).
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Figura 1. Reaccidn de sintesis de dextrana.

Las dextranas presentan diferentes tamafos y estructuras, dependiendo del microorganismo
productor de la glucosiltransfersa. Estas son producidas por bacterias lacticas de los géneros
Lactococcus, Leuconostoc 'y Streptococcus.  En este 1ltimo, las glucosiltranferasas son
constitutivas, mientras que en Lenconostoc son inducibles (Neely & Nott, 1962; Hamada &
Slade, 1980). En la Tabla 1, se resumen algunas caracteristicas de varias enzimas y

polisacaridos sintetizados por Streptococcus y Leuconostoc.

Las glucosiltransferasas producidas por estreptococos de la flora bucal, como S. mutans y S.
salivarius, tienen un papel primordial en el proceso de formacién de caries dental, ya que el
polimero que sintetizan favorece la colonizacion y adhesion de las bacterias cariogénicas.
Debido al interés médico que presentan, desde hace varios afios 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.



CAPITULO 1

INTRODUCCION
L. |

Tabla 1. Principales caracteristicas de glucosiltransfersas de Streptococcus

y Leuconostoc (Monchois et al, 1999; Argiiello-Morales et al, 2000).

Microorganismo Polisacarido 1 Gen M, 2
(KDa})
S. nutans GSb5 87% o-(1-3) gif-B 150
13% o-(1-6)
85% a-(1—-3) gtf-C 140
15% o-(1—6)
30% a-(1-3) gD 155
70% o-(1-6)
S. downei Mfe28 88% a-(1-3) gt 160
12% a-(1-6)
10% o-(1-3) gif-s 147
90% o-(1-6)
S. salivarius ATCC 25975 90% o-(1—-3) gif-] 168
10% o-(1-6)
100% a-(1—6) | gif-K 176
50% a-(1—3) gtf-L 157
50% o-~(1—6)
5% a-(1-3) gtfF-M 171
95% a-(1—-6)
L. mesenteroides NRRL B-512 F 5% a-(1-3) dsr-5 170
95% a-(1—6)
L. mesenteroides NRRL B-1299 15% a-(1—-3) dsr-AA 146
85% a-(1—6)
5% a-(1-3) dsr-B 167
95% a-(1—6)
35% o-(1—2) n.d 42-212 24
65% o-(1—6)
L. mesenteroides NRRL B-1355 50% a-(1—-3) asr 229
50% a-(1—6)
5% a-(1—-3) dsr-C 164
95% o-(1—6)

1 Estructura del polisacdrido producido. Porcentaje del total de enlaces en [a estructura del

polisacdrido.
2 Peso molecular de la enzima deducido de la estructura primaria.
24 Peso molecular observade en geles de electroforesis.

n.d. No determinado.
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Por otra parte, las dextransacarasas de L. mesenteroides son de interés industrial. La dextrana
producida por L. mesenteroides NRRL B-512F fue uno de los primeros biopolimeros que se
produjo en gran escala, debido a que este polimero y sus derivados han sido utilizados en la
produccion de compuestos de interés médico (ej. sustituto de plasma sanguineo) y en la
sintesis de quimicos finos (ej. Sephadex). En el caso de la cepa NRRL B-1299, los
oligosacaridos que se obtienen en presencia de maltosa, contienen enlaces o-(1—-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
preprobidticos en alimentacién animal y en la formulacién de cosméticos (Remaud-Simeon et

al, 1994; Valette et al, 1993).

La dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL B-512F ha sido la mas estudiada. Por su
potencial aplicacion en el mejoramiento de la textura de los tomates, se identificé y secuencié
un gen que codifica para una dextransacarasa proveniente de esta cepa {dsr-5) (Wilke-
Douglas et al, 1989). Adicionalmente, se ha reportado que L. mesenteroides B-512F produce
dextransacarasas extracelulares en formas agregadas de diversos pesos moleculares: 158 y
177 KDa, fuyo monémero tendria 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 expresion de genes diferentes al
dsr-S.  Esto no seria excepcional, ya que se ha demostrado la presencia de varias
dextransacarasas en una misma cepa. Por ejemplo, se habia considerado que la cepa NRRL
B-1299 producia s6lo dextrana con enlaces a-(1—2) (Remaud-Simeon et al, 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
et al, 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 todavia) y
una alternansacarasa (Coté & Robyt, 1983; Lopez-Munguia ef al, 1993) cuyo gen se reportd

recientemente (Argitello-Morales et al, 2000).

Los genes que codifican para las glucosiltranferasas de Streptococcus y Leuconostoc estan muy

relacionados y tienen una estructura en coman. En todos los casos se trata de genes que



CAPITULO 1

INTRODUCCION
. |

codifican para enzimas muy grandes, con un peso molecular promedio de 165 KDa, siendo la
mas grande la alternansacarasa con un peso de 240 KDa. Estas proteinas presentan, después
del péptido sefial, una regién variable seguida de un dominio N-terminal muy conservado de
cerca de 900 aminoécidos donde se encuentra el sitio catalitico (Mooser et al, 1991; Funane et
al, 1993; Shimamura et al, 1994) y un dominio C-terminal compuesto por series de unidades
repetidas, que podrian ser responsables de la union al polimero teniendo, probablemente,
influencia en la estructura del polimero producido (Giffard & Jacques, 1994; Monchois et al,

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

B C D

A
5 [N S E RN

I
0 400 800 1200 1600 aa

Figura 2. Estructura esquematica de las glucosiltransferasas .
A Péptido sefal ; B region variable ; C dominio catalitico N-terminal; D dominio
C-terminal de unién al polimero.

Ninguna de estas enzimas ha sido cristalizada, por lo que s6lo se han podido hacer
predicciones de su estructura terciaria. Tomando en cuenta que presenta secuencias
homoélogas a la superfamilia de la a-amilasa, se ha podido predecir que las
glucosiltransferasas, hasta ahora secuenciadas, poseen una estructura de barril (o./B)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 [-plegadas en el interior
de la proteina, alternando con 8 a-hélices localizadas en la superficie. En los tiltimos 5 afios
se ha proporcionado mucha informacién sobre los genes que codifican para las
glucosiltransferasas, sin embargo su mecanismo de accién todavia no se ha elucidado

completamente.
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Aspectos metabdlicos y genéticos de Leuconostoc mesenteroides

Las bacterias del género Leuconostoc se caracterizan por ser cocos, gram positivos, anaerobias
facultativas, no moéviles e incapaces de formar esporas. Son quimio-organétrofos, requieren
aminoéacidos y factores de crecimjento complejos (Garvie, 1986). La utilizacion de azucares
en este género es heterofermentativa, las hexosas son metabolizadas por la via de
fosfocetolasa produciendo lactato, acetato y etanol (Figura 3). Las .bacterias lacticas
heterofermentativas carecen del sistema de fosfotranferasa dependiente de piruvato (PTS) (de
Vos, 1996). En éste se catalizan simultdneamente la fosforilacién y la translocacién de mono y
disacéridos por medio de una cadena de reacciones enziméticas que transfieren el grupo
fosfato del fosfoenolpiruvato hacia el azicar que estd entrando a la célula. Sin embargo, las
bacterias lacticas homofermentativas si presentan PTS (Vadeboncoeur & Pelletier, 1997).
Incluso se ha reportado que en Streptococcus nuitans Ingbritt, cultivado en quimiostato, se

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

Respecto al catabolismo de sacarosa en Leuconostoc se ha inferido que ésta es transportada
dentro de la célula por una permeasa especifica. Una vez dentro, la sacarosa es sustrato de la
sacarosa-fosforilasa y produce fructosa y glucosa-1-fosfato; esta tiltima se incorpora en la ruta
de fosfocetolasa como glucosa-6-fosfato por la accion de la fosfoglucomutasa (Dols et 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 fermentacién, por lo que sintetiza a la vez dextrana
liberandose mas fructosa. Cuando la sacarosa se agota, el microorganismo comienza a
consumir la fructosa acumulada produciendo manitol (Neely & Nott, 1962; Tsuchiya et al,

1952).

Las bacterias del género Leuconostoc 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 tnico inductor de la actividad dextransacarasa es la sacarosa

(Tsuchiya et al, 1952). No se han reportado inductores gratuitos asi como tampoco el
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mecanismo de induccién. En la Figura 3 se presentan las rutas catabélicas de algunos

azucares de interés en L. mesenteroides.
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Figura 3. Algunas rutas catabdlicas de carbohidratos en Lenconostoc mesenteroides.
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 er al, 1997b)

Los organismos que producen grandes cantidades de &cido lactico como subproducto
metabolico se han utilizado desde la antigiedad como agentes para la preservacién de
alimentos, entre los que se encuentran una gran variedad de productos lacteos, cérnicos y
vegetales fermentados. La mayoria de los organismos que participan en estas fermentaciones
son miembros de los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y
Carnobacterium. El andlisis de los genomas de estos organismos apenas comenzoé en la década
de los ochenta y desde entonces el progreso en la generacién de conocimiento ha variado
considerablemente de género a género (de Vos & Vaughan, 1994; de Vuyst & Degeest, 1999).

Debido al interés industrial en la produccién de yogurt y leches fermentadas, compafiias
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como Nestlé han hecho una gran inversién en la investigacion del material genético de
Lactococcus y Lactobacillus, principalmente. Por el contrario existe muy poca informacion
publicada que describa a los genomas de Lenconostoc, Pediococcus o Carnobacterium (Davidson
et al, 1996). El conocimiento generado sobre el genoma y los mecanismos de regulacién en
Leuconostoc es muy pobre. Ademads de la informacién sobre los genes de dextransacarasas se
cuenta con algunos reportes sobre genes relacionados con el metabolismo de citratos (Marty-
Teysset et al, 1996; Bekal et al, 1998), en los que la proteina transportadora especifica de citrato
(CitP) se reporta como la responsable del paso limitante de la via catabdlica de este
compuesto. Es interesante observar que la capacidad de metabolizar citratos esta vinculada a
la presencia de un plasmido de 22 Kb, ya que contiene al gen citP (Vaughan et al, 1995;
Bandell et al, 1998). De igual manera, los genes responsables de la sintesis de bacteriocinas en
Leuconostoc generalmente se encuentran codificados en plasmidos. Este es el caso de la
leucocina A producida por Leuconostoc gelidum, donde la localizacion del operodn leuA es
plasmidica (Barefoot & Nettles, 1993; Klaenhammer, 1993). Por otra parte, se han encontrado
secuencias de elementos de insercién en L. mesenteroides subespecie cremoris (IS 1165) y en

Lenconostoc Inctis (IS 1070) (Johansen & Kibenich, 1992; Vaughan & de Vos, 1995).

En las bacterias lacticas se han reportado casos en que genes relacionados metabdlicamente
estdn organizados en “clusters” u operones policistronicos, ya que de esta manera son
regulados simultaneamente (Giffard et al, 1991; McLaughlin & Ferretti, 1996; Bekal et al, 1998;
Bekal et al, 1999). En Lenconostoc, la dextransacarasa y la sacarosa-fosforilasa son inducidas
por sacarosa; existen evidencias bioquimicas de que ambas enzimas son inducidas en
momentos diferentes durante la fermentacion (Dols et al, 1997b), pero no se ha hecho un

andlisis molecular para comprobar que estén reguladas bajo diferentes promotores.

Es relevante el hecho de que Leuconostoc no posea sistema PTS desde la 6ptica de los posibles
mecanismos de regulacion de la expresion de las dextransacarasas, ya que las proteinas de
este sistema forman parte esencial de los modelos mds aceptados de redes globales de
regulacion metabolica en bacterias (Saier, 1996). Por otra parte, la informacién de operones
completos, incluyendo secuencias de promotores de glucosiltransferasas en Leuconostoc o

Streptococcits, es muy escasa y se limita al reporte de promotores putativos (Ferreti et al, 1987;
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Wilke-Douglas et al, 1989; Gilmore et al, 1990; Abo et al, 1991; Simpson et al, 1995; Monchots et
al, 1996; Argtiello-Morales et al, 2000). No es el caso del promotor de una fructosiltransferasa

de §. mutans, 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 et
al, 1995; Kim &Robyt, 1994; Kim & Robyt, 1995). Otra alternativa para alcanzar este objetivo
y para obtener cepas hiperproductoras seria la aplicacién de ingenieria genética, para lo cual
el conocimiento de la regién promotora y del mecanismo de regulacién de estos genes es

fundamental.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

Se decidi6é abordar el modelo de estudio desde varias perspectivas, comenzando por una
caracterizacion bioquimica clasica, seguida de un estudio preliminar, a nivel molecular de

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

Considerando que en el grupo de trabajo no se contaba con informacion sobre el perfil
bioquimico de algunas cepas de coleccién con las que se trabaja habitualmente, esta primera

etapa proporcionaria dicha informacién basica.

Al trabajar con L. mesenteroides habian surgido algunas de las preguntas de interés. Por
ejemplo, en vista de la inestabilidad en la produccién de dextransacarasas al término de
varias resiembras, era importante verificar la presencia de plasmidos en esta cepa, ya que esto

podria aportar informacién para explicar tal comportamiento.

Por ofra parte, se han reportado dextransacarasas de diversos pesos moleculares producidas
por la cepa B-512F, y se podria sospechar que éstas provinieran de la expresion de diferentes
genes, Sin embargo, no se ha identificado el ntmero de genes que codifican para
dextransacarasas en esta cepa, por lo que se exploré un acercamiento por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando oligonucleétidos especificos para regiones
conservadas en las glucosiltransferasas, esperando obtener informacién preliminar sobre el

numero de dextransacarasas presentes en algunas cepas de L. mesenteroides de interés.

15



CAPITULO 2

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

OBJETIVOS

¢ Determinar el patrén de azlcares fermentables de las cepas de L. mesenteroides NRRL

B-512F, B-1299 y B-1355.
¢ Determinar la presencia de plasmidos en la cepa NRRL B-512F.

¢ Determinar el nimero y tamafio de productos de amplificacion obtenidos utilizando
oligonucleétidos especificos para regiones conservadas de glucosiltransferasas a partir del

DNA las cepas de L. mesenterpides NRRL B-512F, B-1299 y B-1355.

MATERIALES Y METODOS
Cepas utilizadas y condiciones de cultivo.

l.as cepas de L. mesenteroides se obtuvieron de la coleccion del Northern Regional Research
Laboratory (NRRL) Peoria, IHinois. Se partié de células liofilizadas que se reactivaron en el
medio descrito en la Tabla 2. El pH del medio se ajust6 a 6.9 con 4cido ortofosférico, antes de
esterilizar. Las células reactivadas en fase exponencial de crecimiento se conservaron a -20°C
en una solucién de glicerol al 15% (v/v) y se utilizaron como inéculos para las siguientes

fermentaciones.
Determinacién del patrén de azicares fermentables.

Se utilizé el sistema Api 50 CHL (bioMérieux, SA), que consiste en una placa con 50 mini
celdas que contienen diversos sustratos fermentables por las bacterias lacticas. Se inocula con
50 pL. de una suspensién de células y se observa el vire del indicador de pH (parpura de
bromocresol) en caso de que el carbohidrato haya sido utilizado, al término de 24 y 48 h de
incubacién anaerobia a 29°C. Para identificar al microorganismo, el perfil bioquimico

obtenido se compara con una base de datos computarizada.
Extraccién de DNA total.

Se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita por Murphy et al (1987) y Miller ef 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 incorporé un paso de digestién con lisozima. El
procedimiento se describe en el Anexo A.

Tabla 2. Composicién del medio de cultivo
de Lenconostoc mesenteroides NRRL B-512F.

Componente Conc(ergr;;ac ion
Sacarosa 40
Extracto de levadura 20
K:HPO; 20
NigSOs7H0 03
CaClz2HxO 0.02
FeSQ:7H0 0.01
MnSO,7H,O 0.01
NaCl 001

Extraccion de DNA plasmidico.

Se realizé utilizando una metodologia combinada entre el método de extraccion 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 plasmidos se realizé un gradiente discontinuo de cloruro de

cesio, por la metodologia descrita por Towner (1991).
Diseiio de oligonucleétidos y condiciones para la PCR.

Se llevo a cabo un alineamiento de las estructuras primarias de glucosiltransferasas
reportadas hasta ese momento en la literatura: Streptococcus dowmei (gtf-S), S. nutans (gtf-C),
S. sobrinus MFe28 (gtf-1), S. salivarius ATCC 25975 (gtf-]) v una de L. mesenteroides NRRL B-
512F (dsr-S) (Gilpin et al, 1985; Ferreti ¢t al, 1987; Gilmore ef al, 1990; Giffard et al, 1991; Wilke-
Douglas et al, 1989). El alineamiento multiple se realiz6é 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
amino4cidos de la dextransacarasa de L. mesenteroides (secuencia 4 del Anexo D) tales
regiones son las siguientes: Dass - P349, Lag2 - Gaon, Lso7 - Ns25,, Rsag - Qse2, Iosi ~ Loga, en donde

las primeras cuatro corresponden al extremo catalitico N-terminal,

Tomando en cuenta el alineamiento anterior, se seleccionaron las dos regiones consenso
extremas: del N-terminal Das - Pag y del C-terminal Isg1 - Loos, y se sintetizaron dos
oligonucledtidos 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 524% G+C

Oligo 2-1

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

La reaccion se llevé a cabo utilizando 2.5 U de Taq (Gibco BRL), 100 ng de templado y
1.5 mM MgCl. Después de calentar la mezcla de reaccién 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 periodo de extensién

a 72°C por 5 min.

RESULTADOS Y DISCUSION
Patrén de aziicares fermentables

En la Figura 4 se muestra el patron de aziicares utilizados por tres cepas de L. mesenteroides de
la coleccién del NRRL: B-512, B-1299 y B-1355. Se eligieron las cepas B-1299 y B-1355, ademas
de la B-512F, debido a que son las que han presentado mayor importancia en ¢l ambito

industrial.
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Se realiz6 también el andlisis a otra cepa que habia sido aislada en el laboratorio. Se
sospechaba que era una mutante espontédnea de la cepa B-512. Debido a que la morfologia de
la colonia en placa era no mucoide, podria tratarse de una cepa dextransacarasa negativa
{dsr-5-). El contar con una mutante de este tipo podria ser de mucha utilidad, por lo que se le

hizo el andlisis bioquimico béasico con el fin de comprobar su identidad.
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Figura 4. Patron de fermentacién de azicares de varias cepas de Leuconostoc
mesenteroides. A B-512F, @ B-1299, # B-1355, a cepa no identificada.

Los resultados indican un patrén muy similar de consumo de aztcares entre las tres cepas de

Leuconostoc; aunque la B-512 tiene mayor capacidad de utilizacién de carbohidratos, ya que es
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capaz de utilizar azdcares que las otras dos cepas de coleccién no pueden metabolizar. Este
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 coleccion presentan un 99.9%
de identidad con L. mesenieroides. Lo que no ocurrio con la supuesta mutante, ya que tuvo un
93.6% de identidad con Lactococcus fermentum, por lo que dejo de ser de interés para ser
utilizada como célula huésped para experimentos de clonacién. Sin embargo, cabe aclarar
que la herramienta concluyente para la identificacion de este microorganismo seria la

secuenciacion del rRNA 16s.

Determinacién de presencia de plasmidos.

Al extraer el DNA total de las cepas estudiadas, se encontr6 la presencia de varios plasmidos
en la cepa B-512F al igual que en otras cepas (Figura 5, panel A). La migracién del DNA
(carriles 1 y 2) corresponde a la descrita por Kado & Liu (1981) para plasmidos de alto peso
molecular. Se realizé un gradiente discontinuo de cloruro de cesio (Figura 5, panel B), con el
que se confirmé la presencia de DNA plasmidico en la cepa B-512F. Adicionalmente, se
modificé la metodologia para la extraccion de plasmidos con el fin de adecuarla para

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

En las bacterias lacticas existen diversas actividades enzimaticas codificadas en plasmidos, 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. mesenteroides, puede ser elemento para
sostener la hipotesis, de que el gen o genes que codifican para la actividad dextransacarasa
pudieran estar codificados en elementos extracromosomales. Las dextransacarasas son
proteinas de alto peso molecular, por lo que los genes que las codifican deben ser de varias
kilo bases. Especificamente, el gen dsr-5 tiene un tamano de aproximadamente 4,800 pb; por
lo que, de encontrarse en plasmido, éste deberia ser de alto peso molecular. Hasta la fecha se

ha reportado la caracterizacion parcial de dos plasmidos en L. mesenteroides, 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).

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: DNA cromosomal. P: DNA plasmidico.
(B) Gradiente discontinuo de cloruro de cesio, cepa B-512F.

Amplificacién de regiones variables de genes que codifican para glucosiltransferasas.

En este andlisis se hizo la amplificacién de regiones localizadas entre dos secuencias
altamente conservadas en los genes que codifican para dextransacarasas. En la seccién de
Materiales y Métodos se describe el disefio de los oligonucleétidos usados como primers. En
la Figura 6 se muestran los productos de amplificacién obtenidos. Se sometieron a este

andlisis las cepas de coleccién 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 et al, 1989), para la cepa B-512F se
esperaria obtener un producto de amplificacién de 1,965 pb. Los resultados de la Figura 6

muestran s6lo un producto de amplificacién para esta cepa, cuyo tamano corresponde al

esperado, de aproximadamente 2,000 pb.
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Figura 6. Productos de la amplificacién 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
DNA repetitivo de 100 pb.

En las cepas B-1299 y B-1355 se obtuvieron varios productos de amplificacién. En el
momento en que se llevé a cabo este experimento, todavia no se conocian 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 et al, 1996 y 1998b) y dsr-C y asr de la cepa B-1355
(Argiello-Morales et al, 2000; Argiello-Morales, 2000), se sabe que los productos de

amplificacién esperados para estos genes tendrian un tamarno 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
hibridacién no especifica de los oligonucleétidos utilizados como primers. Sin embargo, cabe
mencionar que las regiones conservadas identificadas como resultado del alineamiento del

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

Los resultados anteriores nos llevaron a la implementacién de otra metodologia para poder

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

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Se determind la presencia de plasmidos de alto peso molecular en las cepas B-512F, B-1299 y
B-1355. Por lo anterior, seria de interés verificar la localizacién de los genes que codifican

para dextransacarasas en estas cepas.

En la cepa B-512F sélo se obtuvo un producto de amplificacién con el tamafio esperado de
acuerdo a la secuencia reportada para el gen dsr-S, sin embargo este resultado no aporta
evidencias sustentables para asegurar que so6lo exista un gen que codifica para

dextransacarasas en esta cepa.
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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE
LA ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA
DE Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

EN DIVERSAS FUENTES DE CARBONO

Comunmente se ha considerado que Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produce una
dextransacarasa {DSR-5) cuando se encuentra en un medio con sacarosa, molécula esta tltima
que actda como fuente de carbono y como inductor. Los resultados del Capitulo 2 indican
que probablemente sélo exista un gen que codifique para dextransacarasas en esta cepa. Sin
embargo, este resultado no es concluyente ya que los oligonucleétidos utilizados como
primers fueron disefiados tomando en cuenta regiones conservadas en varias
glucosiltransferasas y en la DSR-5, pero cabria la posibilidad de la existencia de otras
dextransacarasas que no presentaran homologia en esas regiones o que los productos de
amplificacién fueran de tamario 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 llevé a
plantear la hipotesis 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 podria evidenciar

su presencia al cultivar a] microorganismo en un medio libre de sacarosa.
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Se persigue comprobar la hipétesis determinando la presencia y la naturaleza de la actividad
dextransacarasa obtenida en diferentes fuentes de carbono.  Adicionalmente, esta
informacién podria contribuir al esclarecimiento del mecanismo de regulacién de la

produccion de la actividad dextransacarasa en esta cepa.

OBJETIVOS

* Detectar la presencia de actividad dextransacarasa en sobrenadantes 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 METODOS
Cepa utilizada y condiciones de cultivo.

Se parti6é de células liofilizadas de la cepa B-512F que se reactivaron en cada una de las
fuentes de carbono que se mencionan mas adelante. Con el fin de asegurar que cualquier
resto de sacarosa fuera eliminado, se llevaron a cabo tres cultivos sucesivos‘a 29°Cy 200 rpm,
en los medios con las fuentes de carbono alternas, utilizando como inéculos células en fase
logaritmica de crecimiento del cultivo anterior en cada fuente de carbono. Cé¢lulas en fase
exponencial de crecimiento de la tercera resiembra, con una concentraciéon de 1.95 X 10°
UFC/mL, se conservaron a -20°C en una solucién de glicerol al 15% (v/v) vy se utilizaron

como inéculos para las siguientes fermentaciones.

Se utilizé el mismo medio de cultivo descrito en la Tabla 2 (Capitulo 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 (¢} D-xilosa. En todos los casos, la

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

equivale a 40 g/L.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo a nivel matraz, Erlen-Meyer de 250 mL, en incubadoras
(New Brunswick Scientific, modelo G-25) con agitacion orbital a 200 rpm. Para la
caracterizacidén cinética de la fermentacién con sacarosa se utilizé un volumen de 50 mL
{relacion 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 (relacién volumen de medio/capacidad del matraz de 0.4) y se incubaron a 25°C,

Se determiné el crecimiento del microorganismo por turbidez a 600 nm en un
espectrofotémetro Perkin-Elmer A3A. La densidad optica se correlacion6 con el namero de
microorganismos por medio de curvas de calibracién. Las unidades formadoras de colonias
se determinaron por cuenta en placa después de incubar, 24 h a 29°C, en medio para cuenta

de mesdfilos en placa.
Andlisis de azicares de los medios de cultivo.

Las concentraciones de D-glucosa y D-fructosa se determinaron por un método enzimatico
(Boehringer Mannheim GmbH) en el que se genera NADPH en cantidad estequiométrica a la
de los azicares, el NADPH es posteriormente cuantificado espectrofotometricamente. La

sacarosa se determind por el mismo método, previo tratamiento con invertasa (Sigma).
Concentracion de la actividad dextransacarasa.

Todos los cultivos se detuvieron al alcanzar la mitad de la fase exponencial de crecimiento.
En este momento se registré el pH final el cultivo y éste se ajusto con buffer de acetatos 1 M,
pH 54, hasta alcanzar una concentracion de 20 mM. Entonces, se procedi6é a separar las
células del volumen total de cultivo, por centrifugacién (10,000 X g, 15 min, 4°C) y posterior
filtracion por membrana (Millipore con didmetro de poro de 0.2 um). Posteriormente, la
enzima extracelular se concentré utilizando un método de particién liquido/liquido; 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 utiliz6 en todos los casos el volumen total del sobrenadante del cultivo.
A los sobrenadantes libres de sacarosa se les adicion6 dextrana T70 a una concentracién final

de 5 g/L y se incubaron 12 h a 4°C como paso previo a la extraccion con PEG.
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En el proceso de extraccion de la enzima con PEG se producen dos fases. La inferior, rica en
dextrana (asociada a la dextransacarasa), se separé por centrifugacion (7,000 X g, 20 min,
4°C). La pastilla obtenida se lavé y resuspendio en un volumen no mayor a 2 mL de buffer

de acetatos 20 mM pH 5.4. La preparacion enzimatica se conservé a -20°C.
Medicion de la actividad dextransacarasa.

La actividad glucosiltransferasa de la preparaciéon enzimatica concentrada con PEG como se
describi6é previamente, se determind en todos los casos por triplicado, midiendo los azticares
reductores liberados durante la reaccion enzimatica en presencia de sacarosa a 30°C en buffer
de acetatos pH 5.4. Los azicares reductores se determinaron por el método del 4cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) reportado por Sumner y Howell (1935). Para las preparaciones
enzimaticas concentradas obtenidas a partir de sacarosa, se utilizé una alicuota de 50 pl,
mientras que para las preparaciones enzimaticas obtenidas a partir de las fuentes alternas a
sacarosa, se utilizé una alicuota de 200 a 400 pL. dependiendo de la actividad presente. En

todos los casos, el volumen total de la reaccion fue de 800 pl.

Una unidad de actividad dextransacarasa se define como la cantidad de enzima que libera
una umol de fructosa por minuto a pH 5.4 y a 30°C, en una solucion con 100 g/L de sacarosa,
0.05 g/L de CaCl, y 1 g/L de NaNs. La actividad especifica se reporté como unidades por
gramo de proteina total del cultivo. Para determinar la concentracion de la proteina total se
precipité un volumen de cultivo con un volumen de 4cido tricloroacético al 10% (w/v).
Después de mantener en congelaciéon un minimo de 3 h, se separd la pastilla por
centrifugacién (10,000 X g, 10 min, 4°C} y se resuspendi6é en un volumen de NaOH 0.1 N. La
cuantificacién de la proteina soluble se llevé a cabo por el método de Lowry (1951),

utilizando albiimina sérica bovina como estandar.
Electroforesis de proteinas y deteccién de actividad glucosiltransferasa in situ.

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 utilizé el sistema de centrifugacion - ultrafiltracién Centricon 30 (Amicon). Se depositaron
en el gel 20 pL de caaa una de estas muestras concentradas. 9 puL del sobrenadante de las
fermentaciones con sacarosa se depositaron en el gel sin ningun tratamiento previo para su
analisis. Las muestras de sobrenadantes se aplicaron en paralelo en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 7% (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Después de levar a cabo la
electroforesis a un voltaje constante de 100 V, el gel se cort6 por el eje de simetria y una mitad
se tifi6 con azul de Coomassie R-250. Para estimar el peso molecular de las bandas proteicas,
se utilizaron estandares de alto rango de peso molecular para SDS-PAGE (Bio-Rad
Laboratories). La otra mitad del gel se lavé dos veces (20 min, en bafio de hielo) con una
solucion de tritén 100X al 0.1% (w/v) en buffer de acetatos 20 mM, pH 5.4, con 0.05 g/L de
CaCly. Posteriormente, se incubd a temperatura ambiente en una solucién con la misma
composicién que la anterior, pero en presencia de 100 g/L de sacarosay 1 g/L de NaNs. Para
la deteccion de actividad levansacarasa se sigui¢ el mismo procedimiento, utilizando rafinosa

a una concentraciéon de 100 g/ L como sustrato en lugar de sacarosa.
Sintesis de oligosacaridos y dextrana.

Las reacciones de aceptor para la sintesis de oligosacaridos se ilevaron a cabo a 30°C, en una
solucién con 100 g/L de sacarosa, 33.3 g/L de maltosa, 0.05 g/L de CaCly, 1 g/L de NaN; y
0.25 U/mL de dextransacarasa en buffer de acetatos 20 mM, pH 5.4, en un volumen final de 2

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

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

El tiempo de reaccion fue el necesario para tener una conversién del 100%.
Anilisis de oligosacaridos.

Una vez inactivada la enzima, los 2 mL de muestra se filtraron a través de una membrana
Millipore de 0.45 pm y se diluyeron 10 veces en agua bidestilada. Se utilizaron 10 pL de
muestra para el analisis de oligosacaridos, el que se realizd en un cromatégrafo Waters-

Millipore con detector de indice de refraccién, utilizando una columna nBONDA-PAK C18
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Waters-Millipore. Como eluyente se utilizé agua bidestilada y desionizada a un flujo de

0.5 mL/min.
Analisis de dextrana.

El polimero se sintetiz6 en un volumen de 6 mL y se precipité con dos volimenes de etanol
absoluto, la pastilla se recuperd por centrifugacién y se lavé con etanol al 75% antes de ser
resuspendida en agua desionizada. El polisacdrido resuspendido se liofiliz6 para ser
analizado por el método previamente reportado de resonancia magnética nuclear de 13C
(Dols et al, 1997a). Los desplazamientos quimicos fueron asignados a cada carbono de

acuerdo al reporte de Seymour et al (1976).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética de fermentacién de Lenuconostoc mesenteroides NRRL B-512F en sacarosa.

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

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

Con respecto al perfil de azdcares presentes en el cultivo, se puede observar que durante las
primeras cuatro horas existe liberacién 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. mesenteroides (Robyt & Walseth, 1979),
pero debido a que no se pudo detectar glucosa en el sobrenadante se infiere que la actividad

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

Se observa que la produccién de dextransacarasa estd asociada al crecimiento y se obtiene un
maximo de actividad al final de la fase exponencial (1.8 U/mL). Es notoria la caida 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 fenémeno de inactivacién irreversible (Miller et al, 1986).
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Figura 7. Perfil de la fermentacién de L. mesenteroides NRRL B-512F en las condiciones
estindar de produccién de dextransacarasa.

A Sacarosa, ¥ fructosa, % pH, O actividad dextransacarasa, o densidad 6ptica.

Cinética de crecimiento en fuentes alternas a la sacarosa.

Se estudid el comportamiento del microorganismo cultivado en diferentes azticares. Se
eligieron como fuentes de carbono alternas a la sacarosa a la glucosa y la fructosa, por ser sus
productos de hidrélisis y, ademés, porque tienen en comiin algunas reacciones de la ruta de
fosfocetolasa (Figura 3, Introduccién). Las diferencias encontradas en lo que respecta al
crecimiento y a la produccién de dextransacarasa podrian aportar informacién sobre el
metabolismo de carbohidratos y sobre los probables mecanismos de regulacién de la sintesis

de la dextransacarasa. La xilosa se incorpora a la via de fosfocetolasa en un punto que tienen
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en comun las vias catabélicas de los otros tres azucares, por lo que el comportamiento de L.

niesenteroides 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 eligi6 esta temperatura para evitar una posible pérdida de
actividad dextransacarasa por desnaturalizacién térmica. La concentracién 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, A fructosa+tglucosa, ® glucosa, m fructosa, ¥ xilosa.

De acuerdo a las curvas de crecimiento, se calcularon las siguientes velocidades especificas de
crecimiento (u): 0.64, 0.50, 0.49, 0.32 y 0.29 h-! para sacarosa, la mezcla equimolar de fructosa y
glucosa, D-glucosa, D-xilosa y D-fructosa, respectivamente. A partir de la p con sacarosa, se

calculé un tiempo promedio de generacién de 1 h.
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Garvie (1986) reporta que varias especies de Lenconostoc prefieren utilizar como fuente de
carbono fructosa en lugar de glucosa, pero no es el caso de la cepa NRRL B-512F. En la
fermentacién con la mezcla de glucosa y fructosa, como se muestra en la Figura 9, a pesar de
que ambos carbohidratos se consumen simultdneamente, existe un consumo preferencial de

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

NRRL B-1299 de L. mesenteroides (Dols, et al, 1997b).

- 7.39
% I
by - 2.72
g B
Q
<] r 8
g 2
s g
:E :— 1.00
@
=
|43

-037

Tiempo (h)

Figura 9. Perfil de consumo de azticares por L. mesenteroides en un medio con una mezcla
eqimolar de glucosa y fructosa. ¥ Fructosa, ® glucosa, m densidad éptica.

Asi mismo en ambas cepas se observa que la 1 en sacarosa es aproximadamente el doble que
la obtenida en fructosa. Esto podria explicarse debido a que se obtienen més moléculas de
ATP cuando la fuente de carbono es sacarosa o glucosa, debido a que cuando se utiliza

fructosa una parte de ésta se utiliza en la sintesis de manitol (ver Figura 3). Adicionalmente,
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como la sacarosa fosforilasa no utiliza ATP, sino P;, esto representa una ganancia de energia

para la célula que crece en sacarosa.
Determinacion de actividad dextransacarasa en las diversas fuentes de carbono.

Se determin6 la actividad dextransacarasa en los sobrenadantes concentrados de las
fermentaciones descritas anteriormente. Se detuvo la fermentacién al llegar a la fase
exponencial tardfa, para evitar la desnaturalizacion por efecto del pH o por algin efecto
proteolitico. Como se muestra en la Tabla 3, se encontré actividad dextransacarasa en todos
los sobrenadantes analizados. En todos los casos los resultados fueron reproducibles ya que

presentaron un coeficiente de variacién menor al 5%.

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

Fuente de carbono pH final Actividad Factor de
(117 mM) dextransacarasa induccién
(U/mg proteina)

D-xilosa 6.7 0.005 1
D-glucosa 5.9 0.039 8
D-fructosa 59 0.050 10

D-glucosa + D-fructosa 5.5 0.104 21

Sacarosa 6.0 2.390 478

Es importante senalar que utilizando el método de concentracién con PEG, se obtienen
preparaciones libres de azicares reductores; asi fue posible detectar por el método de DNS
actividades tan pequefias como la obtenida con xilosa. Esta podria ser considerada como la
expresion basal de la dextransacarasa, mientras que el nivel obtenido con sacarosa es
resultado de un fenémeno de induccién. 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 induccién. Es importante hacer notar que la produccién de
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dextransacarasa con otras fuentes de carbono diferentes a la sacarosa no se habia reportado

con anterioridad en esta cepa.

En Leuconostoc, la xilosa se incorpora a las rutas metabolicas 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 induccién de la dextransacarasa se deben a la presencia o
diferencias en concentracién de algin compuesto involucrado en los pasos iniciales del
metabolismo de los otros aztcares. Es probable que la diferencia en el metabolismo de
sacarosa, respecto al de giucosa y fructosa sea a nivel del transporte hacia dentro de la célula,
o en el paso de fosforilacion de la hexosa que se incorpora a la ruta de fosfocetolasa. Otro
aspecto que llama la atencién es la diferencia en el nivel de induccién entre la sacarosa y la
mezcla de glucosa y fructosa. En el siguiente capitulo se abordaran otros aspectos sobre el

efecto inductor de la sacarosa en la produccion de dextransacarasa.

Caracterizacién electroforética de las proteinas obtenidas en fuentes de carbono alternas a

Ia sacarosa.

Con el objeto de conocer el tamafio de las proteinas presentes en las preparaciones
enzimaticas descritas anteriormente y para distinguir aquéllas capaces de sintetizar polimero
en presencia de sacarosa, se llevé a cabo un andlisis electroforético y un ensayo de actividad
in situ. En la Figura 10 (panel B) se presenta el resultado de este andlisis para las proteinas
extracelulares de fermentaciones con fructosa y glucosa. En el panel A se muestra la tincién

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

En la tincién con azul de Coomasie, carril 1, se pueden observar dos bandas de alto peso
molecular, una intensa de 170 KDa y una maés tenue de 160 KDa; adicionalmente se aprecian
dos bandas tenues, de 116 y 97 KDa respectivamente. Este mismo patrén se presenté en los
sobrenadantes de los cultivos con glucosa y fructosa, sin embargo, como las bandas eran
demasiado tenues, no se muestran aqui. En el ensayo de actividad 1 sifu (carriles 2, 3 y 4), se
pueden observar claramente dos bandas que sintetizan polimero 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 mas 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 demds se hicieron evidentes después de varios dias de incubacién

con sacarosa.

La dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL B-512F tendria 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 et al,
1986; Funane et al, 1995). Por lo anterior, se puede concluir que las bandas de 170 y 160 KDa

son dextransacarasas.

Figura 10. Andlisis electroforético y deteccién de actividad in situ de sobrenadantes
obtenidos con diversas fuentes de carbono. (A) Gel teiiido con azul de Coomasie:
marcadores de pesc molecular y sobrenadante de cultivo con sacarosa, carriles MW
y 1. (B) Produccién de polimero in situ 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 comprobé al realizar
otro ensayo de actividad in situ utilizando como sustrato rafinosa (sustrato especifico para la
levansacarasa), en lugar de sacarosa. En el ensayo con rafinosa, se observd que sélo las
bandas mencionadas eran capaces de sintetizar un polimero (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 incubacién
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largo para evidenciar esta actividad, se puede explicar considerando que estas enzimas

estuvieran presentes en muy bajas concentraciones.

Caracterizacién de los productos de reaccion de las dextransacarasas obtenidas en las

diferentes fuentes de carbono.

Una caracteristica importante de las dextransacarasas es la especificidad en la sintesis de
enlaces glucosidicos entre las unidades de D-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 pequefia proporcién de enlaces a-{1-3) en las ramificaciones.

Por otra parte, en la sintesis de oligosacaridos la dextransacarasa B-512F transfiere una
molécula de D-glucosa a la maltosa con enlace a-(1—6), produciendo un trisacarido (panosa
o DP3) que, a su vez, es una molécula aceptora de otra glucosa, sintetizando un tetrasacarido
(DP4) con el mismo tipo de enlace. De esta manera se sintetiza una serie de oligosacéridos
con enlaces a-(1—6), donde cada oligosacérido es el producto de transferencia de una unidad
glucosilo sobre un oligosacarido de grado de polimerizacidn 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 oligosacaridos.
Analizando la estructura de los productos de reacciéon se puede comprobar si tienen las
mismas caracteristicas. En las Figuras 11 y 12 se presentan los resultados de los anélisis de
RMN de 13C y de HPLC, respectivamente para la dextrana y los oligosacaridos producidos

con las preparaciones enzimaticas ya descritas.

El espectro de RMN de 13C, muestra que la estructura del polimero 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 quimicos (ppm) que se
observan son los caracteristicos de una dextrana linear con enlaces o-(1—6): 99.9 al carbono 1
(C-1), 75.6 al C-3, 73.6 al C-2, 724 al C-5, 719 al C-4 y 68.2 al C-6. Los carbonos 1 y 6 estén

desplazados de su posicién normal (105 y 60 ppm, respectivamente), ya que estan formando
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e ]

el enlace glucosidico. Es interesante que no se haya detectado la produccién de levana en
este andlisis. Como se habia mencionado anteriormente, es muy probable que la actividad
levansacarasa sea muy baja a comparacién de la dextransacarasa, que bajo estas condiciones,

utiliza al sustrato con mas rapidez.

(C-1”

99.9

100 95 0 L} 80 15 0 65 60

PPM

Figura 11. Analisis de RMN-3C de dextrana producida con dextransacarasa obtenida en
medios con fructosa (A), glucosa (B) y sacarosa (C).

Respecto a las reacciones de aceptor, también se observa que con las tres preparaciones
enzimaticas se obtiene el mismo tipo de oligosacaridos, productos de la trasferencia de
glucosas con enlaces a-(1—>6) a la maltosa, mismos que ya han sido reportados para la

enzima de la cepa B-512F (Paul et al, 1986).
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Figura 12. Andlisis de HPLC de oligosacaridos 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 induccién. La mayor produccién se dio en presencia de
sacarosa, mientras que la actividad obtenida en el cultivo con xilosa se considera el nivel

basal de produccién de actividad dextransacarasa.

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

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

97 KDa.

Las dos dextransacarasas que se observan en los geles de poliacrilamida podrian provenir de
la expresion de genes diferentes. Como hasta ahora no se tienen resultados concluyentes
sobre el nitmero de genes para dextransacarasas en esta cepa, mas adelante se volvera a

abordar el tema con otro enfoque de genética molecular.
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ESTUDIO SOBRE LA INDUCCION DE LA
ACTIVIDAD DEXTRANSACARASA EN
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

Desde los primeros estudios sobre las dextransacarasas de Lenconostoc, se ha considerado que
la sacarosa se debe utilizar como fuente de carbono y como inductor en la produccién de
enzima. No obstante, en este trabajo se demostré que existe un nivel bajo de produccion de
dextransacarasa utilizando otros azucares en el medio de cultivo, como en el caso de la
fructosa y la glucosa (Capitulo 3). De acuerdo a estos resultados surge la inquietud de
abordar el modelo de estudio desde esta perspectiva, con la finalidad de aportar informacién
sobre el papel de la sacarosa en Ia expresién de la dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL

B-512F.

OBJETIVOS

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

células de L. meseitercides NRRL B-512F.

e Determinar el nivel minimo de sacarosa que induce la actividad dextransacarasa en este

microorganismo.
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MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo.

Las fermentaciones se llevaron a cabo a nivel matraz, Erlen-Meyer de 250 mL, en incubadoras
con agitacion orbital a 200 rpm, en un volumen de 100 mL y se incubaron a 25°C. Se empleé
la misma composicién del medio de cultivo que en el Capitulo 2, con diversos aziicares como
fuente de carbono en una concentracion de 50 mM. Como in6culos se utilizaron células de la
tercera resiembra en cada fuente de carbono (conservadas en glicerol al 15% (v/v) a -20°C}

con una concentracién de 1.95 X 10° 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 determiné midiendo la
densidad optica 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 produccién de
dextransacarasas (ver Tabla 2) diluido al 50%. Posteriormente, las células se transfirieron a 50
mL de medio de produccién de dextransacarasas (sin diluir), que contenia una concentracién
de sacarosa de 117 mM. Después de incubar a 25°C por tres horas, se detuvo la fermentacion,
se ajustd el pH a 5.2 y se separaron las células del sobrenadante por centrifugacién de
acuerdo a lo descrito en el capitulo anterior. Una vez incubado el sobrenadante 12 h con
dextrana T70 (5 g/L), se concentrd la actividad dextransacarasa extracelular por extraccién
con PEG 1500 y se cuantificé la actividad de las preparaciones enziméticas siguiendo la

metodologia descrita en el Capitulo 3.

En otra serie de experimentos se realizaron varios cultivos del microorganismo utilizando
como fuente de carbono D-fructosa 50 mM, hasta la mitad de la fase exponencial. En ese
momento se agregaron voliimenes variables de una solucién 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 incubacién a 25°C se detuvo la fermentacion, se ajusté el pH a 5.2 y se separaron las

células del sobrenadante. La dextransacarasa extracelular se concentré por extraccién con
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PEG 1500 y se cuantificé la actividad de las preparaciones enzimaticas de acuerdo a lo

descrito anteriormente.
Concentracién y determinacién de la actividad dextransacarasa.

Se siguio el mismo procedimiento descrito en el Capitulo 3: la concentracién se llevé a cabo
por precipitacion con PEG 1500 al 50%. La pastilla obtenida, se lavé y resuspendié en un
volumen no mayor a 3 mL de buffer de acetatos 20 mM pH 5.4. La preparacién enzimatica se
conservd a -20°C. La actividad glucosiltransferasa se determiné en todos los casos por
triplicado, midiendo los aziicares reductores liberados durante la reaccién enzimatica en
presencia de sacarosa a 30°C en buffer de acetatos pH 54. Los azacares reductores se

determinaron por el método de DNS.
Determinacion de la osmolaridad de soluciones de azicares.

La osmolaridad de las diferentes soluciones de aziicares se determind® con el osmdmetro
Osmette, modelo 2007, Precision Systems, Inc. El volumen utilizado para la determinacién

fue de 2 mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

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 produccién de
dextransacarasa, esto es, con una concentracién 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
azucares se escogieron debido a que con ellos se habia observado un nivel bajo de induccién.
En algun otro estudio (Dols, 1997b) se habia considerado que la fructosa ejercia algun tipo de
represion, por lo que los resultados que se obtuvieran con este azucar en especifico serian de

interés.
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Una vez alcanzada la fase de crecimiento exponencial, donde la actividad metabolica est4 al
méximo, las células de cada cultivo se transfirieron al medio de produccién de
dextransacarasas (con sacarosa 117 mM). Tomando como modelo la expresion del operén de
lactosa en presencia de su inductor en Escherichin coli, se esperaba tener la respuesta de
induccién inmediata (Lewin, 1997), pero no fue asi. Se hicieron muestreos cada hora, y no fue
sino hasta la tercera hora en que se pudo determinar la apariciéon 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. Produccion de dextransacarasa por L. mesenteroides NRRL B-512F
con células cultivadas en varias fuentes de carbono,
después de inducir con sacarosa.

. Actividad dextransacarasa
Fuente de carbono ,
(50 mM) (U/mg proteina)
Antes de Después de
adicionar sacarosa | adicionar sacarosa?

D-fructosa 0 0.025
D-glucosa 0.011 0.207
D-xilosa 0 0.569
Sacarosa N.D21 2.392

a Actividad después de 3 h de cultivo. IN.D. Neo determinado.

Es notorio que en ninguno de los casos se llegé a tener un nivel de expresion similar al que
presentaron las células que siempre se habian cultivado en sacarosa. Adicionalmente,

también llama la atencién que se necesité 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 acumulacién de algin compuesto que fuera el que

indujera o potenciara la expresién del gen.

Determinacion de la concentracién minima de sacarosa necesaria para inducir la actividad

dextransacarasa.

Con el fin de determinar el nivel minimo de sacarosa requerido para inducir la produccion de
dextransacarasa, se agregaron diversas cantidades de ésta directamente sobre cultivos en fase
log de fructosa. Se eligié este azticar como fuente de carbono, considerando que, de acuerdo
a los experimentos anteriores, es donde existe una menor produccién de actividad
dextransacarasa al ponerse en contacto con la sacarosa. Se podria pensar que la fructosa o
algin compuesto de su metabolismo tuviera el efecto represor antes mencionado.
Adicionalmente, se determiné la actividad dextransacarasa producida en varias
concentraciones de fructosa, como referencia. En la Tabla 5 se presentan los resultados

obtenidos.

Se observé que la sacarosa presenté un comportamiento muy diferente con respecto a un
inductor tipico, ya que fue necesaria una concentracién muy alta para inducir la expresion.
Las concentraciones usuales de un inductor estdn en el orden de un 0.1%, mientras que en
este caso se necesité casi un 2% {w/v). Aunado a ello, se requirié de un tiempo elevado de

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

El posible efecto represor de la fructosa, reportado por Dols et al (1997b) para la cepa NRRL
B-1299, se descarta desde el momento en que se induce la produccién de dextransacarasa con
concentraciones mayores de 100 mM de fructosa. Mas adelante se aportardn elementos a

nivel molecular que también contradicen el posible efecto represor de la fructosa.
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Tabla 5. Produccion de dextransacarasa por L. mesenteroides NRRL B-512F
en medios con fructosa después de la adicion de sacarosa.

Concentraciéon {(mM) Actividad dextransacarasa
Fructosa Sacarosa (U/mg proteina)

200 - 0.054

117 : 0.050

50 - 0

50 1 0.005 2

50 10 0.0132

50 50 0.105a

20 102 1.930

2 Actividad determinada después de 3 h de contacto con la sacarosa.

Estos resultados sugieren que el fendmeno que se presenta no es la induccién de la actividad
dextransacarasa, ya que existe produccién de enzima con otras fuentes de carbono, aunque
sea en una menor cantidad. Sin embargo, la presencia de la sacarosa, o de algin compuesto
de las primeras reacciones de su metabolismo, pareciera activar la expresién del gen, o podria
activar a algun regulador positivo. Un hecho que soportaria esta hipotesis 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 expresion del gen.

Otra explicacién consideraria que un metabolito en comin en el catabolismo de la sacarosa,
glucosa y fructosa fuera el elemento que activara al regulador positivo. La diferencia en los
niveles de expresién, se podria 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

generaria mayor concentracién de tal metabolito en presencia de sacarosa. Esta hipoétesis
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habria que probarla utilizando células premeabilizadas para la produccion de la

dextransacarasa en las tres fuentes de carbono.

Otra posibilidad seria que el fendmeno de aumento drastico de actividad dextransacarasa se
deba a un efecto osmético causado por la alta concentracién de sacarosa que se necesita para
que se dispare la expresién del gen. Explorando esta posibilidad, se determiné la
osmolaridad en soluciones con una concentracién de 117 mM de cada uno de los
carbohidratos utilizados como fuente de carbono. En todos los casos se determiné 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 adicién 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 produccién de enzima que alcance el nivel de la obtenida con 117 mM de
sacarosa (2.39 U/mg de proteina, Tabla 3, Capitulo 3). Estos resultados, al ser relacionados
con los reportados en la Tabla 3, sugieren que la expresiéon de la dextransacarasa es
independiente de la osmolaridad del medio, fenémeno que habria que comprobar con otras

aproximaciones experimentales.

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

La sacarosa no presenta el comportamiento de un inductor tipico, ya que se requirié de un
tiempo de contacto con las células de tres horas y de una concentraciéon minima de 50mM de
sacarosa para inducir actividad dextransacarasa. En ningun caso se obtuvo la misma
actividad dextransacarasa que la presente en células que siempre se habian 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 produccion de esta enzima en L.mesenteroides NRRL

B-512F.
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ESTUDIO SOBRE LA REGULACION DE
LA EXPRESION DEL GEN dsr-S

DE Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

En los ultimos afios se han hecho grandes avances en el conocimiento de las secuencias de los
genes estructurales de las dextransacarasas, asi como en el estudio de la relacién estructura-
funcién de estas proteinas. No obstante, todavia quedan varias preguntas por contestar en lo

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

Concretamente, en las bacterias del género Leuconostoc es muy limitada la informacién sobre
regiones promotoras o de regulacién. Sélo se han determinado experimentalmente los
promotores de los genes mae y clyR, involucrados en el metabolismo de citratos en L.

mesenteroides subsp. cremoris (Bekal-Si ef al, 1999).

En el Capitulo 4 de este trabajo se analizaron algunos aspectos del papel de la sacarosa en el
mecanismo de induccién de la dextransacarasa en L. mesenteroides NRRL B-512F, sin embargo
no se pueden obtener conclusiones definitivas con estos resultados. Tal situacién desperté el
interés de llevar a cabo una serie de experimentos orientados al estudio de la expresion de
gen dsr-§ desde una dptica molecular, que abordara el analisis del mensajero producido bajo
diferentes condiciones de cultivo. Asi como la identificacién y el andlisis de la region

promotora del gen dsr-S.
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ESTUDIO SOBRE LA REGULACION DE LA EXPRESION
DEL GEN dsr-S DE Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F

OBJETIVOS

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

— Inicio de la transcripcién
— postraduccional

» Determinar el tamaio del mensajero.
¢ Identificar el sitio de inicio de la transcripcién y regién promotora

¢ Identificar posibles regiones reguladoras.

MATERIALES Y METODOS
Condiciones de cultivo.

L. mesenteroides B-512F se cultivé en medios con la composicién ya descrita, con las siguientes
fuentes de carbono en una concentracién de 117mM: sacarosa, D-fructosa, D-glucosa y
D-xilosa. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 29°C, en matraces Erlen-Meyer de 250 mL,
con agitacién orbital (200 rpm). Se determiné la curva de crecimiento en cada caso por
densidad 6ptica a 600 nm. Esta se correlaciond con el niimero de microorganismos por
medio de curvas de calibraciéon. Las unidades formadoras de colonias se determinaron por

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

Extraccién de RNA total.

La extraccion de RNA total de células cultivadas en sacarosa, se hizo a la hora de iniciada la
fermentacion, a las 3.5 horas (fase exponencial) y a las 6 horas de fermentacion (fase
estacionaria). En el caso de los cultivos en glucosa, fructosa o xilosa, se extrajo RNA total sélo

de células en fase exponencial de crecimiento.

El RNA se extrajo a partir de 1 X 108 células. Estas 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 eliminé el DNA contaminante con DNAsal (Amplification
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Grade, Gibco BRL) antes de ser utilizado para el analisis de hibridacion. El procedimiento

seguido se reporta en el Anexo C.
Disefio de sonda y condiciones para la hibridacién tipo Northern.

El plasmido pBF7, que se encuentra en una cepa de E. coli DH1, fue construido por Monchois
et al (1997) y tiene clonado el gen dsr-5, Figura 13. La regién de 1.1 kb comprendida entre los
sitios de restriccién Sall y Ndel, contiene el dominio catalitico de la dextransacarasa,
reportado previamente (Funane et al, 1993; Mooser et al, 1991; Shimamura et al, 1994), por lo
que tal fragmento se utilizé6 como sonda especifica para la dsr-S. Se marcé con %P utilizando
el sistema Megaprime DNA labelling system (Amersham), siguiendo las recomendaciones

del proveedor.

Neo ! Fco R1Q.270
Sere: §100. 276

Sph 17,50
Nede 1320
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¢

Neo 12003
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Fru 15881 S Nde 1 2714
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Xher UiSul $Fss HSph # 3842

Eco RF43060
HBom HE 4570

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

Para el anélisis de hibridacién, 7 pg de RNA total de cada muestra se separaron por
electroforesis en gel desnaturalizante de formaldehido-agarosa de acuerdo a la metodologia

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

a temperatura ambiente con SSC 2X + 0.1% SDS y dos veces con SSC 1X + 0.1% SDS.
Determinacion del sitio de inicio de transcripcion.

Se determind el extremo 5" del mensajero obtenido de células cultivadas en sacarosa, glucosa
y xilosa. Se utilizé el Sistema para Amplificacion Répida de Extremos 5 de cDNA (5'-RACE,
Gibco BRL). Este consiste en la sintesis de cDNA a partir del mensajero que se quiere
estudiar, seguido de la amplificacion con PCR del extremo 3’ del cDNA, que corresponde al

5" del mensajero.

Para la sintesis del cDNA se utiliz6 la Superscript Il Reverse Transcriptase (Gibco BRL) y el
oligonucledtido Oligo 2-1 descrito en el Capitulo 2, con una temperatura de hibridacién de
42°C.

Para la amplificacion del extremo 3" del ¢DNA se necesitdé un primer especifico
complementario a la regién del N-terminal del gen que se va a estudiar. En este caso se
escogi6é una region a 300 pb de distancia de la primera metionina del gen dsr-S, cuya

secuencia es la siguiente:

Oligo Invll

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

La amplificacién se llevé a cabo utilizando 2.5 U de Taq (Gibco BRL) y 1.5 mM MgCl..
Después de calentar la mezcla de reaccién 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 periodo de extension a 72°C por 5
min,

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

Product Purification kit (Boehringer Mannheim GmbH).
Anilisis de la curvatura del DNA.
Para calcular el grado de curvatura de la region de promotor del gen dsr-S, se utilizé una

versién modificada del algoritmo BEND (Goodsell & Dickerson, 1994; Satchwell et al, 1986).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccién de RNA.

Con la metodologia 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 definicién de las bandas
de rRNA 23s de 2.9 kb, y de rRNA 16s de 1.5 kb. Llam¢ la atencion el hecho de que,
partiendo del mismo nimero de células, se obtuvo un rendimiento de recuperacion de RNA
total aproximadamente cinco veces mayor para el caso de las células cultivadas en sacarosa
(en cualquier fase de crecimiento) a comparacién de las cultivadas en las otras fuentes de

carbono.
Analisis de hibridacion.

Para conocer el tamafio 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
transcripcion 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 anadlisis de
hibridacién con una sonda especifica para el gen dsr-5. Los resultados se muestran en la

Figura 14, panel B.

Como se puede observar, el mensajero del gen dsr-$ tiene un tamafio aproximado de 4.8 kb,
correspondiendo al tamafio del gen reportado por Wilke-Douglas el af (1989). Esto indica que
dicho gen se encuentra en un operén monocistrénico. Al no encontrarse bajo el mismo
promotor se explican las diferencias en los niveles de produccién de la dextransacarasa y la
sacarosa fosforilasa observados por Dols et al (1997b), durante el transcurso de la

fermentacion.
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Figura 14. Analisis de RNA extraido 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-formaldehido.
B. Autorradiografia de la transferencia Northern.

Respecto a la transcripcién del gen dsr-S en las células cultivadas en diversas fuentes de
carbono, en la Figura 14, panel B s6lo se puede observar sefal de hibridacién en los cultivos
con sacarosa. Al dejar la pelicula por un tiempo de exposicién mucho mas largo, se hacian
evidentes sefiales 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 sintesis de mensajero. Por otra
parte, relacionando la concentracién de mensajero y la actividad enzimédtica obtenida con las
diferentes fuentes de carbono (Capitulo 3), se concluye que e] control de la regulaciéon del gen

dsr-§ se lleva a cabo a nivel del inicio de la transcripcion.

Sobre la expresion temporal del gen dsr-S en el cultivo en sacarosa, se observa que la mayor
concentracion de mensajero se produce durante la fase exponencial de crecimiento (alas 3.5 h
de cultivo). Este resultado era predecible, tomando en cuenta que la dextransacarasa es una
enzima asociada al crecimiento. Sin embargo, hay dos sucesos que llaman la atencién. 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 concentracion de
mensajero, aunada al decremento de pH explica la caida dréastica en la actividad enzimatica
descrita en el Capitulo 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 disminucién en el nivel de mensajero se produce cuando la
concentracién de sacarosa ha disminuido a menos de 20 mM, por consiguiente no se alcanza

el nivel minimo necesario para inducir la sintesis de més mensajero.

El otro aspecto que llama la atencién es que atin a la primera hora de fermentacién en
sacarosa, la cantidad de mensajero sea considerablemente mayor que la presente en células
(fase log) 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 concentracién alta de algin
compuesto relacionado con el metabolismo de este azicar, situacién que no se presenta en las
células cultivadas en otras fuentes de carbono y que este metabolito pueda ser el verdadero
inductor o activador de la expresion del gen dsr-S. Quizé asi se explicaria 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

concentracién de dicho metabolito y, entonces, poder inducir la expresion del gen dsr-S.

Tomando como referencia las concentraciones de azticares de la Figura 7 (Capitulo 3), se
observa que la mayor concentracién 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 habia sugerido por Dols et al (1997b). Estos resultados son

consistentes con los reportaods en el Capitulo 4.
Determinacion del sitio de inicio de transcripeion.

Se determind el inicio de transcripcién 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, ademas de en sacarosa, porque asi se podria comprobar la presencia de mensajero y,
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por consiguiente, el nivel al que se lleva a cabo la regulacién. Ademas, se podrian 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 utilizé 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 amplificacion del extremo 3’ del ¢cDNA
sintetizado a partir de mensajeros obtenidos de células cultivadas en sacarosa (“S”/PII),

fructosa (“F” /PII) y xilosa (“X" /PII).

La secuenciacién de los productos de PCR demuestra que en todos los casos se tienen las
mismas bases nucleotidicas en el extremo 3’ del cDNA (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-5. Por consiguiente, la presencia de varias bandas de actividad
enzimatica in situ (Figura 10, Capitulo 3) se puede deber a la accién de proteasas sobre la
dextransacarasa DSR-S. Esta hipétesis es consistente con el trabajo de Sanchez-Gonzalez et al
{1999), en el que se detecta una actividad proteolitica sobre la dextransacarasa que da como
resultado la disminuciéon 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 regién del -10 se encuentra la secuencia candnica para procariotes. Hacia arriba, a 12pb
de distancia del -10, se observa una regién que se parece mucho a la regién conservada de
-35. Sin embargo, el espacio entre estas dos regiones no corresponde a lo observado en los
promotores de Eschericlia coli o de Bacillus subtilis (Harley & Reynolds, 1987; Plaskon &
Wartell, 1987; Priest & Sharp, 1989). A 17pb de la regién -10 se encuentra la secuencia
CTGTTT, que sélo tiene 2 bases idénticas a la regién -35 canénica.

En la Tabla 6 se presenta una comparacién entre el promotor identificado, los tnicos dos

promotores de genes de Lenconostoc determinados experimentalmente (Bekal et al, 1999) y las
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regiones consenso para procariotes. En el caso de los genes mae y clyR existe una separacién

de 17pb entre la regién -10 y -35.

. AATAATAATTAACATTGTTAACTTAEEACTAE#TAAGTTAACAATGTTTTTTTATAAAAAAATTAATGTT

71 TATAATATTAATATAATTCTCTGATTCGACTGTTT TTACAATGTTTTTTARAAATATGTCGATTGTGTATT

141 AAATARATTAAGTTATAATTTTTCAATGTAATAGAAGAGAATATTATAAG
e WRNA T e

211 GAGAAARTTTATGCCATTTACAGAAARAGTAATGCGEAAAAAGCTTTATAAAGT TGGGAAAAGTTGGGTA
508 M p F T E K v M R K K L ¥ K V G K S W V

281 GTIGGTGGGGTTTGTGCTTTTGCATTAACCGCCTCATTTGCTTTAGCAACACCAAGTGTTTTAGGAGACA
v 6 6 v ¢ A F A L T A S F A L A T P S5 V L G D

351 GTAGTGTACCTGATGTGAGTGCGAATAACGTTCAATCTGCTTCAGATAATACAACGGATACGCAGCAGAA
s s v P D V S A NNV Q S A S DNT T D T Q@ Q N

421 CACTACGGTTACCGAAGAAAATGATAAAGTACAGTCTGCAGCTACTAAT?KCAATGTAACAACAGCTGCA
T T v T E E N D K v Q¢ § A A T N D N V T T A A

491 AGC@ACACAACACAATCTGCTGATAATAATGTGACAGAAAAACAGTCAGATGATCATGCACTTGAT...
s bt T Q S A DNWNWV T E K QQ S D D H A L D

Figura 15. Secuencia del extremo 5 del gen dsr-5. SDS-posible sitio de unién a ribosoma.
Las flechas opuestas indican un posible terminador. Otros palindromes de
encuentran subrayados. Los nucle6tidos encerrados en una caja son
complementarios al primer utilizado para la PCR.

Tabla 6. Comparacién de promotores en Lenconostoc
con el promotor consenso en procariotes.

Microorganismo Gen Region -10 Regi6n -35
L. mesenteroides subsp. cremoris hie TAGAAT TTGACT
clyR TACAAT TTGATA
L. mesenteroides NRRLB-512F * dsr-S TATAAT CTIGTTT
Consenso en procariotes TATAAT TTGACA

* Determinado en este trabajo.
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Estos resultados indican que el gen dsr-S se encuentra bajo un promotor atipico. Existen
reportes de genes donde se describe que la transcripcién no depende de una secuencia
especifica en la region -35, ya que la arquitectura de los complejos RNA polimerasa-promotor
puede variar dependiendo de la presencia o ausencia de la regién -35 consenso (Chan et 4,
1990} o a la participacion de una subunidad o de la RNA polimerasa diferente a la 070 de E.
coli (Espinosa-Urgel & Tormo, 1993; Marschall ef al, 1998) o a la 0% de B. subtilis {Priest &
Sharp, 1989). Por otra parte, el gen dsr-C de la cepa de L. mesenteroides NRRL B-1355, fue
recientemente aislado y secuenciado (Argiiello-Morales, 2000) pero se reporta no haber
encontrado una regién promotora tipica por lo que se concluye que probablemente este gen
no se exprese. En ese estudio no se contempl6 el andlisis de la expresion del gen dsr-C, por lo
que seria muy interesante hacer una hibridacién tipo Northern para saber si tal gen se

expresa, asi como determinar el inicio de la transcripcion y la regién reguladora de este gen.
Anilisis de la region del promotor.

Hacia arriba de la region -10 del promotor se observan varias secuencias palindréomicas,
senaladas en la Figura 15. La primera, de 38 pb (region entre la base 10 y la 48, Figura 15),
podria ser el terminador del gen anterior al dsr-S. Con el fin de encontrar regiones
reconocidas por proteinas reguladoras que pudieran estar relacionadas con las otras
secuencias palindréomicas, se analiz6 la secuencia hacia arriba del inicio de la transcripcion,
utilizando el algoritmo BLAST. Se encontré una regién que es reconocida por la proteina [HF
(Integration Host Factor). Esta region corresponde a la cuarta secuencia palindrémica,
sefialada en la Figura 15 entre las bases 110 y 125. La proteina IHF reconoce regiones
especificas hacia arriba de algunos promotores y puede tener una papel de activador de la
transcripcién, al ocasionar un cambio conformacional del DNA cerca de la regién del
promotor. Se ha postulado que interactia entre una regién curva del DNA y la RNA
polimerasa, pudiendo incrementar la velocidad de formacién del complejo abierto facilitando
el desapareamiento de bases en la regién promotora (Pegel et al, 1992). Esta proteina esta
relacionada con la activacion del inicio de la transcripcién de genes de respuesta a

condiciones de estrés en E. coli y otros microorganismos, como Pseudomonas putida, por
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ejemplo, como respuesta a la presencia de compuestos como telueno o xileno y como
respuesta a estrés osmotico (Goosen & van de Putte, 1995). Sin embargo, no se ha reportado
la presencia de esta proteina en bacterias gram positivas, como es el caso de los géneros

Bacillus y Leuconostoc.

Por otra parte, la presencia de regiones ricas en adeninas y en timinas consecutivas en la
region hacia arriba del promotor sugiere un alto grado de la curvatura del DNA (Plaskon &
Wartell, 1987). Por ello se decidi6 analizar la curvatura del DNA en la regién promotora del
gen dsr-5 y de los tres genes de dextransacarasas de L. mesenteroides reportados (dsr-A,
dsr-B y dsr-C). En la Figura 16 se muestra graficamente este anélisis. En todos los casos se
analiz6 una regién de 240pb hacia arriba del inicio de los respectivos genes estructurales, la
posicién 220 es la mas cercana a cada gen estructural. Se observa que en todos los casos se
encuentran méximos de curvatura en las regiones putativas del promotor, considerando que
la curvatura promedio del DNA es de 3.5grados/giro de hélice. Especificamente en el caso
del gen dsr-S, se observa que el promotor se encuentra en una region de alta curvatura;
ademas de que se predicen curvas marcadas de manera periddica cada 50pb, lo que
corresponderia a 5 vueltas de la hélice del DNA. Es interesante que en el promotor del gen
dsr-C se observe un méaximo 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 anélisis de la curvatura de promotores de algunos genes de
estado estacionario en E. coli. Estos tienen una regién -35 alejada del consenso y se ha
reportado que su expresién estd relacionada con la localizacién de sus promotores en
regiones con alta curvatura (Espinosa-Urgel & Tormo, 1993). Se observa que los promotores
de las dextransacarasas de L. mesenteroides (Figura 16) no presentan regiones con tan alta
curvatura como el promotor de kat E, pero presentan regiones con curvaturas periddicas del

mismo grado que podrian tener influencia en el proceso de inicio de la transcripcion.

En la Figura 18 se presenta el andlisis de curvatura de algunos promotores de genes de E. coli
y regiones de genes estructurales de Leuconostoc. En las regiones de DNA de E. cofi se

observa que la curvatura esta cercana al promedio de 3.5° y en el DNA de Leuconostoc se
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observa una curvatura un poco mayor, pero no en patrones repetitivos como en el promotor

de la dsr-S.

Lo anterior podria apoyar la hipétesis de que la topologia y el grado de curvatura cerca del
promotor ayuda que se inicie la transcripcion, atin con una regién -35 poco homéloga con la

secuencia consenso.

Es interesante observar que también existe un grado de curvatura importante en las regiones
promotoras putativas de glucosiltransferasas de Streptococcus (Figura 19), al considerar que la
expresion de estos genes es constitutiva. Lo anterior sugiere que la curvatura del DNA en la
region del promotor no estaria relacionada con el efecto inductor o activador de la sacarosa
en la transcripcién de las dextransacarasas de Leuconostoc, al menos de que la supuesta

molécula activadora tenga alguna afinidad por regiones curvas de DNA.

RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCI.USIONES

El gen dsr-S se expresa tanto en los medios con sacarosa como con las fuentes de carbono

alternas.
Se presentan fenémenos de regulacién del gen dsr-S a nivel del inicio de la transcripcion.

El promotor del gen dsr-S es atipico, ya que tiene la regién -10 idéntica al consenso pero una

region -35 no candnica.

Se encontré un alto grado de curvatura en la region del promotor del gen dsr-S, que podria

favorecer el inicio de la transcripcién a pesar de que la region -35 esta alejada del consenso.
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Una vez habiendo encontrado indicios de la presencia de plasmidos en las cepas de
Leuconostoc estudiadas queda abierta la opciéon de que el gen que codifica para la
actividad dextransacarasa se encuentre en elementos extracromosomales. Quedaria por
explorar si la presencia de pldsmidos tiene relacién con la inestabilidad de la produccién
de estas enzimas. La presencia de sitios de insercién en estas cepas podria ser otra
causa de tal comportamiento, ya que se han reportado este tipo de secuencias en otras
especies de Leuconostoc (Vaughan et al, 1995; Bandell et al, 1998). La movilidad de
material genético causaria rearreglos cromosomales que pudieran afectar la expresién de

genes estructurales a varios niveles, por lo que valdria la pena explorar esta posibilidad.

Por otra parte se comprobé que, bajo cualquier condicion de cultivo, se expresa el gen
dsr-S que codifica para dextransacarasas en la cepa B-512F. Por lo tanto, la presencia de
varias proteinas con esta actividad en esta cepa, sdlo 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 proteinas de menor peso
molecular que conservan actividad enzimética (Sanchez-Gonzélez et al, 1999), pero
queda abierta la pregunta sobre cual es la funcién de tal procesamiento y si es un

fen6meno que se presenta también en otras cepas de L. mesenteroides.

En L. mesenteroides B-1299 existen varias dextransacarasas, ademés de la ampliamente
estudiada que produce dextrana con una alta proporcién de enlaces a-(1—2) (Remaud-
Simeon et al, 1994; Monchois et al, 1996 y 1998b). Dichas enzimas no fueron detectadas

sino hasta que se cultivé al microorganismo en fuentes de carbono diferentes a la
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sacarosa. Las diferencias en las dextransacarasas se caracterizaron por el andlisis de los
productos de la enzima (Dols et al, 1998). Por elio es relevante que en el caso de la cepa
B-512F se haya comprobado tanto por medio de una caracterizacién bioquimica de la
enzima, como por el anélisis de los productos de la misma y por analisis de mRNA que,
independientemente de la fuente de carbono, sélo se expresa una dextransacarasa, la
DSR-S. Cabe aclarar en este punto, que muy recientemente se reporté 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 interpretacién de los autores, este gen presenta una delecién
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 basicos de muestro acercamiento fue la basqueda de actividad
dextransacarasa, que se observé tanto en la actividad in vitro de los geles de
electroforesis, como en la sintesis de productos (dextrana y oligosacaridos). En caso de
que la enzima DSR-T fuera activa, se habria detectado seguramente en el gel de
actividad in situ, ya que, de acuerdo a los autores, la proteina activa tendria un peso de

210 KDa (Funane et al, 2000).

Con respecto a la induccién de la expresién del gen dsr-S, al haber encontrado un nivel
de produccién con otros azdcares (glucosa y fructosa} aunque fuera muy bajo y en vista
del comportamiento atipico de la sacarosa como inductor, hace pensar que ésta no tiene
s6lo un papel de inductor, sino de potenciador o activador de la expresién del gen. Se
propone un modelo de regulacién positivo, donde una proteina reguladora interactuaria
con alguna region del promotor incrementando la eficiencia de transcripcion. Esta
proteina reguladora se activaria en presencia de sacarosa o de glucosa-1-P o glucosa-6-P,
metabolitos que tendrian la funcién de verdadero inductor. Las diferencias en los
niveles de induccién en sacarosa, glucosa y fructosa se podrian deber a las diferencias en
las concentraciones de tal metabolito bajo las tres condiciones de cultivo. En este punto
seria importante considerar la velocidad de entrada a la célula de cada carbohidrato, ya
que éste podria 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 especifica CitP) es el paso

limitante de la via catabdlica completa (Lin ef al, 1991; Marty-Teysset ef al, 1996).

El otro acercamiento para explicar la induccién de la expresion del gen dsr-S que se
exploré fue el posible efecto osmético que tuviera la sacarosa sobre la célula. Asi se
explicaria también la necesidad de altas concentraciones de este azicar para poder
disparar la expresion del gen. Sin embargo, al determinar la osmolaridad de las
soluciones de carbohidratos que se utilizaron como fuentes de carbono, se encontré que
ésta era alta en todos los casos, lo que no explicaria las diferencias en actividad

dextransacarasa observadas con las diferentes fuentes de carbono.

El gen dsr-S se encuentra en un operén monocistrénico, lo que explica la diferencia de
expresién 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 regién -35 alejada del consenso en
procariotes. La curvatura del DNA en la regién promotora podria 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, xth A, glg S, dps y bol Apl
(Espinosa-Urgel & Tormo, 1993; Pérez-Martin et al, 1994). Probablemente, como sucede
en los casos antes mencionados, en el proceso de inicio de la transcripcién del gen dsr-5
intervenga una subunidad diferente a la ¢’® 0 0%3. Es importante senalar que la
curvatura en el promotor parece no estar relacionada con el fenémeno de induccién por
la sacarosa, ya que promotores de genes constitutivos en Streptococcus también presentan
una curvatura elevada. Sin embargo, se podria dar el caso de que la supuesta proteina
activadora tuviera una preferencia de unién a DNA curvo, en tal caso si habria una
relacién directa entre la presencia de regiones curvas de DNA en el promotor y la

induccion del gen.
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L. mesenteroides 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 produccién de dextransacarasa en L.
mesenteroides NRRL B-512F: fructosa, glucosa y sacarosa. La mayor induccién se observa
en presencia de sacarosa. La actividad obtenida al cultivar al microorganismo en xilosa
se considera el nivel de expresién basal. Los estudios realizados sugieren que la
sacarosa per se no es el verdadero inductor de actividad dextransacarasa sobre células de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, y que la alta osmolaridad de los medios de

cultivo no incide en el fenémeno de induccién.

La caracterizacidn de la enzima y de sus productos, asi como los estudios de hibridacion
DNA-RNA permiten concluir que, en las condiciones estudiadas, sélo 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 atipico. El promotor se encuentra en una regién
de alta curvatura, lo que sugiere que el inicio de la transcripcién se favorece por la
topologia del DNA, como es el caso de algunos genes que se expresan en fase

estacionaria en E. coli.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo abren perspectivas en lo que respecta a los siguientes

aspectos:

>
.

Dada la poca informacién sobre la organizacién gendémica de Leuconostoc, resulta de
interés caracterizar los plasmidos presentes, para saber si en ellos estan codificados
los genes de dextransacarasas o alguna funcién importante, o simplemente para
indagar si pueden ser utilizados como vehiculos de clonacién en Leuconostoc y en
otras bacterias lacticas. Esto altimo proporcionaria 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 podria determinar la secuencia de la region
promotora de esta cepa, y al compararla con la cepa nativa se podréa obtener mayor
informacién sobre la regulacién de este gen y la naturaleza del fendmeno de
induccién.

Estudiar la expresién del gen dsr-C de L. mesenteroides NRRL B-1355 por medio de un
analisis de hibridacion tipo Northern, asi como la determinacién del sitio de inicio de

transcripcion y la caracterizacion del promotor.

Profundizar en el estudio de los mecanismos de induccién de la dextransacarasa. Se
podria trabajar con células permeabilizadas para averiguar si el paso limitante en la

regulacion estd a nivel de velocidad de transporte de azuicares hacia dentro de la

célula.
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CAPITULO 8

PERSPECTIVAS

<* A partir de los resultados de este trabajo, se sugiere un modelo de regulacién
positivo en la expresién de la dextransacarasa en L. mesenferoides, en el cual un factor
regulador, en presencia de sacarosa, actia como activador de la transcripcién de la
dextransacarasa. Por lo que otro t6pico consistiria en buscar al verdadero inductor y
a la supuesta proteina activadora del gen dsr-S. Asi como identificar la o las regiones

del promotor que pudieran ser reconocidas por los factores reguladores.
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Anexo A

Metodologia para la extraccion de DNA total.

Partiendo de un volumen inicial de 25 mL de cultivo:

1.
2.

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.

Lavar con 1/4 de volumen de buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, 1 6 2 veces.
Resuspender en 1/50 de volumen de buffer Tris-HCI 20 mM, pH 8.0, EDTA
1 mM.

Agregar lisozima {(en polvo) a una concentracioén final de 4 mg/mL. Agregar
RNasa.

Incubar a 37°C por 0.5 h y otra 0.5 h en hielo.

Centrifugar por 5 min 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).

Agregar 0.2 mL de SDS al 10% y 0.5 mL de pronasa (1 mg/mL) {Incubar la
preparacién de pronasa (.5 h a 37°C antes de agregar).

Digerir por 1ha 37°C.

Agregar 1 mL de NaCl 6 M.

Agitar suavemente por 15 s.

Centrifugar 15 min a 6,000 rpm.

El DNA del sobrenadante se extrae con 1 volumen de fenol + 1 volumen de
cloroformo.

El DNA del sobrenadante se lava con 1 volumen de mezcla cloroformo-
isoamilico (24:1).

Precipitar con etanol absoluto.

Reposo a -20°C por 1 h,

Centrifugar y lavar la pastilla con etanol al 70%.

Resuspender la pastilla en buffer TE.



Anexo B

Metodologia para la extraccion de

DNA plasmidico.

Partiendo de un volumen inicial de 25 ml. de cultivo:

1.
2.

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Lavar con 1/4 de volumen de buffer Tris-HC1 10 mM, pH 8.0, 1 6 2 veces.
Resuspender en 1/50 de volumen de buffer Tris-HCl 20 mM, pH 8.0, EDTA
1T mM.

Agregar lisozima a una concentracion final de 4 mg/mL. Agregar RNasa.
Incubar a 37°C por 0.5 h y otra 0.5 h en hielo.

Centrifugar por 5 min a 6,000 rpm y resuspender en 2 mL de buffer de pronasa
(0.01 M Tris-HC], pH 8.0, 0.01 M EDTA, 0.5% SDS}).

Agregar 0.5 mL de pronasa (1 mg/mL). Digerir por 1 ha 37°C.

Agregar 2.8 mL de solucién de lisis (SDS al 3% en Tris 50 mM, pH 12.6).

Agitar suavemente por inversion.

Incubar 20 min a 50°C.

Enfriar en hielo por 15 min.

Agregar 2.6 mL de solucién de acetato de potasio 3 M, pH 4.8 (ajustado con acido
acético glacial).

Reposo en hielo 5 min.

Centrifugar a 10000 rpm, 15 min.

Precipitar el DNA del sobrenadante con etanol absoluto.

Reposo a-20°C por 1 h.

Centrifugar y lavar la pastilla con etanol al 70%.

Resuspender la pastilla en buffer TE.

Limpiar el DNA con 1 volumen de fenol + 1 volumen de cloroformo.

El sobrenadante se lava con 1 volumen de mezcla cloroformo-isoamilico (24:1).
Volver a precipitar con etanol absoluto, lavar con etanol al 70% y resuspender en

buffer TE.



Anexo C

Metodologia para la extraccién de

RNA total.

Todas las soluciones y material deben estar libres de RNasas. El agua debe ser tratada
con DEPC al 0.1% y autoclaveada 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 8g/L Solucion desnaturalizante
KCl 02g/L Tiocianato de guanidio 4 M
] Acetato de sodio (pH7) 25 mM
Na,HPO, 144g/L N-lauroilsarcosinato de sodio 0.5%

KHoPOs 024 g/ L
Ajustar el pH a 7.4 con HCI

2-mercapto etanol 01 M

Fenol 4cido bidestilado.
Equilibrado con buffer de acetatos pH 4.3

Protocolo:

Partiendo de 1 X 108 células,

1. Lavar con 500 pL de PBS frio 1 ¢ 2 veces. Centrifugar a 3000 rpm a 4°C.

2. Resuspender 500 pl. de PBS frio.

3. Agregar lisozima en polvo a una concentracién final de 4 mg/mL. Incubar a 37°C
por 0.5 h.

4. Agregar 5 uL de Preteinasa K (Boehringer-Manheim). Incubar 20 min en hielo.
5. Agregar 50 uL de SDS al 10%. Incubar en hielo 10 min. Luego, 1h a37°Cy
finalmente en hielo 30 min.
Vortexear vigorosamente por 30 s.
Pasar por una aguja de insulina dos veces.

6
7
8. Agregar 200 pL de etanol al 95%.
9 Vortexear brevemente.

10. Incubar en hielo 5 min.



Anexo C

Metodologia para la
extraccion de RNA total.

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.

Centrifugar a 14,000 rpm, 15 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante con cuidado de
no desprender la pastilla.

Agregar 150 pL de solucion desnaturalizante.

Disolver la pastilla con vortexeo vigoroso.

Agregar 15 pL de acetato de sodio 2 M, pH 4.2 y 150 pL. de una mezcla fenol
acido:cloroformo 10:4 (v/v)

Vortexear vigorosamente por 15 s. Reposo en hielo 10 min.

Centrifugar a 14,000 rpm, 10 min a 4°C.

Precipitar el sobrenadante con un volumen de isopropanol.

Mezclar invirtiendo el tubo.

Reposo a -20°C por 12 h.

Centrifugar a 14,000 rpm, 15 min a 4°C.

Resuspender la pastilla en 20 pL de agua libre de RN Aasas.

Cuantificar por absorbancia a 260 nm.

Hacer tratamiento con DNAsa [ {Amplification grade, Gibco BRL) siguiendo el
procedimiento que recomienda al proveedor.

Volver a lavar con la mezcla fenol:cloroformo.

Precipitar con propanol.

Lavar con etanol al 75%

Resuspender la pastilla en 20 pL de agua libre de RNAsas.

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.




0 downei

1 mitans

2 salivarius
3 sobrinus

4 B-512

RELATIONSHIP BETWEEN PAIRS OF SEQUENCES:
lower triangle distance between pairs
upper triangle percent homology in alignment
0 1 2 3 4

0 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 alignment
TABLES OF GENETIC EVENTS:
lower triangle: symmetrisized substitutions

upper triangle: mutation distance matrix

C S TPAGNDEUGQHIRI KMIILUVTEYMWHB
C 2 4 4 4 3 4 5 6 5 4 4 6 4 4 4 4 3 3 3 4
S0 121112 3 3 3 3 3 4 4 42 3 3 41
T 0 104 21 2 2 3 3 3 4 3 2 3 3 4 2 4 4 5 2
P 010 15 12 4 3 3 3 3 3 4 4 43 2 3 44 3
A0 82 82 28 1 32 2 3 4 4 3 3 4 41 3 4 4 2
GO0 4321 729 32 2 45 3 45 4 4 2 4 4 3 2
N O 6354 5 25 27 1 2 3 2 3 2 5 4 5 4 4 3 6 0
DO 39 26 10 40 41 99 1 2 3 43 455 35 46 1

EO012 7 23721 22 50 2 4 3 2 4 5 5 2 4 5 5 0



001824 529 9 19 34 37 3 2 4 5 4
HO 2 5 3 3 2 712 1 1 2 3 4 4 3
R0O1210 311 5 8 5 416 1 4 4 4
K021 48 2 3417 52 24 28 51 24 4 4 4
MO 1 3 1 5 2 2 0 1 5 2 2 2 1 2 3
I0 611 1 9 1 7 3 0 4 214 14 1
L01417 413 3 9 711 12 3 83750
V03243 96511 8 51710 11 19 10 47 25
FO 7 6 5 5 4 4 5 3 2 2 4 312 21 16 3
Yo 9 9 1 5 511 9 4 7 3 8 211 19 13 56
WO 1 2 1 0 2 1 0 0 2 2 0 2 3 4 5 4
BO OO0 O OO0 O0O0 0O 0 000 0 0O
INSERTION-DELETIONS :
lengths: 1 2 3 4 5 6 7 911121314 15 17 18 19 22 23 39 48
nmbers: 2812 8 2 4 2 2 1 1 1 1 1 3 21 3 1 11 2
total weight of history: 7860
ALIGNMENT OF SEQUENCES:
M-—-EKNLRYKIHKVKKQWVA———=—~~~———————we—— IGVTTVT-LSFLAGGOVVAADTNNNDG-TS
T=--CDK -— TV TQSNSGT-TASLVTSPEATKEADKR-T-NT
M-——EKNERFKMHKVKKRWVT -~ ==~ ———————=—~~= ===~ ISVASATMLASALGASVASADTETV-S-ED
MPEFTEKVMREKLYKVGKSWVVGGVCAF ALTASFAL ATPSVLGDS SVP-DVSANNVOSASDNTTDT-QONT
M~-—ERKVRFKLRKVKKRWVTVS == =—===-==~=—————- IASAVVT-LTSLSGSLVKADSTDDR-QQAV
VOVNKMVPSDPKE —————- DAQACNGOLAQAMFKAANQA——————————=——~——~—~ DOTATSQVSPAT

KEADVLTPAKETN-=--~~-- AVETATTINTQATARAA ~———— ===~ m = m———————— = —— TTATTADVAV
SNQAVLTADQTTTNODTEQTSVAARTATSEQSASTDAATD - --—-QASATDQASAAE
TVTEENDKVQSAATNDNVTTAASDTTQSADNNVTEKQSDDHAT DNEKVDNKQDEVAQTNVTSKNEESAVA
TESQASLVTTSEAAKETLTATD TS TATSATSQPTATVTD—————==——=————=———— NVSTTNQSTNTT

46
33
46
68
48

o oo

91 0
73 2
97 3
138 4
99 1



DGRVDNGVTPAANQPARNVANOD VANPATDAG
AAVPNKEAVVTTDAPAVTTEKAE- ~EQPATVKAE
QTQGTTASTDTARQTTTNANEAK e ~WVPTENENQ
STDTDPAETTTDETQQVSGKYVEKDGSWYYYFDDGKNAKGLST IDNNIQYFYESGKQAKGQYVT IDNQTY
ANTANFVVKPTTTSEQAKTDNSDK-——--~ TITTSKAVNRLT - mmmmm == ATGKE VPANNNTA

ALN ROSAADTSTDGKAVPQTSDOPGH ~LETVDGKTYYVDANGQ
=== YN~ TEVKAPEAALKDSEVEAALSLKN-———======~———— IKNIDGKYYYVNEDGS
~=-~VFTDEM-——~-LAEAKNVATAESNS TP SDLAKMSN VKQVDGKYYYYDQDGN
YFDKGSGDELTGLOSIDGNTVAFNDEGOQTFNQYYQSENGTTY YFDDKGHAATGIKNTEGKNY YFDNLGQ
H-PKTVTDKIVP IKPKIGKLKQPSSLSODDIAALGNVKN : ~ IRKVNGKYYYYKEDGT

hk Ak *

RLKNYSMVIDGKTYYFD-GOTGEAQTDILPKTGQANQDN-—-V--PDSYQANNQAY SNEASSFETVDNYLT
HKENFATTVNGOLLYFG-KDGALTSSSTYSFTPGTTNI ———V--DGF SINNRAYDSSEAS-FELIDGYLT
VKKNFAVSVGEK T YYFD-ETGAYKDTSKVEADKSGSDISKEE-—-TTFAANNRAY STSAEN-FEATDNYLT
LKKGESGVIDGOIMTFDOETGQEVSNTTSEIKEGLTTQ-——-N--TDY SEHNAAHGTDAED-FENIDGYLT
LOKNYATNINGKTEFFD ETGALSNN'I'IPSKKGNITNN—--DN’INSFAQYNQVYSTDVAN FEHVDHYLT

* *k ok kkk

ADSWYRPRKTLKNGOSWOAS SEGDLRPTIMTWWPDAATKAAY ANE WA~ —KEGLT SGSYRONS——ANLDAA
ADSWYRPAST IKDGVTWQASTAEDFRPLI MAWWPNVDTQVNYTNYMS~~KVENLDAKY SSTORKQETLKVA
ADSWYRPKSILKDGKTWIES SKDDFRPLIMAWWPDTE TKRNYVNYMN---KVVGIDKTYTAETSQADLTAA
ASSWYRPTGIIRNGTDWEPSTDTDEFRPTLSVWWPDKNTOVNY LNYMADLGE'T SNADSFETGDSQSLLNEA
AESWYRPKYIII@G(TWIQSTH@FRPLIMIWWPDQEmRQYWYW—-AQMIHQTYNTMSPMIMA

* ddkka * * Kk %k * kk % ek ke * * Kk *

TONIQSATERKTASEGNTNWLRDKMSOF VKSONOWS IASENETVYPNODHMOGGATLESNSKD-TEHANS
ARDIQTKIEQKIQAEKSTOWLRETTSAFVKTOPOWNKETENY SKGGEEDHLOGGALLYVNDSR-TPWANS
AELVOARTEQKI TTEQNTKWLREAT SAFVKTQPCOWNGE SEK - ——-PYDDHLONGALKFDNQOSDLTPDTQS

SNYWVOKSTEMKI SAQQSTEWLKDAMAAF TVAQPCUWNE T SED - ~-—MSNDHLONGALTYVNSP-LTPDANS
AQTIOTKIEEK T TAEKNTNWLROT 1 SAFVKTQSARNSDSEK ———PFDDHLOKGALLY SNNSKLTSQANS

*  kk kx * Kk k& * *k Kk kkk K * *
DWRLINRNPTEQTGR—————— —QK===Y=———= FTTNYAGYELLI ANDVDNSNPVVOAEQLNHLHYTMNW
DYRRINRTATNQTGTIDKSIIDEQ———S~==~—~ DPNHMGGEFDELLANDVDLSNPVVOAEQLNQTHYT MNW
NYRLINRTPTNQTGS——————~ —=~SRETYNANDPLGGYELLLANDVDNSNP IVOAEQTNWLHY LI NF
NERLINRTPTNQTGE—————— —CA--YN-——— LDNSKGGFELLLANDVDNSNEVVQAECT NWLY YT MNF
NYRIINRTPTNQTGEK-—————~ KDPRYT-———- -ADRTTIGGYEF LLANDVDNSNPVVOAEQI NWLHFTMNE

k Akk ok kkk * khkkhkhkkk khk hhkkkkik * %

123
105
129
208
148

165
147
175
278
202

229
210

241

342
267

295
278
309
412
335

364
347
375
477
401

419
409
435
533
459

_b W o P whho =B W o PR WN O s Wl o

b WO



GDIVMGDKDANFDGVRVDAVDNVNADLL QTORDY YKAKYGTDONEKNATDHLS T LEAWSGNDND Y VEDON
GSIVMGEDKDANFDGIRVDAVDNVDADML QLY TNYFREYYGYNKSEANALAHT SVLEAWST NDNHYNDKTD
GTIYAKDADANFDSIRVDAVDNVDADLIQI SSDYLKAAYGT DENNKNANNHVSIVEAWSDNDTPYLHDDG
GTITANDADANFDGIRVDAVDNVDADLLQTAADYFKLAYGVDONDATANOHL.SILEDWSHNDPLYVTDQG
GNIYANDPDANFDS IRVDAVDNVDADLLQIAGDYT KAAKGT HKNDKAANDHLS ILEAWSYNDTPYLHDDG

* ok Kk kkkkk  hkkkkkdkk Kk Kk * * * ok ok ok kk kk Kk
NFSLSIDNDORSGMLKAFG— YASAYRGVLSNLATAGLKNRSANP
GAALAMENKQORIALLF SLAKP IKERTPAVSP LYNNTFNTTORDEK TDWINKDGSKA~YNEDGTVKQSTIG
DNLMNMDNKERLSMILWSLA: KPLDKRSGINPLIHNSLVDREVDDR
SNQLTMDDYVHTQLIWSLT KSSDIRGTMOREVDYYMVDRSNDST
DNMINMDNRLRLSLLYSLA: KPLNQRSGMNPLI TNSLVNRTDDNA:

————— DSDPVPNYVE TRAHDSEVOTRIAKT IREKLGKTNADGLTNLTLDDLNKAFD I YNODMNATDKVYY
KYNEKYGDASGNYVE IRAHDNNVOD I TAEI IKKEI -NPKSDGE T~ I TDAEMKQAFE T YNKDMLS SDKKYT
————— EVETVPSYSFARAHDSEVODLIRDI TKAET -NPNAFGY S~-FTUDETDOAFKT YNEDLKKTDKKYT
————— ENEATPNY SEVRAHD SEVQTVIAQTVSDLY-PDVENSLA-PTTEQLAAAFKVYNEDEKIADKKYT
————— ETAAVPSYSFIRAHDSEVODLIRNI IRTEI-NPNVVGYS-FTTEEIKKAFEI YNKDLLATEKKYT

* * kkkk kk Xk %k * kk  kk Kk * %k

PNNLPMAYAWMLONKDTVIRVY YGDMY TDNGQYMATKTPF YNA TETLLKGRIKYVAGGQA————~—==—=
LNNIPAAYAVMLONMET T TRVYYGDLYTDDGHYMETKSPYYDT IVNLMKSRIKYVSGGUAQRS YWLPTDG

QYNMASAYAMLIL. TNKDTVPRVYYGDLY TDDGQYMATKSPYYDATNTLLKARVQYVAGGQS ———=~=——===

HYNTALSYALLLTNKSSVPRVYYGDMETDDGQYMAHKT INYEA TETL LKARTKYVSGGQA———==——mmm
* * *x X kkkkkk xk X kX * * * * k % *k kkk

-——=-VSYKQDWSSGILTSVRYGKGANSASDAGNTE -TRNSGMALL INNRPNFRA-Y-RNLTLN--MGAAH
KMDNSDVELYRTNEVYTSVRYGKD IMIANDTEGSKY SRTSGOVTLVANNPKINL~D~QSAKINVEMGKTH
————MONYQTGNGE T LTSVRYGKGALKQSDKGDAT - TRTSGVGVVMENOPNE SL-DGKVVALN--MGAAH
—=——MS-—-VDSNDVLTSVRYGKDAMTASDTGT SE~TRTEGIGVIVSNNAELQLEDGHTVTI H-~MGARH
————MWQQVGWSEIITSVRYQ(GALKATDTG)RT—ERTSGW\WEGJNPSIRIKASDR\NVN ~MGAAH

khkkkkk ES * * kk %

KSQAYRPLLLSTKDGIATYINDSDV-DSRQYKYTDSQGNLSF SASELQSVANACV SQMI JVIWVEVGAADN
ANQKYRALTIVGTADGIKNF TSDADATAAGYVKETDSNGVLTFGAND IKGYETEFDMSGE VAVWVEVGASDN
ANQEYRALMVSTKDGVATYATDADASKAGLVKRTDENGYLYFINDDLKGVANPQVSGE LOVWVEVGAADD
KNQAYRALLSTTADGLAYY—--DTDENAP--VAYTDANGDLIFTNES I YGVONPOVSGYLAVWVEVGAQQOD
MQAHPHLTTDNGIKAY-—PBDQEAA&VRYMRGELIHAADKGIANPWSGYIGWVGAAAD

* kk X * * * * Kk % * k *kkkkkkk

489
479
505
603
529

532
548
549
647
573

597
616
612
710
636

657
686
672
770
696

718
754
734
830
759

187
824
804
896
827
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QDVRTSPSTQATKDGNI ~YRQSDALDSQVI YEGE SNFQAFAQSPDO--YTNAVI AKNGDLFKSWGITQFE
QDIRVAPSTEAKKEGELTLKATEAYDSOLIYEGE SNEQTIPDGSDPSVYTNRKIAENVDLFKSWGVTSEE
QDIRVAASDTASTDGKS-LHQDAAMDSRVMF EGF SNEQSFATKEEE-—Y TNVVIANNVDKEVSWGITDFE
QDARTASDTTINTSDKV-FHSNAALDSQVI YEGE SNEQAFATDSSE--YTNVVIAONADQFKOWGVTSFQ
QDVRVAASTAPSTDGKS-VHONAAL DSRVMFEGE SNEQAFATKKEE -~ Y TNVVIAKNVDKEAEWGVTDEE

*k * * k% *hkkkkkik *kk kk Kk h Kk hk k X

MAPQYVSSEDGTEFLDSVIINGYAFSDRYDLAMSKNNKYGSKODL ANATKGLQSAGIKVLSDLVPNQLYNL
MAPQEFVSADDGTELDSVIONGY AFADRYDLAMSKNNKYGSKEDLRDALKALHKAGIQATADWVPDQI YL
MAPQYVSSTDGOFLDSVIONGYAF TDRYDLGMSKANKYGTADQLVKATKALHAKGLEVMADWVPDCOMY TR
LAPQYRSSTDTSELDS I IONGYAFTDRYDLGYGTPTKYGTADQLRDATKALHASGIQATADWVPDQI YNL
4

MAPQYVSSTDGSELDSVIONGYAFTDRYDLGI SKPNKYGTADDLVKATKALHSKGIKVMADWVEPDOMYAL
kkk ok ok kkkk Kk kkkkk kokkkk * kK * ok ok kX * kk Kk k

PGKEVVTATRVNQYGOAKSGAT INKTPYVANTRSYG-DYQEQYGGKFIDDLOKLYPRLFSTKQISTGKP 1
PGKEVVTATRTDGAGRKIADAT IDHSLYVANSKS SGKDYQAKYGGEFLAELKAKYPEMFKVNMI STGKP I
gKQEVVTVTRTDKFGKPIAGSQINHSLYVTDTKSSGDDYQAKYGGAFLDELKEKYPELFTKKQISTGQAI
SEQEIMVTRTNSFGDDDTDSDIDNM;YVVQSRG(IDYQM—Y%AFIEEEQALYPSIEKVNQI STGVPI
%EKEVVTATRVDKYGTPVAGSQIKNTLYVVDGKSSGKDQQAKYGGAEIEELQAKYPELEARKQISTGVPM

* * * k% * * * % * kkkx Xk X &k & * *hkkk

DPSVKITNWSAKYEFNGSNILGRGAKYVLSEGNKYLNLADGKLE---1LPTVLNNTYGOP -————(QVSANGE
gDSVKLKQWKAEYFNGTNVLERGVGYVLSDEATGKYFTVTK ————— EQF IPLOLTGK———— ERVITGF
SPSVKIKQWSAKYFNGSNILGRGADYVLSDQASNKYLNVSD————-DKLFLPKTLIG ----- ~QVVESGI
SGSVKITEWAAKXFNGSNIQGKGAGYVLKDMGSNKYFKVVS-—NTEDGD&LPKQUHH —————— DLSETGF
éPSVKIKQWSAKYFNGENILGRGAGYVLKDQATNTYFSLVS ————— DNTEFLPKSLVN-PNHGTSSSVTGL
1

* kkk k k kkikk X *  kk% *

I SKNGGIHY-LDKNGOEVKNREK-ELSGSWYYFDSDGKMATGK-—TKIGNDTYLEMPNGKQLKEGVWYDG
gSDGKGITY;FEHSGEQAKSAFv>TFNGNTYYFDARGHMVTNSEYSPNGKDVYRFIPNGIMLSNAFYIDA
ngX?ﬂSYVYNSSIﬂIEﬂGTﬁDSFI—TE?KRGJYYEEKXX;HHVTGAr—QNIKGSNHYETJQKRNKLRNTVYTIH\
3HDDKGIIY-YTLSGYRAQNAFIQDDDNNYYYFDKIGHLVTGL——QKINNHTYFFLPNGIELVKSFIQNE

854
894
871
963
894

924
964
941
1033

964

993
1034

1011
1102

1034

1055
1094
1070
1164

1098

1121
1162
1137

1231
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4
VEDGKGYVY~-YSTSGNQAKNAF T - SLGNNWY YEDNNGYMVTGA—-QS INGANY YFLSNGIQLRNATYDNG

* * * * * %k * * * * * % *
KKAYYYDDNGRTWINKGE VEFRVDG——~~====—==—=—======—=~ QDK-- -—= ~WRYF
0
NGNTYLYNSKGQMYKGGYTKEDVSE — TDKDGKESK-===--- VVKERYF
2

QGONHY YGNDGKRYENGY QOFGND SWRYFKNGVMALGLTTVDGHVOYFDKDGVQAKDK I TVTRDGKVRYF
3

DGTTVYEDKKGHQVFDQY ITDQNGN — A== e mmm e YYFD
4
NKVLSYYGNDGRRYENGYYLEGQOW-———=======~w—=== === = R —-—YF--
1
N-- -— -----GDGTTAIGLVSLDNRTLYFDAYGYQVKGQTVTIN-GKSYTFDADQG
0
T - NEGVMAKGVTVIDGE TQYFGEDGEQAKDKLVTFK-GKTYYFDAHTG
2

DOHNGNAVINTEVADKTCHWY YLGKDGVAVTGAQTVGKOHLYFEANGOOVKGDE VTAKDGKLYEF YDVDSG

D- --AGVMLKSGLAT IDGHOQYFDONGVQVKDKEVIGTDGYKY YFEPGSG
4
------- —~-~QNGIMAVGLTRVHGAVQYFDASGFQAKGQF T TTADGKLRYFDRDSG
1

* %* Xk *x k X * *
D-————mm—— LVQTDNANPAPQGQAGWKLL GDNQWGYRK——- -—- ———-
0

NGIKDT-WRNINGKWY YFDANGVAATGAQOVINGOKLYFNEDGSQVKGGVVKNADGTY SKYKEGFGELVTN
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éQISNRFVRNSKGEWFLFDHNGVAVTGTVTFNGQRLYFKPNGVQAKGEFIRDANG ———————————————
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Anexo E

Secuencias de los productos de amplificacion
de los extremos 3’ del cDNA obtenido

a partir del mRNA del gen drs-5

de L. mesenteroides NRRL B-512F.




Model 310 "S"/Pli Signal G:1135 A;760 T:1003 C.733 Page 1 0f 1
m é Version 3.0 Maricarmen Quirasco DT POP&{BD Set-Any Primer} Wed, Dec 16, 1998 10:48 AM
“2e  SemiAdaptive 535

dRhod matrix Tus, Dec 15, 1998 4:41 PM
Version 3.0 Lane 1 Points 1180 to 5200 Base 1: 549 Spacing: 12.49{12.48)

ARTRA TNAGCTGC ANAT GTNCTTTCTNCT TTT?UTMGGIWC CGIWGMTT CTAGCTAGC GTAT cC GFTGI'ATTATKTAGAAG CAGA TGAACGTTATT CGCACT CACAT CAGGTACACTAC

it

T GT CTCCTAAMCACTTGGT GTT GCTAAAGCAAATGAGGC GGTTAAT GCAAAAGCACAAACCCCAC CAACTACCCAACTTTTCCCAACTTTATAAAGCTTTTTCCGCATTACTTTTICT
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

“ Mhﬂﬂ hluhmlmamuﬂ R A

GTAAATGGCATAAATTTTCTCCTTATAATATYCTC TTCTAT TA CCC CCCCCANNCCCCONNRNT RIGEATIGIRNA A
310 320
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Am é_-"z Version 3.0 Maricarmen Quirasco DT POP&{BD Set-Any Primer} Wed, Dec 16, 1998 10:48 AM
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dRhod matrix Tue, Dec 15, 1998 6:43 PM
Version 3.0 Lane 2 Points 1202 to 5200 Base 1: 1202 Spacing: 12.49{12.48)

A TRAGTAG CTGCATATGTACTTTAGATTTTO TCOGTAACCGTAGTGT T CT GCT GCGTAT CCGTT GTATTAT CT GAAG CAGATT GAAC GTTAT T CGCACT CACAT AAGGTACACTACT

il M\_ Mhh“ ol mUMMLUallﬂ“ﬂrhﬂdhf HUUWUm“l-ﬂ“.l il Mh |

"GTCTCCTAAAACACTT GGT GTT GCTAAAGCAAATGAGGCGGTTAATGLAAAAGCACAAAL CCCAC CAAC TACCCAACTT TTCCCAAC TTTATAAAGCTTITTTCCQATTACTTTTTCTH
L2@ 130 140 150 160 170 180 190 200 216 220 230

hJJUMMLluh.l.n‘muu l:“u-lﬂd‘llm& h_d‘:.lmmJ.n_t-u;dl.&.um‘h_‘um H it

GFAAATGGCATAAATTTTCTCCTTATAATAT TCTCTTCTAT TA CCCCCCCCOCC COCCC AT AR NNRRGN
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agl é 2 ; Version 3.0 Maricarmen Quirasco DT POP6&{BD Set-Any Primer} Tue, Dec 15, 1998 4.23 PM
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Version 3.0 Lane 2 Points 1160 to 5250 Base 1: 300 Spacing: 12.49{12.48}
A TTTTARNATTCA RNNCT GCRNTAT GT GO TTRANCACTTTNT TRGGGT AACCGTAGT GT TLT GCTG CGT A CCGTT GT AT TAT CT GAAGCAGATTGAAC GTTAT TC GCAC TCACAT CAG
0 20 3 40 50 60 70 20 90 100 110 12¢

A\
!

GTACACTACT GTCTCCTAAAACACTTGGT GTT GCTAAAGCAAATGAGGC GGT TAATGCAAAAGCACAAACCCCACCAACTACCCAACTTTTCCQRACTT TATAAAGCTTTTTCCGCATTA
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 24¢
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WCTTTTTCTGTAAATGGA TAAATTTTCTCCT TATAATATTCTCTTC TATTA CCCCCNCCCCCCCCORRMN N AMARNA
250 260 270 280 2%0 300 310 320
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Dextransucrase production by Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F in media containing carbon sources
other than sucrose is reported for the first time. Dextransucrases were analyzed by gel electrophoresis and by
an in situ activity assay. Their polymers and acceptor reaction products were also compared by '*C nuclear
magnetic resonance and high-performance liquid chromatography technigues, respectively. From these anal-
yses, it was found that, independently of the carbon source, L. mesenteroides NRRL B-512F produced dextran-
sucrases of the same size and product specificity. The 5 ends of dextransucrase mRNAs isolated from cells
grown under different culture conditions were identical. Based on this evidence, we conclude that dextransu-
crases obtained from cells grown on the various carbon sources result from the transcription of the same gene.
The control of expression occurs at this level. The low dextransucrase yields from cultures in n-glucose or
p-fructose and the enhancement of dextransucrase gene transcription in the presence of sucrose suggest that
an activating phenomenon may be involved in the expression mechanism, Dextransucrase mRNA has a size of
approximately 4.8 kb, indicating that the gene is located in a monocistronic operon. The transcription start
point was localized 34 bp upstream from the ATG start codon. The —10 and —35 sequences found, TATAAT
and TTTACA, were highly homologous to the only glycosyltransferase promoter sequence reported for lactic

acid bacteria.

Dextransucrases (DS) (EC 2.4.1.5.) are enzymes that trans-
fer the glucosyl moiety from sucrose to acceptor molecules,
with a concomitant fructose release. They are used in the
synthesis of dextran. In the presence of sucrose and an accep-
tor like maltose, they synthesize gluco-oligosaccharides (25).
Dextran and dextran derivatives have found 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).

( S)evcra[ lactic acid bacteria produce DS. Expression is con-
stitutive in Streptococcus strains, while it is inducible in Leu-
conostoc strains (8). Until now sucrose has been considered to
be the only inducer of DS expression in Leuconostoc spp. (32).
No gratuitous inducers are known, and the mechanism of DS
induction has not yet been reported.

Sugar metabolism in the genus Lenconostoc is heterofer-
mentative. When sucrose is used as a carbon source, a specific
permease is responsible for its transport into the cell, where it
is transformed by sucrose-phosphorylase into fructose and glu-
cose-1-phosphate. The latter is incorporated into the phos-
phoketelase pathway as glucose-6-phosphate by the action of a
mutase, while fructose is excreted to the culture medium (3).
Extracellular DS also uscs sucrose for dextran production, with
additional fructose liberation. When sucrose is depleted, the
accumulated fructose is consumed (23, 32).

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produces an ex-
tracellular DS that synthesizes a soluble polymer, 95% of

* Corresponding author. Mailing address: Depto. Alimentos y Bio-
tecnologia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
México, D.F. 04510, Mexico. Phone: (52) 56-22-53-05. Fax: (52) 36-
22-53-29, E-mail; farres@scrvidor.unam.mx.
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which is composed of a-(1-6) linkages in the main chain and
5% of which is composed of a-(1-3) branched linkages. Only
onc DS gene in this strain has been reported (33), while DS has
been found in multiple forms of different molecular weights (8,
13, 18). There is insufficient genetic evidence to explain if the
various proteins found result from the expression of different
genes or from posttranslational modifications. There is no in-
formation concerning either the DS genc regulation mecha-
nism or the characterization of the transcript. Although con-
stitutive mutants have been obtained by nonspecific mutation
strategies (8, 11, 12), the identification of the promoter region
in L. mesenteroides DS would allow the construction of consti-
tutive strains by site-directed mutagenesis.

In lactic acid bacteria, some metabolically related genes are
organized in clusters or polycistronic operons that are regu-
lated simultaneously (9, 17). Sucrose induces both DS and
sucrose-phosphorylase genes in Leuconostoc. However, bio-
chemical data support the fact that these enzymes are induced
at different stages during fermentation (3). In this work, ge-
netic evidence to clucidate if both genes are under the control
of the same promoter is given. In addition, the production of
DS from L. mesentervides NRRL B-512F under different in-
duction conditions is examined. Through the isolation and
characterization of mRNA, molecular information on the tran-
script is also provided.

MATERIALS AND METHODS

Strain conditions. 1. mesenteroides NRRL B-512F was kindly provided by the
Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria, lll. Three successive
cultures were carried out with each of the various carbon sources (see culture
conditions). Cells from the exponential growth phase of the third culture were
stored in 15% (wtivol) glycerol at —~20°C and used to inoculate subsequent
cultures,

Culture conditions. L. mesenteroides was culured in 100-ml flasks an a rotary
shaker at 2000 rpm in the standard medium reported by Dols et al. {3) at 25°C



Vou. 65, 1999 DS INDUCTION AND TRANSCRIPTION IN L. MESENTERQIDES 5505

7.0+

o
i

g
1

pH
T
Sucrose or fructose (mM)
3

5.54 1
40~
5.0 1
20 -
454 ¢

=20 - 14
412
-1.55@_‘0
St
>
s s E
= S
1108 1 €
dq6c
g4{ C
172}
-4
-o,sg
9 |
4
| 212
0.0 Jo

Time (h)
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density (G.D.).

unless otherwise specified. For cultures grown with other carbon sources. sucrose
was replaced by (i) p-glucose, (ii) eyuimalar quantitics of p-ltuctose and D«
glucose, (iii} p-fructose, and (iv) p-xylose (all purchased from Sigma Chemical
Co,, 5t. Louis, Ma.). The carbon source concentration was 50 or 117 mM, as
specified below, In induction studies, 50 mM frucluse cuitures were grown until
the mid-togarithmic phase was reached. At this point, 1.8 M sucrose was added
to obtain a final concentration ranging from 1 to 102 mM.

Biomass measurements. Bacterial growth was estimated by measuring the
absorbance at 600 nm. The optical density value was converted to CFU by means
of a calibration graph constructed dering the culture on each earbon source.
CFU were determined afier a 24-h cultivation in plate count agar.

DS recovery and assay, After cell removal, the pH was adjusted to 5.2 and the
supernatant was filtered through a membrane with a pore size cutofl of (.2 pm
(Millipore Corp., Bedford, Mass.). Subseguently, DS was concentrated by aque-
ous two-phase partition with 25% (wifval} polyethylene plycol 1504 (24). One-
half percent dextran T 70 (Sigma) was included in supernatants produced from
carbon sources other than sucrose. Afler centrifugation (7,000 X g, 20 min, 4°C),
the pellet was dispersed in 20 mM acetate buffer (pH 5.4) and DS activity was
measured by moniloring the release of reducing sugars by u 3.5-dinitrosalicylic
acid assay (31). One unit of DS activity is defined as the amount of enzyme thal
produces 1 pmol of fructose per min from a 100-g - liter™* sucrose solution at
30°C in 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.4) containing .05 g of CaClyand 1 g
of NaNj - liter™'. Specific activity is given as units per gram of total culture
protein. Protein was determined after precipitation with 107 (wt/vol) trichloro-
acetic acid, followed by dispersion in 0.1 N NaOH. Quantification of the soluble
proteins was made as described by Lowry et al. (16}, with bovine serum albumin
as a standard. Unless otherwise specified, all experiments were carried out in
triplicate. The variation coefficients were less than 5% in all cases.

Protein electrophoresis and in situ activity analysis. Supernatants from p-
glucose and b-fructose cultures were concentrated approximatety 40 times by
centrifugal wltrafiltration with Centricon 30 tubes (Amicon Inc, Lexington,
Mass.). DS from sucrose cultures was analyzed without further concentration.
Protein samples were applicd in parallel to sodium dodecyl sulfate (SD$)-7%
polyacrylamide gels (14). After electrophoresis at a constant current of 30 mA,
the gel was cut in two and one-hall was stained with Coomassie R-250. The
molecular mass was estimated with the High Range SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) molecular weight stundards (Bio-Rad Laboratories.
Hercules, Calif.). The other half of the gel was washed and incubated in the
prescnce of sucrose for the in situ DS assay as previously described (20). For a
specific levansucrase assay, raffinose was used as a substrate instead of sucrose.

Oligosaccharide and dextran synthesis. Oligosaccharide synthesis was cartied
out at 30°C with 100 g of sucrose * fiter ™" and 33.3 g of maltose - liter™" in a
solution of 20 mM sodium acetate buffer (pH 5.4) containing 0.05 g of CaCl, -
liter™", 1 g of NaN; - liter™", and .25 U of DS. For dextran synthesis a reaction
mixture with the same composition, but lacking maltose, was used. In alf cases,
DS was inactivated at 75°C.

Carbohydrate analysis. 0-Glucose and p-fructose concentrations were deter-
mined by an enzymatic UV methed (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Germany). Sucrose was determined by the sume method after treatment with
invertase (Sigma). Oligosaccharide analysis was carried out by high-pressure

liuid chromatography (HEPLC) in a Waters-Milipore C,, eolumn equipped with
a refractive index detector as previously described (19). Dextrim analysis was
performed after polymer precipitation with 2 vilumes of absulute ethanol; the
pellet was Tecovered by centrifugation and washed thres times with deionized
water before being freeze-dried. "C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra
of the pulymer were obtained with an AC30 Bruker spectrometer, at 75,4768
MHez, as described by Dols et al. (4). The chemical shifis were assigned to each
carbaon according 1o the method of Seymour et al, (27).

RNA isolation and hybridization analysis. For RNA isoladon, 10° cells were
witshed twice and incubated for 30 min at 37°C with 4 X 107 mg of lysozyme
(Sigma} I~ and for | h with 1% (volivol) proteinase K (Bochringer Munnheim
GmbH). The isolation procedurc was then continued by following the guani-
dinium thiocyanate method {2) in combination with acidie phenol extraction and
treatment with XNase 1 (amplification grade; Gibce BRL, Rockville, Md.}. The
malccular weight marker {RNA ladder; Gibeo BRL) und 7 pg of total RNA of
cach sample were separated by electrophoresis with a denaturing formaldehyde-
agarose system. Afterwards, the samples were transferred and fixed to s Hybond
N nylon membrane (Amersham Corp., Arlington Heighlts, [11) by applying the
standard procedure {(5). RNA blotted membranes were hybridized according to
the manufacturer’s instructions with 1) 1o 20 ng of the DNA probe labeled with
2P by using the Megaprime DNA labeling system {Amersham). The probe was
oblained from the L. mesenteroides NRRL B-512F DS gene described by Wilke-
Dougtas et al. (33) (Calgene Inc., Davis, Calif.) ufter digestion with Sail and Ndel
{Gibco BRL). The enzyme digestion gave one Li3-kb Iragment that includes the
region encoding the catalytic domain previously reported (7, 22, 28).

mRNA 5'-end determination. RNA analysis was carricd out with the system
for rapid amplification of cDNA 5" ends (Gibco BRL) by following the manu-
fucturer's procedure, which consists of cDNA synthesis and ¢DNA 3'-end am-
plification by PCR. ¢<DNA was cbtained with Supcrscript I Reverse Transcrip-
tase (Gibco BRL} and the synthetic oligonucleotide 5'-GATCCGTGAATGCA
TACCCG-3', which is complementary to a conserved sequence in the N-terminal
region of the DS gene (33). ¢cDNA 3' ends were amplified with Tag DNA
polymerase (Gibee BRL) with the gene-specific primer shown in Fig. 5. The PCR
amplification conditions were one cycle of 94°C for 1 min; 30 cycles of 94°C for
1 min, 55°C for 1 min. and 72°C for | min; and ene final cycle of 72°C for 5 min.
The reaction praducts were purified with a High Pure PCR product purification
kit (Boehringer Mannheim GmbH) before being sequenced.

Nucleotide sequence accessivn numbers. The following accession numbers
have been assigned by the EMBL nucleotide sequence database: AI1250903 and
AJ250904 (anificial oligonueleotide complementary primer used for gene se.
quence and oligunucleotide sequence used for (he rapid amplitication of cDNA
§' ends, respectively).

RESULTS

L. mesenteroides NRRL B-512F DS synthesis with several
carbon sources. Batch fermentation evolution under standard
DS production conditions (29°C and 117 mM sucrose) is shown
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TABLE 1. DS production in L. mesenteroides NRRL B-312F grown
with diffcrent carbon sources!

APPL. ENVIRON, MICROBIOL.

TABLE 2. L. mesentervides NRRL B-312F DS production in
fructose medium with sucrose addition at the mid-logarithmic stage

' - DS activity Production
Carbon souzee (LT mM) (U - mg of protein ") {tuld)
D-Xylose (.005 1
D-Glucuse 1.039 8
D-Fructose (L350 1
D-Glucose + D-fructose 1.104 21
Sucrose 2.390 478

“ Cells were cultured al 253°C, Activily was measured after the late exponential
growth phase. Supernasanis were concentruted Jikfold,

in Fig. I. Fructose was released during the first four hours and
was later consumed once sucrose was depleted. DS activity
reached a maximum of 1.8 U - ml™' at the end of the cxpo-
nential growth phase, followed by a remarkable decrease in
activity closely related to culture acidification.

The cifects of different carbon sources on DS production
were studied at 25°C 10 minimize cnzyme deactivation. At this
temperature, a mean generation time of 1 b was determined
for sucrose cultures, 13§ activity was found in all the concen-
trated supernatants (Table 1}, Final pHs ranged between 3.5
and 6.7 in all cases,

Protein characterization. Electrophoretic analyses were per-
formed with supernatants, with glueose or fruciose as carbon
sources, and in situ activity assays were carried out (o distin-
guish protein bands able to synthesize a polymer from sucrose,
A supernatant obtained under the standard DS production
conditions was used as a reference (Fig. 2, lane 1), In the
stained gel, two high-molecular-mass bands can be observed
(Fig. 2A): an intenge band of 170 kDa and a faint one of 160
kD Protein profiles ufter Coomassie staining of proteins from
glucose or fructose supernatants were similar to the one from
the sucrose culture. After the in situ activity assay was pey-
formed (Fig. 2B}, two bands of 170 and 116 kDa with polymer-
synthesizing activity could be observed (lanes 2. 3, and 4). An
additional low-activity band of 160 kIDa could be observed in
lanc 4, and taint bands of 97 kDa were also observed (lanes 2
and 3). While the 17 and 160-kDu bunds were distinguished

KDa
MW 1

200

116 Gl

97 el

b

66 ey

FIG. 2. SDS-PAGE wnulysis of L. smesenteroides NRRL B-512F 135 obained
rrom cells grown with different carbon saurces. (A} Conmassic blue-stained gel.
Lane MW, molecular miss markees: laing |, superoatant from sucrose, (B) In situ
polymer production from sucrose. Lane 2 supernatanis from fructose culture:
lane 3. supernuatant lrom glucose culture: lane 4 supernatant frem sucrose
culture,

Concn (mM) of: DS activity

(U - mg of protein™")

D-Fructose Sucrose
30 0
50 1 0,005
30 10 0.013"
50 50 0,105
30 102 193"

* Activity measured afier 3 h of sucrose addition. All cells were cultured at
25°C,

after incubation for 24 h, longer incubation times were re-
guired to observe the 116- and 97-kDa activity bands.

Analysis of the DS products. The dextran '*C-NMR analysis
and the HPLC profile of the acceptor products synthesized by
the enzymes obtained from sucrose, fructose, or ghicose me-
dium are shown (Fig. 3). It may be obscrved that the oligosac-
charide profile and the polymer structures are the same.

Induction experiments, In order to explore the induction
efiect of sucrose, L. mesenieroides was initially grown under
low-level-enzyme-producing conditions with D-fructose, p-glu-
cose, and p-xylose as carbon sources. At the mid-logarithmic
stage the cells were washed and transferred to a fresh 117 mM
sucrose standard medium for DS production. Appropriate cell
densities were reached in order to allow the comparison of
results. Before sucrose induction, the highest activity obtained
was 0.011 U + mg of protein™!, corresponding to the cells
grown in glucose. In all cases, the DS activity was increased
after the transfer to the sucrose medium and it could be de-
tected only after 3 h of incubation with sucrose. The highcest
activity was abtained from cells first grown in xylosc (0.569 U
- mg of protein™'), while the lowest DS expression was ob-
served when the cells were initially grown in fructose.

Different amounts of sucrose were added directly to fructose
cultures, in order (o study the sucrose level that is required to
induce DS acuvity (Table 2). It may be observed that large
amounts of sucrose (102 mM) are needed to obtain the max-
imum level of activity. This is 20%% less than the level obtained
in cultures where the cells were always grown in sucrose (refer
also to Table [).

DS transcription analysis. In order to evaluate the DS mes-
senger in terms ol size and level, total RNA was extracted from
cells grown under different culture conditions and analyzed by
Northern blotting. Well-defined rRNA bands were observed in
the denaturing gel (Fig. 4A), indicating a good RNA prepara-
tion qguality. The hybridization analysis (Fig. 4B) showed that
the size of the DS mRNA was approximately 4.8 kb and that
the highest concentration was found in the exponential growth
phase of the sucrose culture. A fainter hybridization signal was
observed in the sample obtained from the lag phase of the
same culture, Hybridization bands were not observed for RNA
sumples from cells grown in alternative sugars and stationary-
phase sucrosc-grown culturcs. They became visible after a
longer time exposure, at which time the hybridization signal
from the log-phase sucrose cullure RNA was extremely high
(resulls not shown).

In order to determine the promoter sequence of the DS
gene, the 37 ends of the mRNA were analyzed by rapid am-
plification of ¢cDNA 5 ends. This method is adequate for
analvzing traces of mRNA, as with the messenger extracted
from cells grown in fructose or xylose. The 5 ends of the
transcripts were compared with the oncs obtained from cells
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FIG. 3. Analysis of products synthesized by DS vbiained from celts grown in fructose (A). glucose (B}, and sucrose {C). (Graphs 1) HPLC chromatogram of the
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synthesized. *. Carbons invalved in the «-(1-6) linkage. Reaction snd analysis conditions are reported in Materials and Methods. mv, millivolts,

grown in sucrose. According to the PCR sequencing analysis. it
was verified that under the three conditions, the sequences of
the 5" ends of the messengers were the same (Fig. 3).

DISCUSSION

DS yiclds obtained with L. mesenieroides NRRI, B-512F
grown in sucrose 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 because DS are active in
a pH range between 4.8 and 6.2 (18). The results presented
herc demonstrate that there is a substantial reduction in DS
mRNA expression at this moment. Therefore. it may be
concluded that at this stage there is activity loss due to
enzyme inactivation, which is irreversible according to
Miller et al. (18), but also due to the absence of DS gene
transcription.

The cxperiments whose results are reported in Table 1
demonstrate the evident inducing role of sucrosc. However, a
low-level-induction effect of p-glucose and p-fructose was ob-
served, since DS activities could be detected in the concen-
trated supernatants. The enzyme yield obtained when p-xvlose
was uscd as the carbon source represents the basal DS level.
The different enzyme concentration obtained from the cultures
with sucrose compared to that of the glucose-fructose mixture
might indicatc a selectivity diffcrence in the regulatory mech-
anism. It is interesting that xylose in Leuconostoc is assimilated
through p-xylulose-5P but that glucose or fructose is assimi-
lated through the phosphoketolase pathway (3). Moreover, as
mentioned before, the sucrose uptake pathway differs in its

first steps from that of fructosc and glucose metabolism.
Therefore, differences in enzyme activity might be explained by
the presence of a metabolite that plays a role as an activator of
gene expression. A molecule involved in the initial sucrose
uptake or initial metabolic steps may be such an activator.

It was verilied that the main protein bands found in super-
natants of all carbon sources studied are DS, The protein of
170 kDa corresponds to the product of the gene described by
Wilke-Douglas et al, (33), and the 160-kDa protein corre-
sponds to a DS previcusly reported (8, 18). We have recently
found a very low proteolytic activity in this strain, which could
be detected in the concentrated supernatant (26). This result
suggests that the 160-kDa band may be produced from diges-
tion of the original 170-kDa protein. The 116- and 97-kDa
proteins correspond to levansucrases. This fact was verified
with raffinose (specific levansucrase substrate) in an in situ
assay, where only these bands were observed (result not
shown). Levansucrases of the same moleccular mass were also
reported by Miller et al. (18). Due to the very small amount of
levansucrase, the polymer production was observed only after
several days of incubation.

From the analyses of the DS products (dextran and oligo-
saccharides), it may be concluded that the enzymes ebtained in
media with different carbon sources have the same specificity.
That is, the '*C-NMR spectra of the polymers synthesized with
cach DS were similar to that of an a-(I—6)-linked lincar
dextran (20). In all three enzymes, glucosy! is specifically trans-
ferred to maltose, producing a serics of a-(1-6)-linked oligo-
saccharides. Accordingly, we conclude that the enzymes ob-
tained in media with different carbon sources are the same in
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FIG. J. Anulysis of RNA sumples extricted from cells grown i fructise
(Fanes 1), glucose (lanes 2). sucrose lag phase (lanes 3), sucrose log phase (lanes
4), and seerose stationary phase (lanes 3). (A) Total RNA denaturing formul-
dehyde-agarose gel electrophoresis. (B) Autoradivgram obtained from the
Narthern blot. Lancs MW contain the Gibeo RNA ladder. [n all cases, 7 pg of
RNA was analyzed.

terms of protein size und product specificity. It is interesting
that although some levansucrase activity was detected in the
electrophoretic assay, no tevansucrase products were observed
in the polymer synthesis reaction, because of the very high
dextransucrase/levansucrase ratio,

A classical induction phenomenon requires contact with the
cells and the inducer for only a few minutes to allow gene
expression. In this casc. sucrose behavior as an inducer is
atypical since DS activities could be detected only after several
hours of contact with sucrose and since the sucrose concentra-
tion required to stimulate enzyme production was extremely
high (Tuble 2). These results also show that the growth of three
pencrations in the presence of sucrose was not enough o
recover the DS activity levels reached by cells that had always
grown in this carbon source.

The correlation between DS mRNA amount and enzyme
activity produced under different culture conditions confirms
that gene regulation occurs at the transeriptional level. North-
crn blotting shows that even in the first hour of the sucrose
culture, the amount of DS mRNA is considerably higher than

AppL, ENVIRON, MICROBIOL.

the maximum obtained with any other carbon source, a fact
supporting the activator hypothesis.

The low cnzyme activity of cells transferred to a sucrose
medium after growth in fructose may be explained by a fruc-
tose repression cffect. However, when time-related gene ex-
pression was analyzed, it was found that the largest amount of
mRNA was observed when 20 mM fructose and 35 mM su-
crose were present in the culture, after 3.5 h of fermentation
{Fig. 1). These results are consistent with the cnzyme produc-
tion behavior in fed-batch cultures, where in spite of the high
fructose concentrations reached, an increase in DS production
wus obtained. According to Lépez and Monsan. the sucrosc
concentration should be kept between 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. it may be concluded that under such culture condi-
tions, the microorganism is also kept at the maximum stage of
mRNA synthesis, despite fructose accumulation.

The size of the DS messenger corresponds to the size of the
previously reported gene (33), so it is possible to conclude that
the DS gene of the B-512F strain is located in a monocistronic
operon. This possibility also explains the differences found by
Dols ct al. (3) in the expression of DS and sucrosc-phospho-
rylase during the culture time, as they claimed that these en-
zymes werc not coinduced by their common substrate. As the
5" ends of all the analyzed mRNAs were the same, it is con-
cluded that only one gene is transcribed under any culture
condition.

Six putative glucosyltransferase promoter sequences have
been reported for Leuconostoc (19, 33) and Streptococcus (1, 6,
10, 29) species. Only one fructosyltransferase promoter sc-

-quence, from Streprococcus mitwans, has been determined ex-

perimentally (30}, In this work, one transcription start point
was found 34 bp upstream from the ATG start codon, The DS
promoter presents the sequence TATAAT in the — 10 region,
which is totally homologous to the conserved region in pro-
karyotic cells and the reported region for 8. nuetans, The =35
region, TTTACA, presents high homology to the hexamer
consensus scquence TgaTuyGgAgsCaiAys and the sequence
reported for §. mustans has four additional base substiturions.
The identification of the DS promoter sequence will allow
further studies of the gene regulation mechanism in lactic acid
bacteria and allow the rational construction of constitutive
mutants by site-directed mutagenesis techniques.

71

141

211

281

351

421

491

AATAATARTTAACATTGTTARCTTATCACTAGATRAGTTAACAATGTTTTTTTATAAAARARTTAATGTT
ATATAATATTATATARTTCTCTGATTGACTGTTTTTACAATGTTTTT TARARATATGTCGATTGTGTATT

GARRTTTTTACTGTTITTACARATARATTAAGT TATAAT T TTTCARTGTAATAGRAGAGAATATTATAAG
-18 -10 MRNA

GAGAARATTTATGCCATTTACAGAARAAGTAATGCGGARAAAGCTTTATAARG TTGGGAARAG TTGGGTA

SD M P F T E K vV M R K K L ¥ K V G K s W V

GTTGGTGGGGT TG TGCTTTTGCAT TARCCGCCTCATTTGCTTTAGCAACACCAAGTGTTTTAGGAGACA
vV 6 6 VvV c A F A LTS TFAULATUPS V L G D

GTAGTGTACCTGATGTGAGTGCGAATAACG T TCAATCTGCTTCAGATARTACAACGGATACGCAGCAGAA
§ § v P D V § A NNV g 5 A S Db NT TUDTQ g N

CACTACGGTTACCGAAGAAAATGATARAGTACAGTCTGCAGCTACTAATEACAATGTAACAACAGCTGCA
T T VvV T E E N D K V¥ § §S A AT N DN V T T A A

BGCGhCACAACACAATCTGCTGATARTAATGTGACAGAAAAACACTCBGATGATCATGCACTTGAT...
§ b T T QQ S A DNINUVTE X Q S D DHW ATLD...

FIG. 5. Nucleotide sequence of the N-terminal DS gene and its preceding region, The — 10 and —35 promoter regions are underlined, and the transcription start
site and direction of transcription are indicated by arrows. S is the possibte ribosome-binding site. The boxed nucleatides correspond to the primer used for PCR

amplification of the mRNA 5" end.
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