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Resumen

1. Resumen

Varias especies del género Leuconostoc producen exopolisacaridos de glucosa (glucanos) y
fructosa (fructanas). Las enzimas responsables de la sintesis de estos polimeros son las
glicosiltransferasas que incluyen a las glucosiltransferasas (GTFs) y fructosiltransferasas
(FTFs) capaces de sintetizar glucanos o fructanas respectivamente. Mediante estudios
bioinformaticos se identificaron tres posibles GTFs y tres FTFs en el genoma de
Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293. En el presente trabajo se midié la actividad
glicosiltransferasa en cultivos de esta cepa crecidos en diferentes fuentes de carbono,
encontrandose que las glicosiltransferasas se expresan en presencia de sacarosa, fructosa y
glucosa. Los valores de actividad especifica indican que si bien la fructosa no es tan buen
inductor de las FTFs como la sacarosa, los niveles de actividad son superiores a los
inducidos por este azicar en otras cepas. Se localizaron en el genoma de L. mesenteroides
ATCC 8293 regiones con identidad de secuencia a genes que, en otras bacterias Gram
positivas, estan relacionados con la regulacion de la expresion de las glicosiltransferasas.
Asi, los genes Leum 0544 (CcpA), Leum 1950 (CovR), Leum 0288 (EII BCA PTS de
sacarosa) y Leum 1768 (EIIA PTS manosa/fructosa) se propusieron como blancos de
mutacion para evaluar su efecto sobre la actividad glicosiltransferasa. Se selecciond un
sistema de mutacion que se basa en la doble recombinacion homologa entre el genoma y
secuencias de homologia en el vector termosuicida pSETSs. El resultado de nuestros
analisis evidencio que el vector pSETSs no se integro en el genoma de L. mesenteroides
ATCC 8293, sino que continua replicandose atn a la temperatura no permisible de 37°C.
Esto dificulta la seleccion de células en las que haya ocurrido el evento poco probable de
recombinacion por lo que el sistema de mutacion no resultd funcional en esta cepa.
Adicionalmente, se estudio el transporte de varios aztcares en cultivos de L. mesenteroides
ATCC 8293 crecidos en diferentes fuentes de carbono. El transporte de fructosa es
inducido y el de sacarosa y manosa ocurre en células crecidas en estas fuentes de carbono y
en menor medida en células crecidas con fructosa. El transporte de glucosa parece ser
constitutivo pues ocurre en igual magnitud tanto en células crecidas en glucosa como en
células crecidas en sacarosa y fructosa. La sacarosa y la glucosa tienen al menos dos

sistemas de transporte uno de ellos dependiente del gradiente de protones.



Introduccion

2. Introduccion

Las bacterias acido lacticas (BAL) se han empleado por siglos para la produccién de
alimentos fermentados debido a que su actividad metabolica permite la conservacion y
genera el sabor caracteristico de estos alimentos (Caplice y Fitzgerald, 1999). El atributo
mas importante de las BAL es la produccion de acido lactico el cual, entre otras funciones,
disminuye el pH del medio provocando un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
microorganismos indeseados. Una propiedad interesante en varios géneros de BAL es su
capacidad para sintetizar exopolisacaridos que, entre otras funciones, forman parte de la
matriz en la cual crecen embebidos formando biopeliculas. Estos polimeros de
carbohidratos protegen a los microorganismos de la desecacion, fagocitosis, accion de
antibioticos, depredacion por protozoarios y del estrés osmotico (Cerning, 1990). Los
exopolisacaridos pueden ser homopolisacaridos de glucosa (glucanos) o fructosa
(fructanas) y su sintesis estd catalizada por las GTFs o las FTFs dependiendo de si
producen glucanos o fructanas respectivamente. En su conjunto estas enzimas se conocen
como glicosiltransferasas.

Las GTFs microbianas catalizan la transferencia de unidades D-glucopiranosil de la
sacarosa a moléculas aceptoras. Ademds de los a-glucanos pueden sintetizar
oligosacaridos cuando se adicionan al medio de reaccion aceptores eficientes como
maltosa y son capaces de hidrolizar la sacarosa si el aceptor es el agua. La sintesis de los
a-glucanos se ha observado so6lo en BAL (Robyt y Walseth, 1979).

Las FTFs se han encontrado en hongos y plantas ademés de en bacterias. Las enzimas
bacterianas catalizan la transferencia de una unidad fructosilo de la sacarosa a un polimero
en crecimiento de fructana asi como la transferencia de fructosa a otros aceptores como
agua (hidrolisis de sacarosa) y sacarosa o rafinosa produciendo fructooligosacaridos. La
sintesis de las fructanas se ha observado en bacterias Gram positivas y negativas
(Newbrun y Baker 1968).

Los homopolisacaridos producidos por las glicosiltransferasas tienen importantes
aplicaciones comerciales. Debido a su cardcter no 1i6nico, biocompatibilidad y
biodegradabilidad los glucanos conocidos como dextranas se emplean en la industria
farmacéutica en la producciéon de quimicos finos, como sustitutos del plasma,
transportadores de hierro y anticoagulantes y en la fabricacion de geles para las
bioseparaciones cromatograficas (geles de Sephadex®) (Naessens et al, 2005). También se

usan para el mejoramiento de la textura en la industria alimentaria, como es el caso de
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Introduccion

bebidas lacteas, yogures y helados. Las fructanas tienen aplicaciones en el campo de los
cosméticos, los alimentos y en la industria farmacéutica como agente hipocolesterolémico
y antitumoral (Kaur y Gupta, 2002).

En relacién con la regulacion de la expresion de las glicosiltransferas, se ha descrito que en
las cepas de Leuconostoc las enzimas son inducibles por sacarosa. En L. mesenteroides
NRRL B-512F se observo, mediante andlisis de transcrito, que la expresion de la
dextransacarasa es relativamente baja en presencia de fuentes de carbono diferentes de la
sacarosa y se incrementa cuando se afiade sacarosa (Quirasco et al, 1999).

En Streptococcus la expresion de las glicosiltransferasas es constitutiva aunque aumenta en
presencia de sacarosa. En Streptococcus mutans, las GTFs B, C y D son mucho menos
susceptibles a la regulacion por sacarosa en comparacion con la inica FTF presente en este
microorganismo (Fujiwara et al, 2002).

La expresion de la levansacarasa en Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 parece ser
independiente de la presencia de sacarosa en el medio (Tieking et al, 2005).

El laboratorio de Biocatalisis y Tecnologia Enzimatica ha centrado su atencion durante
afios en el estudio de varias cepas de L. mesenteroides y las glicosiltransferasas producidas
por estos microorganismos. Se han caracterizado varias enzimas y expresado en sistemas
heterologos (Morales-Arrieta et al, 2006; Olvera et al, 2007).

En general se conoce muy poco acerca de los mecanismos de induccion por sacarosa de las
glicosiltransferasas en las cepas de Leuconostoc. Por esta razon el interés de este proyecto
fue contribuir al conocimiento en este tema a través de la busqueda de genes relacionados
con la induccion de estas enzimas. Como parte indispensable para contribuir con este
objetivo fue necesario buscar y desarrollar herramientas de Biologia Molecular efectivas

en el género Leuconostoc.



Antecedentes
3. Antecedentes
3.1 Fructosiltransferasas y fructanas

Las FTFs bacterianas pertenecen a la familia 68 de las glicosil hidrolasas. Son enzimas
extracelulares que rompen el enlace glicosidico de la sacarosa (y en algunos casos de la
rafinosa) y usan la energia liberada para acoplar una unidad de fructosa a diferentes
aceptores. Entre éstos se encuentran la propia sacarosa, el polimero de fructosa en
crecimiento (transfructosilacion), el agua (hidrdlisis) y otros azucares como la rafinosa
(reaccion de aceptor). Las fructanas bacterianas contienen una unidad de glucosa no
reductora al final de la cadena pues la sacarosa se usa como aceptor en la reaccion inicial
de cebado (French y Waterhouse, 1993). Las fructanas microbianas alcanzan un alto peso
molecular y desde el punto de vista de la estructura de los enlaces se han descrito dos tipos:
inulina, con enlaces B-2-1 y ramificaciones 3-2-6 asi como levana, con enlaces [-2-6 y
ocasionalmente ramificaciones (-2-1 (Figura 1). Por esta razon las FTFs se clasifican

como inulosacarasas (E.C 2.4.1.9) y levansacarasas (E.C 2.4.1.10).
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Figura 1. Estructura de los polimeros de fructosa.

Inulina

Las inulosacarasas se han encontrado exclusivamente en BAL mientras que las
levansacarasas estan ampliamente distribuidas tanto en bacterias Gram negativas como
positivas.

En el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293, recientemente publicado

(http://genome.jgi-psf.org/leume/leume.home.html), se identificaron tres levansacarasas

demostrandose que dos de ellas, LevC y LevL, son funcionales en un sistema heter6logo

(Olvera et al, 2007).
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En Escherichia coli, se han expresado heterologamente una gran diversidad de genes que
codifican para las FTFs para su caracterizacion. Tal es el caso de las levansacarasas de
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sanfranciscensis y L. mesenteroides (van Hijum et al,
2004; Tieking et al, 2005; Olvera et al, 2007) y de las inulosacarasas de L. reuteri (van

Hijum et al, 2002) y Leuconostoc citreum (Olivares Illana et al, 2003)

3.2 Glucosiltransferasas y glucanos

Las GTFs (EC 2.4.1.5) pertenecen a la familia 70 de las glicosil hidrolasas. Estas enzimas
son extracelulares y con masas moleculares promedio de 160 kDa. Las GTFs escinden el
enlace glicosidico de la sacarosa y utilizan la energia liberada para acoplar una unidad de
glucosa a una cadena de glucano en crecimiento (transglucosilacion), al agua (hidrdlisis) o
a otro sustrato aceptor (reaccion de aceptor). De acuerdo al tipo de glucano sintetizado las
GTFs se clasifican en dextransacarasas, productoras de dextranas, alternansacarasas
(alternana), mutansacarasas (mutana) y reuteransacaras (reuterana). Los glucanos
microbianos son polimeros de alto peso molecular cuya produccion se ha reportado en
cuatro géneros de BAL: Leuconostoc, Streptococcus, Weisella y Lactobacillus spp.
(Fujiwara et al, 2002; Naessens et al, 2005). En el genoma de L. mesenteroides ATCC
8293, se identificaron tres dextransacarasas potenciales con alta identidad de secuencia con
dextransacarasas de otras cepas de L. mesenteroides (Olvera et al, 2007). La Figura 2

muestra los diferentes tipos de glucanos producidos en BAL.

. Dextrana

. M Mutana

1 | Reuterana

L Alternana

Figura 2. Estructura de los polimeros de glucosa.
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La dextrana estd formada por enlaces a-1-6 en la cadena principal y es sintetizada por
varias BAL como L. mesenteroides y Lactobacillus spp. La mutana es un glucano lineal
con mas del 50% de los enlaces a-1-3 producido en S. mutans (y otras especies de
Streptococcus) y en Lactobacillus reuteri MLI1. La reuterana es un glucano compuesto
mayoritariamente por enlaces glicosidicos a-1-4 producido por enzimas de cepas de L.
reuteri (121 y ATCC 55730). La alternana tiene enlaces alternos a-1-6 y a-1-3 y la
producen enzimas de cepas de L. mesenteroides. En la cepa de L. mesenteroides B-1299 se
han caracterizado enzimas que producen un a-glucano que incluye en su estructura enlaces

glicosidicos a-1-2 (Seymour et al, 1979).

3.3 L. mesenteroides. Aspectos metabolicos y genéticos

Las especies del género Leuconostoc son bacterias ampliamente distribuidas en el medio
ambiente. Se caracterizan por ser cocos, Gram positivos, anaerobios facultativos, no
moviles e incapaces de formar esporas. Estos microorganismos tienen complejos
requerimientos nutricionales para su crecimiento como vitaminas y aminodcidos (Garvie,
1986). Probablemente es la especie de BAL mds abundante en frutas, vegetales y vegetales
fermentados. Recientemente se demostr6 que L. mesenteroides subp cremoris es un
potente inductor de la expresion de citocinas del tipo thl: IL-12 y TNF-y, por lo que estas
bacterias también actian como probidticos (Kekkonen et al, 2008).

L. mesenteroides es capaz de utilizar diversas fuentes de carbono como sacarosa,
arabinosa, fructosa, galactosa, glucosa, maltosa y xilosa. Este microorganismo crece mas
rapido en presencia de sacarosa que en presencia de monosacdridos como glucosa y
fructosa. En condiciones microaerofilicas lleva a cabo una fermentacion heterolactica por
lo que la glucosa u otros azucares se convierten en cantidades equimolares de D-lactato,
etanol y CO; por una combinacion de las vias de las hexosas monofosfato y las pentosas
fosfato (Garvie, 1986) (Figura 3).

Dols y col. (1997) estudiaron las enzimas responsables de la captacion y fosforilacion de
los aztcares en L. mesenteroides NRRL B-1299. Mediante ensayos enzimaticos
encontraron alta actividad de la glucoquinasa y fructoquinasa asi como una sacarosa
fosforilasa inducible y una fosfoglucomutasa constitutiva. Sin embargo no detectaron
actividad del sistema fosfotransferasa de azacares (PTS) dependendiente de
fosfoenolpiruvato (PEP) en presencia de sacarosa, glucosa o fructosa. Se postulo entonces

que la sacarosa, la glucosa y la fructosa son captadas por permeasas y que la sacarosa es
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Figura 3. Algunas rutas catabodlicas de carbohidratos en Leuconostoc mesenteroides. 1- sacarosa
fosforilasa, 2- dextransacarasa, 3- fosfoglucomutasa, 4- glucoquinasa 5- fructoguinasa, 6- manitol
deshidrogenasa, 7- glucosa 6P isomerasa, 8- piruvato deshidrogenasa, 9- cetol isomerasa.

Tomado de: Quirasco, 2001.

fosforilada e hidrolizada concomitantemente por la sacarosa fosforilasa para generar
glucosa 1-fosfato y fructosa intracelularmente. La glucosa 1-fosfato es convertida por la
enzima fosfoglucomutasa a glucosa 6-fosfato la que entra en la via de la fosfocetolasa
(Dols et al, 1997) (Figura 3).

En ese mismo estudio se caracterizo el cultivo con sacarosa como fuente de carbono. En la
primera etapa, s6lo se consumi6 la porcion glucosa de la sacarosa captada por la célula y se
transform6 en una mezcla equimolar de lactato y acetato sin produccion de etanol o
manitol. La porcion fructosa se acumuld en el medio de cultivo junto con la asociada a la
sintesis de dextrana lo que sugiere que L. mesenteroides posee un mecanismo de expulsion
de la fructosa. Una vez que se consumid toda la sacarosa se empez6d a metabolizar la

fructosa y se produjo manitol (Dols et al, 1997).
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3.4 Expresion de glicosiltransferasas
3.4.1 L. mesenteroides

La induccion de la expresion de las glicosiltransferasas por sacarosa se ha estudiado muy
poco en el género Leuconostoc. Quirasco y col. (1999) estudiaron la expresion del gen
dsrS, que codifica para la dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL B-512F. El gen dsrS
forma parte de un operén monocistronico que se transcribe con alta eficiencia durante la
fase exponencial. En esta cepa la sacarosa tiene un comportamiento atipico como inductor
ya que la actividad dextransacarasa se detect6 solo después de varias horas de contacto con
la sacarosa y la concentracion requerida para estimular la produccion de la enzima fue muy
alta (102 mM). En un fenémeno de induccion clésico se observa la expresion después de
pocos minutos de contacto entre las células y el inductor. Se demostr6 que la regulacion de
dsr-S ocurre a nivel transcripcional y se propone que una molécula involucrada en la
captacion inicial de la sacarosa o en los pasos metabolicos iniciales podria ser el verdadero
activador del gen (Quirasco et al, 1999).

En L. mesenteroides IBT-PQ se encontro, corriente arriba del gen dextransacarasa dsrP y
en la cadena complementaria, un ORF cuya secuencia deducida de aminoacidos muestra
un 21% de identidad con el regulador Rgg de Streptococcus gordonii. Cabe mencionar que
el ORF no fue totalmente secuenciado (Fernandez, 2003). En S. gordonii, Rgg es un
regulador positivo del gen adyacente gtfG, que codifica para la GTF. Los reguladores tipo
Rgg se han encontrado en los genomas de bacterias Gram positivas con bajo contenido
G+C como Streptococcus pyogenes, S. mutans, Lactococcus lactis, lactobacilli entre otras.
Estas proteinas tienen dominios de union a DNA e influyen en la expresion de genes
proximales que codifican para proteinas con funcion heterogénea (Vickerman y Minick,
2002).

En L. mesenteroides se han obtenido cepas que expresan las glicosiltransferasas de forma
constitutiva mediante mutagénesis al azar (Kim et al, 1997, Kitaoka y Robyt, 1998). Esta
caracteristica es deseable en la industria ya que los cultivos crecidos en sacarosa contienen
polimero por lo que se vuelven muy viscosos dificultando la agitacion, la eliminacién de
las células del medio y la posterior purificacion de las enzimas. El conocimiento de los
mecanismos de induccion de las dextransacarasas por sacarosa podria facilitar el disefio

racional de cepas constitutivas e incluso superproductoras de enzimas.
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3.4.2 Streptococcus mutans

Existe un gran interés en identificar genes relacionados con la expresion de las
glicosiltransferasas en S. mutans por su importancia clinica. S. mutans es uno de los
principales patdogenos involucrado en el desarrollo de caries dentales en humanos (Marsh y
Bradshaw, 1999). Este microorganismo produce tres GTFs codificadas por los genes gtfB,
gtfC y gtfD y una FTF codificada por el gen ftf. Los genes gtfB y gtfC estan organizados en
tandem aunque se expresan de forma independiente (Googman y Gao, 2000). Las enzimas
GTFB y C sintetizan glucanos insolubles mientras que GTFD produce un polimero
soluble. Los glucanos insolubles son los principales constituyentes de las biopeliculas de la
placa dental y junto con las proteinas de unidon a glucano facilitan la adherencia y
acumulacion de biopeliculas estables. La fructana sintetizada por la FTF podria también
servir como reserva de energia cuando la disponibilidad de nutrientes es baja. Se ha
observado que la expresion de los genes de las glicosiltransferasas en S. mutans depende
de condiciones nutricionales y ambientales como la velocidad de crecimiento, el pH, la

fuente de carbono y el crecimiento en condiciones de biopeliculas (Li y Burne, 2001).

3.4.2.1 PTS de clase manosa

En la cepa de S. mutans JAMY, deficiente en la proteina EITABM*"

(codificada por el gen
manL) la expresion de gtfB y gtfC disminuyo con respecto a la cepa silvestre mientras que
la expresion de gtfD y ftf no se afectd significativamente (Abranches et al, 2003).
EITAB™*" es uno de los componentes del PTS de la clase manosa. El PTS es uno de los
sistemas de transporte de azucares en bacterias formado por dos proteinas generales:
enzima [ (EI) y la proteina fosfotransportadora termoestable (HPr) ademas de
transportadores especificos de los azlcares. En conjunto forman una cascada de
fosforilacién como la que se muestra en la Figura 4.

La cascada comienza con la autofosforilacion de EI por PEP en un residuo de histidina. P
His-EI tranfiere el grupo fosforil a HPr que también se fosforila en un residuo de histidina.
P His-HPr funciona como donador del grupo fosfato a los transportadores del PTS que son
diferentes proteinas o dominios (IIA, I1IB y IIC). Los PTSs de clase manosa, a diferencia de
los otros transportadores PTS, estan formados por cuatro proteinas o dominios

independientes: dos dominios citoplasmaticos (IIA y IIB) y un dominio adicional de

membrana (IID) que forma la permeasa junto a IIC (Postma et al, 1993). Dentro de los
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PTSs de clase manosa, los transportadores de manosa/glucosa (PTS™™) forman un grupo
distinto que de manera caracteristica tienen fusionado los dominios IIA y IIB. Estos
transportadores tienen especificidad de sustrato una relativa amplia ya que pueden

transportar manosa, glucosa, N-acetilglucosamina, fructosa y 2-deoxiglucosa (Zuifiiga et al,

2005).

azucar

piruvato

azucar-P

azucar

Figura 4. Cascada de fosforilacion del sistema fosfotransferasa de azucares (PTS). PEP:
fosfoenolpiruvato, azlcar-P: azucar fosforilado. Tomado de Zafiga y col. (2005).

El PTS, ademas de su papel en el transporte de azucares, estd implicado en varios procesos
reguladores. P. His-HPr también puede transferir el grupo fosfato a otras proteinas que no
son del PTS, controlando sus funciones (Deustscher et al, 2002). Adicionalmente, HPr
puede ser fosforilada en el residuo de serina 46 por una proteina quinasa dependiente de
ATP, activada por metabolito. P_Ser-HPr participa en el mecanismo de regulacion de la
captacion de azucares conocido como exclusion del inductor y en la represion por
catabolito carbonado (RCC) donde actua como cofactor del regulador transcripcional

CcpA (Schumacher et al, 2004).

3.4.2.2 CcpA

Browngardt y col. (2004) obtuvieron una cepa de S. mutans deficiente en el regulador
RegM en la que observaron menor expresion de gtfBC y ftf en diferentes condiciones de
disponibilidad de carbohidrato y pH del medio. RegM tiene un alto porcentaje de identidad
con CcpA (del inglés, catabolite control protein A), un miembro de la familia Lacl de

reguladores transcripcionales. En bacterias Gram positivas con bajo contenido de G+C,
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CcpA controla la glicolisis, el metabolismo fermentativo, la fijacion de amonio y es efector
primario de la RCC (Stiilke y Hillen, 2000). La regulacion por CcpA se ejerce al menos
por dos mecanismos: la unién directa a la region promotora de los genes regulados en las
secuencias cre (elemento de respuesta a catabolito) o la alteracion del estado de
fosforilacion de la proteina HPr (Bruckner y Titgemeyer 2002). En las regiones promotoras
de los genes gtfBC vy ftf se identificaron posibles secuencias consenso Cre lo que sugiere
que RegM se une a estos promotores para el control de la expresion de gtfBC y ftf. No
obstante no puede descartarse que RegM altere el estado de fosforilacion de HPr lo que a

su vez afecte la expresion de estos genes (Browngardt et al, 2004).

3.4.2.3 CovR

El regulador de respuesta CovR, del sistema de dos componentes CovRS, participa en la
regulacion de la expresion de las glicosiltransferasas en S. mutans (Lee et al, 2004). Los
sistemas de dos componentes juegan un papel importante en la virulencia, adaptacion y
supervivencia de las bacterias. Un sistema tipico consiste en un detector con actividad
quinasa que responde a sefiales especificas modificando el estado de fosforilaciéon de un
regulador de respuesta (el segundo componente). Los detectores quinasas usualmente son
proteinas integrales de membrana que se autofosforilan a partir de ATP en un residuo
conservado de histidina y luego transfieren el grupo fosforil a un residuo conservado de
aspartico en el regulador de respuesta. La fosforilacion del regulador de respuesta cambia
las propiedades bioquimicas de su dominio efector que puede entonces participar en la
unién al DNA y el control transcripcional, realizar actividades enzimaticas, unir RNA o
involucrarse en interacciones proteina-proteina. Los sistemas de dos componentes pueden
funcionar como reguladores globales iniciando una cascada de fosforilacion en la cual se
apagan o prenden un gran namero de genes (Mitrophanov y Groisman, 2008).

En S. mutans NGS Ia inactivacion del operon COVRSX que codifica para el detector CovS,
el efector CovR y CovX (funcion desconocida), resulta en una sobreexpresion constitutiva
de ftf. El operon COVRSX parece regular negativamente la expresion de la FTF a nivel
transcripcional. Lee y col. (2004) proponen la hipotesis de que S. mutans detecta el nivel
de sacarosa en el ambiente lo que conduce a la desrepresion de la transcripcion de ftf. Este
proceso se lleva a cabo probablemente a través de la transferencia de fosfato entre el
detector y el regulador de respuesta (CovR). La proteina puede ser CovS pero se requiere

mayor respaldo experimental para demostrar esta hipdtesis. La proteina CovR fosforilada
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provoca entonces un incremento en la transcripcion del gen ftf ya sea directa o
indirectamente. Este mecanismo de regulacion aparentemente no es responsable de la
expresion inducida por sacarosa de las GTFs porque el nivel de GTFs en la mutante COVR
se mantuvo igual que en la cepa silvestre (Lee et al, 2004).

Otro regulador de respuesta, también denominado CovR, se ha relacionado con la
represion de la transcripcion de los genes gtfBCD en S. mutans UA159. Se trata de un
ortdlogo del CovR del sistema de dos componentes CovRS de S. pyogenes. Sin embargo
para este regulador todavia no se ha identificado el correspondiente ortélogo CovS en el
genoma de S. mutans UA159. CovR regula negativamente la expresion de gtfD (Idone et
al, 2003), gtfB y gtfC, en estos dos ultimos casos, por union directa a la regién promotora

(Biswas y Biswas, 2006).

3.4.3 Bacillus subtilis

La sintesis de la levansacarasa de B. subtilis (SacB) se induce por la presencia de sacarosa
en el medio. El gen sacB esta ubicado en un operdn tricistronico junto a levB y yveA, con
una region de control cis corriente arriba que se denomina sacR. En sacR esté el promotor
del operdn y entre éste y la secuencia codificadora de sacB hay una region palindromica
(sacRt) que forma un terminador transcripcional. La expresion constitutiva de sacB se
observo como consecuencia de mutaciones en tres loci: sacR, ptsl y sacX-sacY (Lepesant
et al, 1972). El gen ptsl codifica para la enzima EI del PTS, la secuencia deducida de
aminoacidos de sacX tiene alta identidad con tres enzimas II del sistema PTS de sacarosa y
SacY funciona como un antiterminador de la transcripcion. Crutz y col. (1990) propusieron
un modelo de regulacion a partir del andlisis del efecto en la expresion de sacB de
diferentes mutaciones en los genes antes mencionados. En ausencia de sacarosa, el
componente EIl del PTS de sacarosa, SacX se encuentra fosforilado por EI via HPr y en
esta forma inhibe el antiterminador SacY. La transcripcion de sacB se inicia
constitutivamente pero la elongacion del transcrito aborta prematuramente en el terminador
intrinseco. Por el contrario, cuando la sacarosa esta presente es internalizada y fosforilada
por SacX que, a su vez, se desfosforila liberando a SacY de la inhibicién que evita la
formacion del terminador y permite la transcripcion del operon de sacB (Crutz et al, 1990).
El sitio especifico al que se une SacY en el mRNA naciente se ha designado como RAT
(antiterminador ribonucledtido). RAT es una secuencia palindromica de 29 nucledtidos que

se pliega en una estructura de tallo-asa y que sobrelapa parcialmente la quinta parte del
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terminador. La estructura del terminador es intrinsecamente mas estable que la estructura
de RAT por tanto en ausencia del antiterminador se favorece su formacion. Por el contrario
la unién de SacY estabiliza la estructura RAT lo que evita la formacion del terminador y
propicia la transcripcion de los genes corriente abajo (Aymerich et al, 1992). La actividad
antiterminadora de SacY es modulada por un mecanismo de fosforilacion/desfosforilacion
en su dominio regulador e involucra varias proteinas del sistema PTS (Tortosa et al, 1997).
Con respecto a la induccién de SacB adicionalmente se ha propuesto que la expresion del
operon de la levansacarasa es modulado por un mecanismo de regulacion autdégeno
positivo. Este lazo de retroalimentacion requiere el transcrito de levB, el segundo gen del
operén, que codifica para una endolevanasa extracelular anclada a la membrana. El
transcrito de levB, a través de su interaccion con SacY, modula positivamente la

transcripcion del operdn a altas concentraciones de sacarosa (Daguer et al, 2004).

3.5 Caracterizacion de genes que codifican para componentes del PTS en L.

mesenteroides

Lorca y col. (2007) encontraron que L. mesenteroides ATCC 8293 posee veinte proteinas
en el genoma que tienen identidad con componentes de PTSs segun un estudio de
genomica comparativa de las capacidades de transporte en bacterias Gram positivas. Siete
de estas proteinas tienen identidad con componentes del PTS especifico de manosa.
También encontraron dos genes que posiblemente codifiquen para las proteinas generales
del PTS: Hpr y EI. Park y col. (2006) caracterizaron el operon ptsHI que codifica para HPr
y EI en L. mesenteroides SY1. El operén se transcribe de forma constitutiva
independientemente de la fuente de carbono. Las proteinas codificadas por estos genes
resultaron muy similares a las codificadas por otros ptsSH y ptsl conocidos de bacterias
Gram positivas. HPr tiene 80%, 78% y 77% de identidad de secuencia de aminoacidos con
HPrs de S. pyogenes, Streptococcus agalactiae y Streptococcus pneumoniae,
respectivamente. Los puntajes de identidad de secuencia de aminodcidos para EI fueron de
68%, 67% y 66% para Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Oenococcus
oeni, respectivamente. Al igual que en otras bacterias Gram positivas, la proteina HPr
quinasa/fosforilasa (HPr K/P), purificada también de L.mesenteroides SY 1, fosforilo a HPr
en su residuo de serina (Park et al, 2006). Es probable que este operdn sea funcional in

vivo en L.mesenteroides SY'1 asi como en otras cepas de L. mesenteroides.
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3.6 Caracterizacion del gen ccpA en L. mesenteroides

Por primera vez para L. mesenteroides se aislo el gen cCpA de la cepa SY 1, encontrandose
que codifica una proteina con un peso molecular de 36,7 kDa (Park et al, 2005). EI gen es
monocistronico y esta localizado en direccion opuesta al gen pepQ (dipeptidasa), una
organizacion genética comun en todos los genes cCpPA de BAL. El promotor de CCpA se
sobrepone parcialmente con un sitio cre por lo que se infiere que, en esta cepa, la
transcripcion de CCpA esta reprimida por la unién de CcpA a cre cuando la glucosa esta
presente en el medio. El papel regulador de la proteina CcpA purificada se demostr6 por su
union al sitio cre del gen aga (a-galactosidasa) de L. mesenteroides SY 1, que esta sujeto a
RCC (Park et al, 2005).

Con estos antecedentes resulta interesante conocer las moléculas involucradas y los
posibles mecanismos de induccion de las glicosiltransferasas en Leuconostoc. En primera
instancia, se pueden buscar genes que codifiquen para reguladores transcripcionales y
componentes del PTS en el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293. Este estudio puede
aportar informacion util en la busqueda de cepas mutantes constitutivas y/o
superproductoras manipulando los genes involucrados en la induccion. Adicionalmente,
aunque la expresion heterdloga de las glicosiltransferasas se ha logrado éxitosamente
(Morales-Arrieta et al, 2006; Olvera et al, 2007), la actividad enzimatica no es tan alta
como la que se alcanza mediante la expresion homoéloga. Por tanto seria beneficioso
desarrollar procesos en los que se obtengan las glicosiltransferasas directamente de este
microorganismo bajo condiciones controladas y favorables y ademds en ausencia de

sacarosa.
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4. Hipétesis

El estudio de los elementos de regulacion de las glicosiltransferasas generara informacion

basica que permitird disefar estrategias para su sobreproduccion con fines biotecnoldgicos

5. Objetivo general

Identificar genes que influyen en la expresion de las glicosiltransferasas en L.

mesenteroides ATCC 8293

5.1 Objetivos especificos

o Determinacion de la actividad glicosiltransferasa de L. mesenteroides ATCC 8293

en presencia de sacarosa y otras fuentes de carbono empleadas como inductores

. Seleccion de genes potencialmente relacionados con la expresion de las
glicosiltransferasas

. Estudio del transporte de azucares en cultivos crecidos en diferentes fuentes de
carbono

. Generacidn y evaluacion de mutantes en los genes anteriormente seleccionados

15



Materiales y Métodos

6. Materiales y Métodos

6.1 Cepas y medios de cultivo

La cepa L. mesenteroides subp. mesenteroides ATCC 8293 se adquirié de la American
Type Culture Collection. La actividad glicosiltransferasa se midi6 en medio de cultivo para
L. mesenteroides (LM) (Tabla 1). Para los ensayos de Biologia Molecular se empleo el
medio MRS (DIFCO) liquido y LM so6lido (LM-agar) suplementado con 2% de glucosa.

Como bacteria hospedera de los vectores se empled la cepa DH5a. de Escherichia coli
crecida en medio de cultivo Luria Bertani (LB) liquido y s6lido (LB-agar) (Tabla 2). Para
la preparacion de células electrocompetentes de E. coli DH5a se empled el medio YENB
(Tabla 3) y para su recuperacion después de la transformacion el medio SOC (Tabla 4).

Las cepas se preservaron en una solucion de glicerol al 40% (v/v) a -20°C.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo de L. mesenteroides (LM)

Componente Concentracion (g/L)
sacarosa 20
extracto de levadura 20
K,HPO4 20
MgSO4 ‘TH,0O 0.2
CaCl, - 2H,0 0.02
FCSO4 '7H20 0.01
MHSO4 . 7H20 0.01
NaCl 0.01

Tabla 2. Composicion del medio de cultivo LB

Componente Concentracion
triptona 20 (g/L)
extracto de levadura 5 (g/L)

NaCl 0.5 (g/L)

KCI 2.5 mM
MgCl, 10 mM
MgSOy 10 mM
glucosa 20 mM
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Componente Concentracion (g/L)
medio nutritivo 8
extracto de levadura 7.5

Tabla 4. Composicion del medio SOC.

Componente Concentracion (g/L)
bactotriptona 10
extracto de levadura 5
NaCl 10

6.2 Actividad glicosiltransferasa en L. mesenteroides ATCC 8293 en presencia de

diferentes fuentes de carbono

6.2.1 Fermentaciones

Se realizaron fermentaciones de L. mesenteroides ATCC 8293 empleando sacarosa 6 D-
fructosa como fuentes de carbono. Se utilizaron como preindculos cultivos con tres pases
en medio LM con el azicar (2%) correspondiente. Las fermentaciones se llevaron a cabo
en matraces de 250 ml en un volumen de 100 ml de medio LM, 2% de aztcar, 30 °C y
agitacion orbital de 250 rpm. Los cultivos se detuvieron al final de la fase exponencial que
se determind por absorbancia a 600 nm de acuerdo a los resultados obtenidos en curvas de
crecimiento (D.O ¢oonm Vs tiempo (horas)) para cada azicar. Adicionalmente se registré el
pH final, en pHmetro (Metrohom), de cada cultivo y se centrifugaron a 12000 r.p.m, 10
minutos. Las células se lavaron dos veces con buffer fosfatos 50 mM, pH 6 y
resuspendieron en el mismo buffer. Los sobrenadantes se concentraron por didlisis en

glicerol 100% con membranas de 12 kDa de punto de corte.

6.2.2 Medicion de la actividad glicosiltransferasa

La actividad glicosiltransferasa en los sobrenadantes y la fraccion insoluble se registro
monitoreando la liberacion de azucares reductores por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Summer y Howell, 1935). El ensayo de actividad enzimatica se
realizd en ambas fracciones en un volumen final de 600 ul, en buffer fosfatos 50 mM, pH

6, a 30 °C, con 100 ul de sacarosa 1.75 M o rafinosa 11.9 mM y 6 ul de CaCl, 100 mM. Se
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tomaron muestras de 50 ul cada 3 minutos a las que se anadio 50 ul de DNS y se
calentaron 5 min a 100 °C. Luego se incubaron 10 minutos en hielo y se adicionaron 0.5
ml de agua destilada para diluir las muestras antes de determinar la absorbancia a 540 nm
en un espectrofotdémetro DU 650 (Beckman). Se utilizé una curva patrén de glucosa con

concentraciones entre 0.5-2 mg/ml y la actividad enzimatica se reportd en pMol/ml.min.

6.2.3 Cuantificacion de proteinas

La determinacion de proteina se realizo por el método de Bradford utilizando el kit Bio-
Rad “protein assay” y el método de Lowry (Bradford M.M, 1976). Se utiliz6 como patroén
albumina sérica bovina (SIGMA).

6.2.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas presentes en las fraccion insoluble y los sobrenadantes se separaron en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en una camara Mighty
small II (Amershan Biosciences) con 20mA de corriente. Como gel concentrador se utilizo
poliacrilamida al 4%, pH 6.4 y como gel separador poliacrilamida al 8%, pH 8.8. Para
visualizar las proteinas, los geles se tifieron con solucion de Azul Coomassie (4cido acético
10%, metanol 30% y azul de Coomassie al 0.2%) durante 30 minutos, seguido de solucion
destefiidora I (metanol al 50%, &cido acético al 10%) 20 minutos (x2) y solucion

destefiidora II (metanol al 5%, 4cido acético al 1%) hasta visualizacion deseada.

6.2.5 Geles de Actividad in situ

Después de la migracion de las proteinas en geles de SDS-PAGE, los geles se lavaron con
solucion amortiguadora con Tween (buffer fosfatos S0OmMm pH 6.5 y Tween 80 al 2%)
durante 20 minutos (x3) para eliminar el SDS y permitir la renaturalizacion de las
proteinas. Posteriormente, los geles se incubaron con sacarosa o rafinosa al 10% hasta la

visualizacién de polimero.
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6.3 Ensayos de transporte de azicares

Se midid el transporte de ['“C] sacarosa, D-['*C] glucosa, D-["*C] fructosa y D-["*C]
manosa en células enteras de L. mesenteroides ATCC 8293, segin la metodologia de
Veyrat y col. (1994). Las células se cultivaron en 20 ml de medio LM en matraces de 250
ml, en presencia de sacarosa 6 D-glucosa 6 D-fructosa 6 D-manosa 1%, 30 °C y agitacion
orbital de 200 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron la mitad de la fase exponencial las
células se centrifugaron y lavaron dos veces con PMB frio (buffer fosfato de potasio 10
mM pH 7.4 y MgCl, 1mM). Posteriormente las células se resuspendieron en 0.2 mL del
mismo buffer. Para la determinacion del transporte de cada azicar se hicieron cuatro
ensayos. En uno de ellos se anadi6 el ionéforo carbonil cianida m-cloro fenil hidrazona
(CCCP) 0.1 mM (concentracion final en el ensayo). Se utilizd una cantidad de células
equivalente a 0.8 mg segun la curva de calibracion de peso seco de Lactobacillus casei
BL23. Las células se incubaron a 30 °C y se afiadieron mezclas de los azucares no
marcados y marcados: ['*C] sacarosa (0.006 uCi) 6 D-['*C] glucosa (0.006 pCi) 6 D-['*C]
fructosa (0.006 pnCi) 6 D-["*C] manosa (0.006 uCi), a una concentracion final en el ensayo
de 125 uM. Se tomaron muestras de 1 ml a los 15 y 30 segundos y 1, 2, 4, 8 y 12 minutos
que se filtraron por membranas de 0.45 uym (HAWP 02500, Millipore). Los filtros se
lavaron con 16 ml de PMB frio y se disolvieron en liquido de centelleo (Hisafe3, LKB). Se
cuantificé la radioactividad en un contador de centelleo (Perkin Elmer, TRICARB 2800
TR).

6.4 Obtencion de mutantes
6.4.1 Analisis del genoma de L. mesenteroides ATCC 8293

Se obtuvieron las secuencias de los genes manL, regM y covRS de S. mutans y sacX de B.
subtilis en el Genebank del National Center For Biotechnology Information (NCBI). Con
el programa Genomic-BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast) se

localizaron en el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 (http://genome.jgi-psf.org

/leume/leume.home.html) las secuencias de aminodcidos que tienen identidad con estos

genes. Se empled el programa MEME (Bailey et al, 2006) para identificar secuencias
estadisticamente significativas en el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293. Se utilizo el

programa MAST (Bailey et al, 2006) para identificar genes que contienen secuencias

19


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast

Materiales y Métodos

reguladoras o potencialmente reguladoras. Con el programa GeConT II (Martinez-
Guerrero et al, 2008) se identificaron los genes que pueden estar formando parte de

opcerones.

6.4.2 Manipulacion del DNA

Para la extraccion del DNA genomico de L. mesenteroides ATCC 8293, se emple6 el kit
Microbial Genomic DNA Isolation Ultra Clean (MO BIO Laboratories Inc). El DNA
plasmidico de E. coli DH5a y de L. mesenteroides ATCC 8293 se purificé utilizando el kit
High Pure Plasmid Isolation (Roche Diagnostics GmbgH). En el caso de la purificacion del
DNA plasmidico de L. mesenteroides ATCC 8293 se realizaron modificaciones previas al
desarrollo del protocolo del kit segun Leathers y col. (2004). Brevemente, las células se
resuspendieron en el buffer de suspension 1 del kit High Pure Plasmid Isolation con
lisozima 10 mg/ml y se incubaron 30 minutos a 37 °C. Después se afiadid proteinasa K a

concentracion final 0.2 mg/ml y se incub6 30 min a 55 °C.

6.4.3 Amplificacion de fragmentos por PCR

Los oligonucledtidos empleados en las reacciones de PCR se listan en la Tabla 5. Se
amplificaron regiones de homologia para cada gen a mutagenizar, de aproximadamente
400 nucleotidos, a partir del DNA gendémico de L. mesenteroides ATCC 8293. Para los
genes Leum 0544 y Leum 1950 se amplificaron regiones de homologia de la region
codificadora del gen (Figura 5A) mientras que para Leum 0288 y Leum 1768 se
amplificaron regiones adyacentes a la zona codificadora (Figura 5B). El gen de la
resistencia a kanamicina (Km), que codifica para la enzima 3'5'-aminoglicosido
fosfotransferasa tipo III (secuencia del GenBank V01547) se amplifico del plasmido
PDG780 (Guérot-Fleury et al, 1995). Se utilizaron las enzimas: Taq Platinum DNA
polymerase (Invitrogen, Carlsbad CA), ELONGASE enzyme mix (Invitrogen) y Expand
High fidelity PCR system (ROCHE) seglin las instrucciones de los proveedores. Las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Touchgene Gradient (TECHNE). Los
productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se

visualizaron con bromuro de etidio 10 ug/mL.
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Tabla 5. Oligonucledtidos empleados en el estudio.
La secuencia de corte de la enzima de restriccién estd subrayada. Km: gen de resistencia a
kanamicina.

# | oligonucledtido secuencia 5°-3° enz“.na.qe region
restriccion | a amplificar

1 CovR fw cgg gat cca tga gta aag tat tag ttg tgg BamHI | homologia 5°
2 CovR-Kmrv |aat ggt tcg ctg ggt tta tcc aaa tta gec tta act cg de Leum 1950
3 CovR-Km fw |cac gag tta agg cta att tg gat aaa ccc agc gaa cc Km
4 Km- CovR rv | cga aac aga ctt tcg act tcg atc gat aca aat tcc tcg
5 Km-CovR fw |cga gga att tgt atc gat cga agt cga aag tct gtt tcg homologia 3"
6 CovR rv gga att ctt att ctt ctg atg ggc g EcoRI |de Leum 1950
7 CcpA fw cgg gat cca tge aaa aaa agc aaa cgg BamHI | homologia 5’
8 | CcpA-Kmrv |aat ggttcg ctg ggt tta tca cca get aaa aca acc gg de Leum 0544
9 | iCcpA -Km fw | cac cgg ttg ttt tag ctg gtg ata aac cca gcg aac ¢ Km
10| Km- CcpArv |agc ttc tag acc tge ttg gta tcg ata caa att cct cg
11| Km- CcpA fw |tac gag gaa ttt gta tcg ata cca agc agg tct aga agc homologia 3"
12 CcpA 1v gga att cat taa ttg ttg ttc ctc gtt ttt ¢ EcoRI | de Leum 0544
13 iPTS sac fw | cgg gat ccc gga gea ttt caa ctt ggg ¢ BamHI | homologia 5
14| iPTSsac-Km rv |caa atg gtt cgc tgg gtt tat cge tgc tec tet aaa ttt ¢ de Leum 0288
15| iPTSsac -Km fw | gaa att tag agg agc agc gat aaa ccc agc gaa cc

. Km
16 | Km- iPTSsac rv | cgt ttt ccc ctt ttt tgt atc taa aac aat tca tcc
17 | Km- iPTSsac fw | tac tgg atg aat tgt ttt aga tac aaa aaa ggg gaa aac g homologia 3"
18| iPTSsacrv gga att cgc cca cat ttg atg aga cge ¢ EcoRI | de Leum 0288
19| iPTS man fw |cgg gat cct gtt tac ggt gat cga agg g BamHI | homologia 5
20| iPTSman-Km rv | caa atg gtt cgc tgg gtt tat cac tat atg att ata acg g de Leum 1768
21|iPTSman -Km fw | gtt ccg tta taa tca tat agt gat aaa ccc agc gaa cc

. Km
22 |Km- 1PTSman rv | cct ttc tta att aaa cat ttc taa aac aat tca tcc ag
23 | Km- iPTSman fw | tac tgg atg aat tgt ttt aga aat gtt taa tta aga aag homologia 3
24| iPTSman rv gga att cce gtg agt caa tec aac cgc EcoRI | de Leum 1768
25 pSETS5s fw aag ggg gat gtg ctg caa gge g inserto en
26 pSETS5s rv tgt tgt gtg gaa ttg tga geg g pSETSS
27 intCcpAfw gtc agc cag cta gtt aat gcg ¢ Leum 0544
28 intCcpArv tgg cac gcc aaa cca gecacc g mas flancos
29 intCovRfw gct caa tgg cga gea ttc tte ¢ Leum 1950
30 intCovRrv aat cgc ttc tac cga cgt gg mas flancos
31 intSacfw gca geg age tca cgt tta gtc g Leum 0288
32 intSacRrv atc gec cgt ttc tce cct gee mas flancos

A gen blanco
H_J H_J
regiones de homologia
— —*
. e B 7 o
B gen blanco

Figura 5. Representacion esquematica de las regiones de homologia seleccionadas para: A. Leum
0544y Leum 1950y B. Leum 0288 y Leum 1768
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6.4.4 Fusion de fragmentos por PCR

En la Figura 6 se esquematiza el procedimiento utilizado para la fusion de las regiones de

homologia con el casete de resistencia a kanamicina, para cada gen.

fragmento 1 PCR PRIMARIA fragmento 2
g oligo la complementa fragmento. 1 joligo 1c
) ‘\ complementa fragmento 2 )
l oligo 1b i oligo 1d

E

ssssssesssser s L T T TR P TP Y o

ssscsssesssscsanns s maias

PCR SECUNDARIA
Extension de oligo

E

sesesRessr Rt s et R R B

OISO LB EEEIBIB ORI

E

Fusion de cadenas complementarias

l Amplificacion con polimerasa

B

S

L I R

D

l PCR DE REAMPLIFICACION
E B

R T LT L I X S ovp R G S APy pol

1a

L 1d

l PRODUCTO DE PCR FUSIONADO
fragmento 1 fragmento 2

B

Figura 6. Esquema de la estrategia para la fusion de fragmentos mediante reacciones de PCR
sucesivas. El oligonucledtido 1b tiene una region de homologia con el fragmento 2; el
oligonucledtido 1c tiene una region de homologia con el fragmento 1. Adaptado de Elion y col.
(2007)

Los oligonucleotidos empleados en la PCR primaria, para la amplificacion de cada
fragmento, se disefiaron de forma tal que contienen, en el (los) extremo(s), la(s)
secuencia(s) complementaria(s) al (los) fragmento(s) con el (los) que se van a fusionar. En
la PCR secundaria, los productos de la PCR primaria, actian como mega oligonucle6tidos

de secuencias complementarias entre si. Se realiz6 una tercera reaccion de PCR con los
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productos de fusion utilizando los oligonucléotidos de los extremos 5y 3° de cada
construccion. Después de cada PCR los fragmentos se purificaron con el kit High Pure
PCR Product Purification (ROCHE) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las

fusiones se obtuvieron con una relacion equimolar de los fragmentos a fusionar.

6.4.5 Vectores

Para el subclonaje de los fragmentos fusionados provenientes de las PCRs y
transformacion en E. coli DH5a, se empleod el vector pBAD/TOPO (Invitrogen). Para la
transformacion en L. mesenteroides ATCC 8293, se empled el vector termosensible
pSETS5s (Takamatsu et al, 2001).

6.4.6 Ligacion

La ligacion en pPBAD/TOPO (Invitrogen) se realizd segun las instrucciones del proveedor.
Para la ligacion en pSETS5s el vector se digirié6 con BamHI/EcoRI (BioLabs), se incubo 1h
con fosfatasa alcalina (BioLabs) y se purifico con el kit High Pure PCR Product
Purification (ROCHE). Los insertos y el vector purificados se mezclaron en una relacion
molar 3:1 y se emplearon las ligasas: Quick T4 DNA ligasa (BioLabs) o T4 DNA ligasa

(Fermentas) seglin las instrucciones del proveedor.

6.4.7 Transformacion en E. coli DH5a.

Se prepararon células de E. coli DH5a electrocompetentes segin el método de Seidman y
col. (2003). Se cultivaron células DHSa en 1L de medio YENB a 37°C, 200 r.p.m hasta
D.O. 600 nm entre 0.5-0.9. Las células se centrifugaron a 4000 r.p.m, 15 min, a 4 °C y se
lavaron dos veces con 100 ml de agua fria, estéril y una vez con 20 ml de glicerol 10%
frio, estéril. Finalmente, se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% estéril, se alicuotaron y
almacenaron a -70 °C. Para la electroporacion se tomd hasta lpg de la reaccion de
clonacion y se mezcldo con un vial de células electrocompetentes. Estas mezclas se
transfirieron a cubetas de electroporacion (Bio-Rad) frias de 0.1 cm de distancia
interelectrodo y se transformaron en una unidad Micro-Pulser (Bio-Rad) con un voltaje de

1.8 kV. Inmediatamente, las mezclas en las celdas de electroporacion se diluyeron en 1 ml
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de medio SOC y se incubaron 1h a 37°C. Finalmente se dispersaron en placas de LB-agar-
ampicilina 200 pg/ml y Km 25 pg/ml e incubaron a 37°C durante 12 h para el aislamiento

de colonias.

6.4.8 Transformacion de L. mesenteroides ATCC 8293

Para la preparacion de las células electrocompetentes y la transformaciéon en L.
mesenteroides ATCC 8293 se empled el método descrito por Jeong y col. (2005). Se puso
a crecer un cultivo de L. mesenteroides ATCC 8293 en 100 ml de MRS suplementado con
LD-treonina 40 mM a 30 °C hasta una D.O. a 600 nm entre 0.4-0.6. Una vez alcanzado
este punto, las células se lavaron dos veces con 10 ml de MgCl,, 10 mM frio y una vez con
10 ml de sacarosa 0.5M / glicerol 10 %. Finalmente las células se resuspendieron en 0.5 ml
de sacarosa 0.5M / glicerol 10 %, se hicieron alicuotas de 50ul y se almacenaron a -70 °C.
Para la electroporacion se mezclaron hasta 8 pg de DNA plasmidico en un vial de células
electrocompetentes y se transfirieron a cubetas de electroporacion (Bio-Rad) frias con 0.1
cm de distancia interelectrodo. Se electropord a un voltaje de 1.8 kV en una unidad Micro-
Pulser (Bio-Rad) e inmediatamente se afiadieron 0.5 ml de medio MRS suplementado con
MgCl, 80 mM. Se incubd 2h para recuperar las células y se dispersaron en LM-agar-

glucosa 2%, cloranfenicol (clor) 8 pg/ml y Km 2 mg/ml.

6.4.9 Ensayo de reemplazamiento genético

Las células recombinantes, transformadas con pSETS5s se crecieron en MRS, a 30 °C, con
Km 0.5 mg/ml y Clor 8 pg/ml hasta una D.Ogponm de 0.5. A partir de este cultivo se
realizaron diferentes diluciones en MRS con Km 0.5 mg/ml y se crecieron a 30 °C hasta
una D.O ¢ nm entre 0.2 y 0.3. Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37 °C durante 4h
seguido de dispersion en cajas de LM-agar-Km 2mg/ml e incubacion a 37°C. Las colonias
fueron contraseleccionadas en cajas de LM-agar-Km 2 mg/ml y LM-agar-Clor 8 pg/ml.

Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR e Hibridacion Southern.
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6.5 Hibridacion Southern

Se purifico el DNA genomico de las colonias a evaluar, empleando el método
anteriormente descrito y se digirié con ECORI 6 Pstl (Biolabs) segun las instrucciones del
proveedor. Las bandas resultantes se separaron en electroforesis de agarosa 1% y se
transfirieron por capilaridad a membranas de nylon Hybond-N+ (Amershan Biosciences).
Las membranas se hibridaron con una sonda del gen de resistencia a Km marcada con
[**P]dCTP (3000Ci/mmol) empleando el kit Rediprime II Random Prime Labelling
System. Finalmente, las membranas hibridadas fueron expuestas en una pantalla y las

imagenes se obtuvieron en el Phosphorlmager (Molecular Dynamics).

6.6 Secuenciacion

Las secuencias se obtuvieron en un secuenciador automatico Applied Biosystem 3100 en la

Unidad de Secuenciacion Automatica de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Actividad glicosiltransferasa en L. mesenteroides ATCC 8293 en presencia de

diferentes fuentes de carbono

Con el objetivo de comparar la expresion enzimatica en diferentes fuentes de carbono, se
midio la actividad glicosiltransferasa (GT) en cultivos de L. mesenteroides ATCC 8293
crecidos en medio LM con 2% de sacarosa, glucosa, fructosa o xilosa. Para registrar la
actividad se empled el método del DNS que mide la liberacion de azucares reductores
(Summer y Howell, 1935). Se detectd actividad GT tanto en la fraccion soluble como
insoluble de todos los cultivos con excepcion del cultivo en xilosa. En la literatura esta
ampliamente documentada la actividad GT en L. mesenteroides inducida por sacarosa,
siendo muy baja la que logran inducir otras fuentes de carbono como glucosa, fructosa y
xilosa (Quirasco et al, 1999). La mayor actividad GT en L. mesenteroides ATCC 8293 se
observd en los cultivos crecidos con sacarosa o fructosa. En la Tabla 6 se muestran los
resultados de la actividad GT con sacarosa como sustrato, expresados como actividades
especificas (unidades de actividad en cada fraccion por mg de proteinas en sobrenadante y
células).

Tabla 6. Actividad especifica (U/mg de proteina total) de glicosiltransferasas (actividad GT) en

cultivos de L. mesenteroides ATCC 8293 empleando sacarosa como sustrato.

Fuente [Actividad GT en| Actividad GT
de carbono | sobrenadante |asociada a células
sacarosa 0.48 0.09
fructosa 0.19 0.06

Los resultados obtenidos indican que, en ambos cultivos, tanto en el sobrenadante como en
las células hay actividad GT, siendo mayor en el sobrenadante. Es importante aclarar que
la actividad GT en presencia de xilosa es aproximadamente cero lo cual nos permite
afirmar que est4 ocurriendo la induccion de glicosiltransferasas en presencia de sacarosa y
fructosa. Las glicosiltransferasas se excretan al medio extracelular y también pueden estar
asociadas a la pared de la célula o incluso a polimeros insolubles en el caso del cultivo con
sacarosa. Castillo y col. (1992) también encontraron, en doce cepas de L. mesenteroides,
actividad en presencia de sacarosa en ambas fracciones aunque en algunos casos fue mayor
la asociada a células. En la propia cepa ATCC 8293, Olvera y col. ( 2007) observaron

bandas asociadas a la sintesis de polimero (tres en el sobrenadante y cuatro en la fraccion
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insoluble provenientes de un cultivo crecido con sacarosa) en un gel de actividad in situ
incubado con sacarosa.

La mayor actividad especifica se observa en el cultivo crecido en sacarosa en ambas
fracciones lo que confirma que la sacarosa es el principal inductor de las
glicosiltransferasas. La diferencia en actividad especifica entre los cultivos crecidos en
sacarosa y fructosa es mas importante en la fraccion soluble siendo 2.5 veces mas alta en el
cultivo en sacarosa. No obstante, en L. mesenteroides NRRL B-512F, la actividad
dextransacarasa en el sobrenadante del cultivo en fructosa fue sélo el 2.1% con respecto al
de sacarosa (Quirasco et al, 1999). En L. mesenteroides ATCC 8293 observamos un
comportamiento diferente con respecto a la expresion de las glicosiltransferasas en cultivos
crecidos en otras fuentes de carbono lo que quizas implique la existencia de mecanismos
de regulacion diversos o alternos. La posibilidad de contar con una cepa productora de las
enzimas en ausencia de sacarosa y por tanto que no sinteticen polimero en el cultivo puede
representar una ventaja tanto en la investigacion como en la industria.

Con el fin de medir la actividad de las FTFs, el ensayo enzimatico en ambas fracciones,
para cada cultivo también se realizé empleando rafinosa como sustrato ya que éste azlicar
es un sustrato exclusivo de las FTFs (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad especifica (U/mg de proteina total) de fructosiltransferasas en cultivos de L.
mesenteroides ATCC 8293 empleando rafinosa como sustrato.

Fuente de | Actividad en | Actividad asociada
carbono |sobrenadante a células
sacarosa 0.22 0.05
fructosa 0.05 0.04

Como puede constatarse, las FTFs se expresan en ambas fracciones en cultivos crecidos en
presencia de sacarosa o fructosa habiendo una mayor induccion en el sobrenadante. Este
resultado concuerda con lo reportado por Olvera y col. (2007), quienes detectaron bandas
asociadas a polimero en un gel de actividad in situ incubado con rafinosa, tanto en el
sobrenadante como en la fraccion asociada a células, en cultivos de L. mesenteroides
ATCC 8293 crecidos con sacarosa. La fructosa no es tan buen inductor de las FTFs en esta
cepa, ya que la actividad especifica en el sobrenadante fue tan s6lo del 20 % con respecto a
la obtenida en la induccidn con sacarosa.

Para visualizar las enzimas capaces de sintetizar polimero se hicieron geles de SDS-PAGE
y ensayos de actividad in situ de los sobrenadantes y de la fraccion insoluble de los

cultivos crecidos en presencia de sacarosa o fructosa. Los geles de electroforesis de
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proteina se incubaron in Situ con los sustratos sacarosa o rafinosa para identificar las

bandas de proteina correspondientes a glicosiltransferasas (Figura 7).

A B SACAROSA RAFINOSA
sn ins sn ins sn ins
sac fruc sac fruc sac fruc sac fruc sac fruc sac fruc

200 kDa —p
120 kDa—»

Figura 7. A Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes del
sobrenadante (sn) y la fraccién insoluble (ins) de cultivos crecidos en sacarosa (sac) o fructosa
(fruc). B Gel de actividad in situ incubado con sacarosa o rafinosa como sustrato.

En el gel de SDS-PAGE tefiido con azul coomassie se observa una banda alrededor de los
120 kDa, también presente en los geles de actividad in situ incubados tanto con sacarosa
como con rafinosa y tanto en el sobrenadante como en la fraccion insoluble de ambos
cultivos. Esta banda corresponde a las FTFs, de las cuales existen tres posibles proteinas,
segin se predice en el genoma de L.mesenteroides ATCC 8293, con un peso molecular
teorico muy semejante (Leum 1409 (112 kDa), Leum 1410 (113 kDa) y Leum
1411(112kDa). Estos genes tienen alta identidad de secuencia con el gen de la
levansacarasa de L. mesenteroides NRRL B-512F (Olvera et al, 2007).

En el gel de SDS-PAGE también se observa una doble banda a la altura de los 200 kDa en
ambos cultivos y en ambas fracciones. Estas bandas corresponden a GTFs pues no
aparecen en el gel de actividad in situ incubado con rafinosa. En el genoma de L.
mesenteroides ATCC 8293 se identificaron tres genes con alta identidad con
dextransacarasas de otras cepas de L. mesenteroides. Dos de ellos, los genes Leum 1747 y
1752 con pesos moleculares tedricos de 170 y 168 kDa, tienen 100 % y 91 % de identidad,
con la DsrS de L. mesenteroides NRRL B-512F y la DsrP de L. mesenteroides IBT-PQ
respectivamente. Sin embargo no podemos asegurar que las bandas de polimero que
observamos alrededor de los 200 kDa se deban a las proteinas producto de la expresion de
estos dos genes. Se ha observado que estas enzimas sufren protedlisis con facilidad

(Sanchez-Gonzalez et al, 1999) por lo que otra posibilidad es que estemos observando los
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productos de proteolisis de una enzima y no las proteinas que resultan de la expresion
directa de dos genes diferentes.

El tercer gen, que posiblemente codifique para una dextransacarasa, identificado en el
genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 es Leum 0857, con un peso molecular tedrico de
313kDa (Olvera et al, 2007). En el gel de actividad in situ incubado con sacarosa no se
observa una banda que pueda asociarse a una proteina producto de la expresion de un gen
de este tamafio.

En conclusion, si bien no podemos afirmar con exactitud que genes se estan expresando, si
podemos confirmar la presencia de GTFs y FTFs, en esta cepa, en los cultivos crecidos en

sacarosa y en fructosa.

7.2 Analisis del genoma de L. mesenteroides ATCC 8293
7.2.1 Identificacion de posibles reguladores de las glicosiltransferasas

Existen muy pocos antecedentes relacionados con la regulacion de la expresion de las
glicosiltransferasas en el género Leuconostoc. Por esta razon, para seleccionar los genes a
estudiar en L. mesenteroides ATCC 8293 y evaluar su efecto sobre la expresion de estas
enzimas, se recurrié a la informacion disponible para otras bacterias Gram positivas. En S.
mutans y B. subtilis se demostro la influencia sobre la expresion de las glicosiltransferasas
de genes que codifican para reguladores transcripcionales y componentes del PTS.
Tomando como referencia la secuencia de los genes sefialados y empleando el programa
Genomic-BLAST del NCBI se encontraron genes con identidad de secuencia de
aminoacidos en el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 (Tabla 8).

Tabla 8. Genes identificados en el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 como posibles
reguladores de las glicosiltransferasas.

Tamaio de .
. Genes en , Identidad
organismo Nombre / # de a.as . la proteina .

de referencia de la proteina L.mesenteroides codificada (# de residuos
ATCC 8293 (a.as) comparados)

S. mutans RegM /333 Leum 0544 335 52 % (333)

S. mutans CovR /235 Leum 1950 235 67% (232)

B. subtilis SacX /459 Leum 0288 653 36 % (470)

S. mutans EITABM*/ 330 Leum 1768 314 60 % (331)

A partir de la secuencia de RegM, cuya ausencia disminuyo la expresion de gtfBC y ftf en

S. mutans (Browngardt et al, 2004), se encontré un gen anotado como CcpA (del inglés,
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control catabolite protein). El gen Leum 0544 de L.mesenteroides ATCC 8293 tiene 98 %
de identidad de secuencia con el gen cCpA de L. mesenteroides SY 1 que fue caracterizado
por Park y col. (2005). Estos autores demostraron el papel regulador de CcpA in vitro al
comprobar su union al sitio cre del gen aga (o-galactosidasa) de L. mesenteroides SY1.
Este constituye el primer reporte de CcpA en Leuconostoc.

El segundo gen seleccionado para mutaciéon fue Leum 1950 cuyo producto tiene alta
identidad de secuencia con el regulador de respuesta CovR del sistema de dos
componentes CovRS de S. mutans (Tabla 8). La cepa deficiente en este regulador tiene la
capacidad de sobreexpresar constitutivamente la Ftf, por lo que CovR funciona como un
regulador negativo (Lee et al, 2004). La sobreexpresion constitutiva de las enzimas es una
caracteristica deseable tanto en la industria como en el laboratorio por lo que seria
interesante saber si la ausencia de Leum 1950 tiene el mismo efecto en L. mesenteroides
ATCC 8293.

En el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 también se encontraron genes cuyos
productos tienen identidad con proteinas especificas del PTS de sacarosa y el PTS de
manosa/fructosa (Tabla 8). El PTS de sacarosa en B. subtilis participa en el mecanismo de
regulacion negativa de la levansacarasa SacB (Lepesant et al, 1972). En L. mesenteroides
ATCC 8293 se encontr6 un gen que codifica una proteina con 35% de identidad con SacX
denominado Leum 0288 y anotado como componente EIl BCA del PTS de sacarosa (Tabla
8). La presencia de un posible PTS para sacarosa resulta interesante pues los
transportadores de sacarosa pudieran participar en la induccion de las glicosiltransferasas
en Leuconostoc. Como ya se sefiald, en L. mesenteroides NRRL B-512F, la sacarosa no se
comporta como un inductor clasico por lo que las sefales para la induccion podrian venir
de los transportadores de sacarosa y/o los pasos iniciales del metabolismo del disacarido
(Quirasco et al 1999).

Se analizaron varios loci de transporte y catabolismo de sacarosa, descritos en bacterias
Gram positivas, para conocer si Leum 0288 se encuentra en un contexto genético
semejante (Figura 8). En general los loci que contienen componentes del PTS de sacarosa
se asocian con el gen de la enzima sacarosa 6-fosfato hidrolasa responsable de la escision
de la sacarosa 6-fosfato, internalizada por el PTS, en glucosa 6-fosfato y fructosa para su
posterior metabolismo. También se encuentran genes que codifican para reguladores
transcripcionales de la familia Lacl, que en algunos casos se han podido relacionar con la

regulacion de los sistemas de utlizacion de sacarosa y genes que codifican para la enzima
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fructoquinasa que cataliza la fosforilacion de la fructosa liberada por accion de las

hidrolasas (Reid y Abratt, 2005) (Figura 8).

scrA scrR scrB scrk
Staphylococcus xylosus 7z

scrK SCrA scrB scrR
Streptococcus mutans (l]]]]]]@
Pediococcus pentosaceus serK agaS  scrA scrB- - scrR
Lactobacillus plantarum

sacR  sacA sacB sacK
Lactococcus lactis
L. mesenteroides Leum 0287 0288 0289 0290

ATCC 8293 ZZZymmm TIIIT])>

Figura 8. Comparacion del arreglo genético de los loci de transporte y catabolismo de sacarosa
que contienen sacarosa hidrolasas de diferentes bacterias. Las identidades de los genes se
asignaron con base en los nombres de los genes o a los probables productos del gen: scrA, sacA o
Leum_0288: proteina de transporte PTS Ell; scrR, sacR o Leum_0287: regulador de la familia
Lacl; scrB, sacB o Leum_0289: sacarosa 6-fosfato hidrolasa; scrK o sacK o Leum_0290:
fructoquinasa. Los patrones de las flechas representan genes similares. Adaptado de (Reid y
Abratt, 2005)

En L. mesenteroides ATCC 8293, el gen Leum 0288 tiene un arreglo en tindem con el gen
Leum 0289 que sugiere que podria estar formando parte de un operén. Leum 0289 esta
anotado como P fructosidasa y tiene un 45% de identidad a nivel de aminoacidos con
sacarosa 6-fosfato hidrolasas de Bacillus claussii, Carnobacterium y Bacillus cereus.
Corriente abajo del posible operdn se ubica el gen Leum 0290 cuya secuencia deducida de
aminoacidos tiene 72% y 58% de identidad con fructoquinasas de Weissella
paramesenteroides y Lactobacillus salivarius respectivamente. Finalmente el gen Leum
0287, que esta corriente arriba y divergente del posible operon, estd anotado como
regulador transcripcional de la familia Lacl. El producto de este gen tiene 98% de
identidad con el represor del operon de sacarosa de L. mesenteroides subp. cremoris y un
36 % de identidad en promedio con represores de operones de sacarosa de diferentes
especies de Bacillus (Figura 8). En L. mesenteroides ATCC 8293 se conserva el contexto
genético de los loci que contienen componentes del PTS de sacarosa por lo que es posible
que el sistema de transporte sea funcional.

El otro gen encontrado en L. mesenteroides ATCC 8293 es Leum 1768 que codifica una
proteina que tiene 60 % de identidad con EIIABM* de S. mutans (Tabla 8). Este
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componente del PTS es un regulador positivo de la expresion de gtfBC (Abranches et al,
2003).

Los transportadores de manosa/glucosa, dentro de los PTS de clase manosa, estan
codificados en los operones man y tienen algunas caracteristicas distintivas. Los dominios
citoplasmaticos IIA y IIB (codificados en manL) estan fusionados, tienen un componente
adicional de membrana IID (manN) que forma la permeasa junto a IIC (manM) y corriente
abajo de manN se localiza el gen manO de funcion desconocida (Zuiiiga et al, 2005). Los
agrupamientos man se han descrito en algunas bacterias Gram positivas por lo que

investigamos si Leum 1768 esta formando parte de un agrupamiento tipo man (Figura 9).

manL manM manN manO

Lactobacillus casei EEEI"}

manL  manM manN manO

Streptococcus salivarius

Streptococcus mutans

Leum 1765 1766 1767 1768 1769
L. mesenteroides ATCC 8293 {:]I[I

Figura 9. Comparacion del arreglo genético de los genes man y las zonas adyacentes de diferentes
bacterias Gram positivas. Los patrones de las flechas representan genes similares.

El gen Leum 1768 estd anotado como componente IIA del PTS de manosa/fructosa aunque
tiene un dominio de la superfamilia PTS IIA man y otro de la superfamilia PTS IIB man
y 64%, 63% y 62 % de identidad de aminoacidos con componentes [IAB del PTS de
manosa de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus salivarius y S. gordonii,
respectivamente. Leum 1768 tiene un arreglo en tdndem con los genes Leum 1767 y Leum
1766 lo que sugiere que puede estar formando parte de un operon. Los productos de estos
dos ultimos genes tienen alta identidad con componentes EIIC y EIID del PTS de manosa
de otras bacterias Gram positivas. Corriente abajo de este grupo de genes aparece el gen
Leum 1765 cuya secuencia deducida de aminoécidos tiene 62% y 52% de identidad con los
productos de los genes manO de L. citreum y S. mutans, respectivamente. Adicionalmente,
en la region 5° del operén man predicho, se encuentra el gen Leum 1769 anotado como
fosfomanosa isomerasa, una enzima que cataliza la isomerizacion reversible de la manosa
6-fosfato a fructosa 6-fosfato. Es comun encontrar genes catabdlicos asociados con los

operones que codifican transportadores de azlicares, por lo que la presencia de este gen
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sugiere el transporte de manosa por el sistema descrito. En resumen, la presencia del
dominio adicional IID, del gen manO y los dominios fusionados IIA y IIB apuntan a que el
locus predicho puede codificar un PTS especifico de manosa/glucosa en esta cepa. Este
sistema podria ser responsable no solo del transporte de manosa sino de otros azucares

como glucosa y fructosa debido a su amplia especificidad de sustrato (Zaiiga et al, 2005).

7.2.2 Analisis de las secuencias intergénicas de las posibles glicosiltransferasas

La cepa ATCC 8293 es la unica de Leuconostoc mesenteroides cuyo genoma esta
completamente secuenciado. Por esta razon se dispone de un gran volumen de informacion
que puede complementar y enriquecer los ensayos experimentales en la busqueda de
elementos reguladores de las glicosiltransferasas en esta cepa. Con el objetivo de conocer
si existen secuencias que sean posibles blancos de reguladores transcripcionales, se
estudiaron las regiones intergénicas 5° de las seis posibles glicosiltransferasas utilizando el
programa MEME (Bailey et al, 2006). Se encontraron dos motivos estadisticamente

significativos que se representan en la Figura 10 como diagramas de contenido de

informacion.
Motivo 1 Motivo 2
bits bits
valor de E: 8.0x 10™ 1.6x 107

Figura 10. Diagramas de contenido de informacion y valor de expectancia (E) de los motivos
detectados en las regiones 5 de las seis posibles glicosiltransferasas de L. mesenteroides ATCC
8293.

El valor de expectancia (E) nos habla de la significacion estadistica del motivo, que es

mayor en la medida que E es menor. El motivo 1 tiene un valor de E menor, por tanto, esta
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mejor conservado que el motivo 2, en las regiones 5 de los genes de las posibles enzimas.
El valor de E depende, entre otros pardmetros, del niimero de secuencias analizadas.
En este caso, el tamafio de la muestra es pequeio lo que influye en los valores de E
obtenidos. En base a los diagramas de contenido de informacion (Figura 10) podemos ver
que, en el motivo 1, las posiciones que ocupan las guaninas son las mas conservadas
porque son las que brindan mayor informaciéon (medida en bits). En el motivo 2, las
posiciones mas conservadas son las ocupadas por las guaninas y las citocinas.

En el caso de que estas secuencias sean el blanco de reguladores transcripcionales, su
presencia en las regiones 5’de otros genes, podria indicar que tienen mecanismos comunes
de regulacion y aportar informacion acerca de los posibles reguladores. Asi, se buscaron
los motivos 1 y 2 en todas las regiones 5° el genoma de L. mesenteroides ATCC 8293
utilizando el programa MAST (Bailey et al, 2006). Se obtuvo una lista de genes con
secuencias en la zona reguladora parecidas a las buscadas. Sin embargo, s6lo las detectadas
en las zonas reguladoras de las seis posibles enzimas, tuvieron valores de E
estadisticamente significativos (Tabla 9). Las secuencias encontradas en la region corriente
arriba de los genes que codifican levansacarasas predichas tienen los valores mas bajos de
E, o sea son muy conservadas con respecto a las secuencias consenso. Esto pudiera influir
en el reconocimiento y la unidén de los potenciales reguladores transcripcionales e implicar
diferencias en la regulacion entre FTFs y GTFs.

Tabla 9. Valores de Expectancia (E) para las secuencias encontradas en las regiones 5 de los
genes de las seis posibles enzimas.

gen funcion probable | valor de E
Leum 1410 levansacarasa 1.9x 107"
Leum 1411 levansacarasa 52x10™
Leum 1409 levansacarasa 2.1 x10°
Leum 1752 | dextransacarasa 1.2 x10°®
Leum 0857 | dextransacarasa 1.4 x 10°®
Leum 1747 | dextransacarasa 1.2 x10°

En conclusion, la presencia de los posibles motivos reguladores s6lo en las regiones 5 de
los genes de las glicosiltransferasas predichas indica que, de existir algin mecanismo de

regulacion que implique su reconocimiento, seria especifico de estos genes.
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7.2.2.1 Elementos de respuesta a catabolito (cre)

El regulador transcripcional CcpA se une al DNA en secuencias especificas conocidas
como cre. Quisimos averiguar si las posibles enzimas de L. mesenteroides ATCC 8293
tienen esta secuencia en su region 5’ reguladora. En primer lugar, se disefi6 una estrategia,
basada en los programas MAST y MEME, para encontrar los genes potencialmente

regulados por CcpA en L. mesenteroides ATCC 8293 (Figura 11).

Matriz de elementos

sobrerrepresentados en
regiones 5’de genes regulados
por CcpA en B. subtilis

Regiones 5°de genes
regulados por CcpA en
B. subtilis

Genes potencialmente
regulados por CcpA en L.
mesenteroides ATCC 8293

Regiones 5°de genes de L.
mesenteroides ATCC 8293

Matriz de elementos
sobrerrepresentados en regiones
5’de genes potencialmente
regulados por CcpA en L.
mesenteroides ATCC 8293

Figura 11. Estrategia para encontrar genes potencialmente regulados por CcpA en L.
mesenteroides ATCC 8293.

No se ha reportado una secuencia cre para Leuconostoc por lo que utilizamos como punto
de partida una secuencia cre de B. subtilis. El regulador CcpA de B. subtilis (334 a.as)
tiene un 48% de identidad global (328 a.as comparados) con la secuencia deducida de
aminodacidos del gen Leum 0544 (335 a.as), que posiblemente codifique para el ortdlogo
correspondiente en L. mesenteroides ATCC 8293. Miwa y col. (2000) reportaron la
presencia de secuencias cre funcionales en las regiones intergénicas de seis genes de B.
subtilis. Mediante el programa MEME, identificamos una secuencia sobrerepresentada en
las regiones 5’de estos genes, cuyo diagrama de contenido de informacion se muestra en la
Figura 12 A. Seguidamente exploramos la presencia de secuencias parecidas a la cre de B.

subtilis en las regiones 5" del genoma de L. mesenteroides ATCC 8293 con ¢l programa
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MAST. Como resultado obtuvimos una lista de genes de los cuales mostramos los que

tuvieron secuencias con valores de E menores que 1 (Figura 12 B).

A B
valor de
E

Leum 0900 | antiterminador del operon de B-glacosido | 0.0074

gen Funcion anotada

bits

Leum 0896 | regulador transcripcional de la familia Lacl | 0.14

Leum 0795 | regulador transcripcional de la familia Lacl 0.14

Leum 0796 permeasa de nucledsido 0.3

Leum 0130 permeasa de xylosa 0.38
Leum 0897 trealosa 6 fosfato hidrolasa 0.49
Leum 0912 treonina deshidrogenasas 0.77
Leum 0288 EIIBCA PTS de sacarosa 0.92
Leum 0816 UspA (famillilelll (fllz gtri?jtssi;las que unen 0.94

) 4
valorde E: 5.0 x 10 Leum 0287

regulador transcripcional de la familia Lacl 0.99

Figura 12. A. Diagrama de contenido de informacion y valor de expectancia (E) de la secuencia
cre encontrada en B. subtilis. B. Genes localizados L. mesenteroides ATCC 8293 con secuencias
parecidas a la cre de B. subtilis.

Como puede observarse, la mayoria de los genes con secuencias tipo cre codifican
potenciales reguladores transcripcionales y proteinas de transporte de azlcares. Sin
embargo, CcpA es un regulador pleiotropico, relacionado con mutiples procesos celulares
(glicolisis, metabolismo fermentativo, fijacion de amonio) asi como efector primario de la
RCC (Stiilke y Hillen, 2000), por lo que podemos esperar que un nimero mayor de genes
estén bajo su regulacion directa. Por otra parte, si bien hay un alto grado de identidad entre
la secuencia de los reguladores de B. subtilis y L. mesenteroides, es probable que,
diferencias en las secuencias cre, impidan la identificacion de todos los genes
potencialmente regulados por CcpA en L. mesenteroides ATCC 8293. Por esta razon, a
partir de las regiones 5°de los genes enlistados en la Figura 12 B, obtuvimos una matriz de
frecuencias empleando el programa MEME (Figura 13). La secuencia cre definida por esta
matriz tiene un valor de E mucho menor que la de de B. subtilis por lo tanto tiene mayor
significacion estadistica. Con respecto a la composicion de nucledtidos, la secuencia
definida por la matriz de frecuencias de L. mesenteroides ATCC 8293, en comparacion con
la de B. sutilis, esta extendida en su porcion 5 con 5 nucleétidos, cuatro adeninas y una

timina. La posicion que ocupa la timina estd mas conservada que las que ocupan las
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adeninas. En ambos casos, las posiciones mas conservadas son las que ocupan las guaninas

y las citosinas.

bits

valor de E: 3.5¢ x 10°

Figura 13. Diagrama de contenido de informacion y valor de expectancia (E) de la secuencia cre
encontrada para L. mesenteroides ATCC 8293.

Finalmente, la secuencia cre definida por la matriz de frecuencias para L. mesenteroides

ATCC 8293, fue utilizada para realizar una nueva btisqueda con el programa MAST en las

regiones 5°del genoma. Se detectaron 53 genes cuyas secuencias tienen valores de E

menores que 1, cinco veces mas que con la secuencia cre de B. subtilis (Tabla 10)

Tabla 10. Valores de Expectancia (E) para las secuencias encontradas en las regiones 5°de los
genes detectados con la secuencia cre de L. mesenteroides ATCC 8293.MFS (del inglés: Major
Superfamiliy Facilitator)

# gen Funcién anotada Val(;:r de
1 Leum 1064 [3-galactosidasa 0.00032
2 Leum 1063 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.00032
3 Leum 0128 simporte H' /xilosa 0.00032
4 Leum 0897 trealosa 6 fosfato hidrolasa 0.0007
5 Leum 0896 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.0007
6 Leum 0977 piruvato oxidasa 0.002
7 Leum 0500 azucar fosfato isomerasa/epimerasa 0.003
8 Leum 0499 proteina hipotética 0.003
9 Leum 0498 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.003
10 Leum 0900 antiterminador del operén de B-glucdsido 0.0042
11 Leum 2013 fosfo-ribosil-antranilato isomerasa 0.0085
12 Leum 0816 UspA (familia de proteinas que unen nucledtidos) 0.012
13 Leum 0994 permeasa (MFS) 0.013
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14| Leum 1273 EITA PTS manosa/fructosa 0.013
15 Leum 0795 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.017
16| Leum 0796 permeasa de nucledsido 0.017
17| Leum 1998 L-ascorbato 6-fosfato lactonasa 0.021
18| Leum 1999 antiterminador de la transcripcion 0.021
19| Leum 1692 proteina hipotética 0.026
20 Leum 1961 proteina hipotética 0.026
21 Leum 1245 | transportador relacionado con simporte Na'/xilosa 0.029
22| Leum 0880 | transportador relacionado con simporte Na'/xilosa 0.041
23 Leum 0881 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.041
24 Leum 1768 EIIA PTS manosa/fructosa 0.05
25 Leum 1769 fosfomanosa isomerasa 0.06
26 Leum 0912 treonina deshidrogenasa 0.06
27 Leum 0130 interconversion de D-xilosa en xilulosa 0.06
28 | Leum 0888 regulador transcripcional de la familia AraC 0.066
29| Leum 0890 a-L-arabinofuranosidasa 0.066
30 Leum 0288 EIIBCA PTS sacarosa 0.066
31 Leum 0287 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.066
32 Leum 0893 permeasa (MFS) 0.1
33 Leum 0852 formacion de L-ribulosa a partir de L-arabinosa 0.11
34 Leum 0543 peptidasa 0.15
35 Leum 0544 regulador transcripcional de la familia Lacl 0.15
36 Leum 0898 permeasa (MFS) 0.16
37| Leum 1314 transportador relacionado con simporte Na/xilosa 0.18
| temo | e
39 Leum 0873 proteina hipotética 0.21
40| Leum 0743 nucleasa 0.27
41 Leum 0471 glucosa permeasa 0.27
42 Leum 0845 B-galactosidasa 0.39
43 Leum 0844 regulador transcripcional de la familia AraC 0.39
44 Leum 1224 proteina hipotética 0.39
45| Leum 0507 ENIA PTS 0.49
46| Leum 1875 ATP sintasa FOF1 subunidad a 0.52
47| Leum 0718 fosforibosilcarboxiaminoimidazol 0.55
48 Leum 1280 acetato quinasa 0.66
49| Leum 1281 N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa 0.66
50 Leum 0505 antigeno crosreactivo con miosina 0.66
51 Leum 0697 fosforibosilfosfato sintetasa 0.78
52 Leum 0595 transportador de acidos di y tricarboxilico 0.81
53 Leum 0597 serin quinasa de la proteina HPr 0.81
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En el caso de que la secuencia aparezca entre dos genes que se transcriben
divergentemente, ambos se incluyeron en la Tabla 10 pues no se sabe cual es el blanco del
posible regulador. La mayor parte de los genes codifica para proteinas de transporte y
catabolismo de carbohidratos o participan en el metabolismo fermentativo, de acuerdo a su
funcion anotada. Entre los genes que codifican para transportadores de azicares estan los
componentes del PTS: Leum 0288 y Leum 1768 mencionados anteriormente (Tabla 8).
También aparecen varios genes que posiblemente codifican para reguladores
transcripcionales y en menor cantidad genes relacionados con el metabolismo de
aminoacidos. Entre los genes de posibles reguladores transcripcionales estd Leum 0544
que codifica para la proteina CcpA predicha. Esto quiere decir que CcpA podria estar
regulando la transcripcion de su propio gen. Los genes que se encontraron con la secuencia
cre de B. subtilis (Tabla 9) volvieron a aparecer con menor valor de E en esta segunda
busqueda con la matriz cre construida con las regiones de regulacion de L. mesenteroides
ATCC 8293. Por tanto, a pesar de que existe un gran parecido entre los consensos de los
sitios cre de L. mesenteroides y B. subtilis, existen cambios organismo-especificos. La
secuencia cre definida con la matriz de frecuencias para L. mesenteroides ATCC 8293 no
se encontrd en la region reguladora de los genes de las posibles glicosiltransferasas por lo
que no parecen estar reguladas directamente por la unién de CcpA. Sin embargo, no se

descarta que la regulacion de CcpA sobre estos genes sea de manera indirecta.

7.3 Transporte de azucares en L.mesenteroides ATCC 8293

Teniendo en cuenta que algunos de los genes a investigar son potenciales transportadores
del PTS y considerando ademas el conocido papel regulador de estos sistemas, decidimos
estudiar el transporte de varios azlcares en cultivos crecidos en diferentes fuentes de
carbono. Se estudio, en primer lugar, el transporte de sacarosa por ser el sustrato de las
glicosiltransferasas y principal inductor en el género Leuconostoc. En segundo lugar, el de
glucosa y fructosa, que en esta cepa, inducen la expresion de las glicosiltransferasas.
Finalmente, se incluyé el transporte de manosa por la presencia de genes que tienen
identidad con componentes del PTS de manosa en el genoma de L.mesenteroides ATCC
8293. Adicionalmente, este sistema podria también ser responsable del transporte de
glucosa y fructosa.

Los ensayos de transporte se hicieron en células completas, crecidas en las diferentes

. 14 - - .
fuentes de carbono y azucares marcados con “C. En algunos experimentos se incorporo el
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iondforo carbonil cianida m-cloro fenil hidrazona (CCCP), un desacoplador del gradiente
de protones. De esta forma podemos obtener informacion adicional sobre la naturaleza del
transportador, especificamente, si requiere de una fuerza proton motriz para llevar a cabo
el transporte.

En la Figura 14 A, se muestra el transporte de sacarosa en células crecidas con sacarosa
(con y sin CCCP), glucosa o fructosa como fuentes de carbono. El maximo transporte de
sacarosa ocurre en células crecidas en presencia de sacarosa. Las células crecidas con
fructosa también transportan sacarosa pero so6lo con un tercio de la capacidad de transporte
observada en las células crecidas con sacarosa. Es posible que la sacarosa entre a la célula
a través de algun transportador de fructosa o bien que la fructosa induzca alguno de los
transportadores de sacarosa. La presencia de CCCP disminuyé mas de la mitad del
transporte de sacarosa en células crecidas en sacarosa. Esto indica que la mayor parte del
transporte depende de la fuerza protdn motriz y por tanto no se trata de un transportador
PTS. Estamos en presencia de al menos dos transportadores de sacarosa uno de los cuales
no es PTS y dependiente del gradiente de protones.

La entrada de la sacarosa a la célula, mediante una permeasa no-PTS, no implica su
modificacién quimica, es decir su fosforilacion. En este caso el catabolismo intracelular de
la sacarosa se lleva a cabo por la enzima sacarosa fosforilasa responsable de fosforilar la
sacarosa en presencia de fosfato inorganico rindiendo glucosa 1-fosfato y fructosa. En L.
mesenteroides se ha descrito ampliamente la presencia de sacarosa fosforilasas (Kawasaki
et al, 1996; Dols et al, 1997; Lee et al, 2008). En el genoma de L. mesenteroides ATCC
8293 se encontrd un gen que tiene alta identidad con sacarosa fosforilasas presentes en
Leuconostoc (99 % con sacarosa fosforilasa de L. mesenteroides subp. cremoris, L.
mesenteroides B-1335 y L. mesenteroides NRRL B-1149 y 90 % con la de
L.mesenteroides ATCC 12291). Corriente arriba aparece un gen anotado como permeasa
del MFS (Major Facilitator Superfamily). Los loci de sacarosa fosforilasas que se han
caracterizado en Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium longum también contienen
permeasas de sacarosa (Reid y Abratt, 2005). La sacarosa fosforilasa es probablemente la

enzima responsable del catabolismo de la sacarosa internalizada via permeasa no-PTS.
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Figura 14. Transporte de "C sacarosa (A), "'C glucosa (B), "*C fructosa (C) y *C manosa (D) en
L.m ATCC 8293 sin CCCP (simbolos cerrados) o con CCCP (simbolos abiertos). Las células se
crecieron en medio LM con 1% de —e—sacarosa —kglucosa —efructosa -Bnanosa.

El transporte de sacarosa, que no es inhibido por CCCP, pudiera llevarse a cabo a través de
un PTS de sacarosa como el que identificamos en el genoma de L. mesenteroides ATCC
8293. Para confirmar esta hipotesis, medimos actividad PTS en presencia de '“C sacarosa
para observar la fosforilacion in vitro dependiente de PEP seglin el método de Bettenbrock
ycol. (1999). Con este e nsayo no fu e p osible detectar actividad PTS especifica para
sacarosa en extractos celulares crecidos con sacarosa y glucosa como fuentes de carbono.
Dols y col. (1997) tampoco detectaron actividad PTS especifica para sacarosa y glucosa en
L. mesenteroides NRRL B -1299 medida por el método de c élulas permeabilizadas. Es
posible que la forma y/oc ondiciones enqu ese llevana cabolo s ensayos esté
enmascarando la a ctividad PTS o que alguno de los componentes dela cascadad e
fosforilacion (por ejemplo las  proteinas generales EI y HPr) no se e ncuentren en

concentracion suficiente para detectar la reaccion in vitro.
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En la Figura 14 B, se muestra el transporte de glucosa en células crecidas con glucosa (con
y sin CCCP), sacarosa o fructosa como fuentes de carbono. El transporte de glucosa parece
ser constitutivo ya que ocurre en igual extension en cultivos crecidos en presencia de
sacarosa y fructosa ademds de glucosa. Al menos dos tipos de transportadores estan
involucrados, uno de ellos dependiente del gradiente de protones. Es posible que el
transporte de glucosa dependiente del gradiente de protones se deba a un gen detectado en
L. mesenteroides ATCC 8293 que tiene identidad con miembros de la familia GRP (del
inglés, Glucose/Ribose Uptake Porter). Estas proteinas son responsables de la captacion de
glucosa por un mecanismo proton-simporte (Lorca et al, 2007). En el genoma de L.
mesenteroides ATCC 8293 se identificaron cuatro genes que tienen identidad con
componentes del PTS de la familia glucosa/glucésidos (Lorca et al, 2007). Sin embargo,
tampoco logramos detectar actividad PTS especifica para glucosa.

El transporte de fructosa se midid en células crecidas con fructosa (con y sin CCCP),
glucosa o sacarosa como fuentes de carbono (Figura 14 C). Sélo se observd transporte en
células crecidas en presencia de fructosa. La adicion del iondforo CCCP no modifico el
transporte por tanto no es dependiente del gradiente de protones. Los PTS parecen ser los
sistemas mas frecuentes de utilizacion de fructosa en bacterias (Loo et al, 2003; Barriere et
al, 2005). Sin embargo, en L. mesenteroides ATCC 8293, no se detectaron genes que
tengan identidad con componentes del PTS especifico de fructosa (Lorca et al, 2007), ni
actividad PTS especifica para fructosa.

El transporte de manosa en células crecidas con manosa (con y sin CCCP), sacarosa,
glucosa o frutosa como fuentes de carbono se presenta en la Figura 14 D. La manosa se
transporta en mayor extension en células crecidas en presencia de manosa y en menor
medida en células crecidas en presencia de fructosa. La fructosa podria inducir alguno de
los transportadores de manosa o la manosa podria entrar a la célula por alguno de los
transportadores de fructosa. El transporte de manosa no depende del gradiente de protones.
La participacion del PTS no se descarta ya que, en el genoma de L.mesenteroides ATCC
8293, se encontrd un operdon que tiene la estructura tipica de los transportadores del
PTSM™ No obstante, tampoco detectamos actividad PTS especifica para manosa.

En general no observamos transporte de sacarosa (Figura 14 A), fructosa (Figura 14 C) o
manosa (Figura 14 D) cuando el cultivo se crecid con glucosa como fuente de carbono.
Esto indica que los sistemas de transporte estan reprimidos por la glucosa. Es posible que,
en este caso, se esté¢ manifestando el fendmeno de RCC descrito para muchos operones de

utilizacion de azucares y cuya finalidad es la utilizacion preferencial de aztcares de rapida
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metabolizacion. La cantidad de glucosa transportada a los ocho minutos es mayor que la
transportada por cualquiera de los otros azucares al mismo tiempo. A partir de ese tiempo
el transporte de glucosa se mantuvo estable (resultados no mostrados). Al final del ensayo
(12 minutos), se transportaron mas nmoles de sacarosa y glucosa que de fructosa y manosa.
La sacarosa y la glucosa podrian tener mayor nimero de transportadores y/o ser de mayor
afinidad que los de fructosa y manosa.

En resumen, en L. mesenteroides ATCC 8293, el transporte de glucosa parece ser
constitutivo y el de fructosa es inducible. La fructosa es capaz de inducir parcialmente el
transporte de sacarosa y manosa. Al menos uno de los transportadores de sacarosa y uno de
los de glucosa utiliza el gradiente de protones como fuente de energia para el transporte.
No podemos concluir en relacion con la funcionalidad del PTS en L. mesenteroides ATCC
8293, para lo cual deben hacerse estudios transcripcionales y/u obtener mutantes de los

posibles genes del PTS.

7.4 Obtencion de mutantes

7.4.1 Construccion de fragmentos y clonacion

Una vez seleccionados los genes a mutagenizar en L. mesenteroides ATCC 8293 (Tabla 8),
se procedid a la clonacion de fragmentos de DNA correspondientes a regiones de
homologia de los genes elegidos flanqueando un gen de resistencia a Km, en el vector
termosuicida pSETS5s. Las regiones de homologia de los genes Leum 0544 (CcpA) y Leum
1950 (CovR) se seleccionaron de la parte codificadora, mientras que para los genes Leum
0288 (PTS sacarosa) y Leum 1768 (PTS manosa) se tomaron de las regiones adyacentes al
gen (Figura 5). Estos dos ultimos genes podrian estar formando parte de operones; la
interrupcion de un gen que forma parte de un operon impide la expresion de los genes que
estan corriente abajo. En el evento de doble recombinaciéon homologa se sustituye el
fragmento con las regiones de homologia que porta el plasmido por la secuencia que esta
en el genoma. Al seleccionar regiones de homologia adyacentes a la zona codificadora el
resultado de la doble recombinacion seria la sustituciéon del gen blanco por el gen de
resistencia (sin terminador de la transcripcion en estos casos). El objetivo es minimizar el
efecto polar de la mutacion ya que, los genes que estan corriente abajo del gen sustituido

no son silenciados, sino que se transcriben bajo el promotor del gen de resistencia a Km.
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Se disefiaron oligos para amplificar las regiones de homologia de cada gen, con una
longitud promedio de 400 nucledtidos cada region. Estas regiones se fusionaron al gen de
resistencia a Km mediante PCR sucesivas, como se describe en Materiales y Métodos
(oligos 1-24, Tabla 5). Los fragmentos resultantes de la fusion se subclonaron en
pBAD/TOPO vy se verifico la presencia del inserto producto de la fusion de los tres
fragmentos: las dos regiones de homologia y el gen de resistencia a Km. La verificacion se
hizo mediante PCRs con oligos especificos y digestiones BamHI/EcoRI. En el caso de la
construccion para interrumpir el gen Leum 1768 (PTS manosa), se clon6 un producto mas
pequefio de lo esperado en el vector pPBAD/TOPO por lo que la mutagénesis de este gen
fue descartada en este punto. Seguidamente, se subclonaron en pSETS5s, mediante
digestiones BamHI/EcoRI, los fragmentos de fusion de los genes a mutagenizar. Estas
construcciones fueron transformadas en células de E. coli DH5a para la propagacion del
vector. De esta manera se generaron los plasmidos recombinantes: pSET5s-CcpA-Km (6.8
kb), pSET5s-PTSsac-Km (6.6 kb) y pSET5s-CovR-Km (6.6 kb) y se verificé la presencia
de los insertos mediante digestiones BamHI/EcoRI (Figura 15).

PM 1 2 3 4

4kb >
3kb >
2kb >

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio de digestiones
BamHI/EcoRI de pSETS5s recombinantes. 1: CovR-Km (2.238 kb) 2: PTSsac-Km (2.174 kb) 3:
CcpA-Km (2.377 kb) 4: pSET5s (4.438 kb)

7.4.2 Transformacion de L. mesenteroides ATCC 8293

L. mesenteroides ATCC 8293 se transformd por electroporacion con los plasmidos
recombinantes segun la metodologia de Jeong y col. (2005). Las eficiencias de
transformacion fueron de 100, 23 y 11 transformantes/ug de DNA para pSETS5s-CcpA-
Km, pSETS5s-PTSsac-Km y pSET5s-CovR-Km respectivamente. Estas eficiencias son
comparables con las reportadas por Jeong y col. (2006) en L.mesenteroides SY1 donde
obtuvieron 100 transformantes/ug de DNA. Sin embargo, son muy bajas si las
comparamos con los resultados de Wyckoff y col. (1991) que obtuvieron en la

transformacion de L. mesenteroides subp. cremoris 44-4 eficiencias de 2 x 10°y 7 x 10
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transformantes/ug de DNA con plasmidos de 5.7 y 5 Kb respectivamente. Leathers y col.
(2004) se basd en la metodologia general de Wyckoff y col. (1991) y obtuvo en L.
mesenteroides NRRL B-21214 una eficiencia de 3.4 x 10* transformantes/ug de DNA con
un plasmido de 4.9 kb. En general se ha observado que la eficiencia de transformacion en
BAL es dependiente del microorganismo, la cepa y el vector, entre otros factores.

El uso de un vector termosuicida como pSETS5s que puede replicarse en BAL, no requiere
de altas eficiencias de transformacién puesto que el siguiente evento de insercion en el
genoma estd condicionado por el cambio de temperatura. Sin embargo, se probaron otras
metodologias de transformacion, buscando mayores eficiencias en futuras aplicaciones con
otros sistemas de inactivacion como el uso de pldsmidos no replicativos. Se probo la
metodologia de Leathers y col. (2004), que difiere de la usada por nosotros en varios
aspectos como las soluciones para la preparacion de las células electrocompetentes,
parametros eléctricos como la resistencia, la fuerza del campo eléctrico y la distancia
interelectrodo de las celdas de electroporacion y el tiempo de recuperacion de las células.
Sin embargo, las eficiencias de electroporacion no fueron mejores que las obtenidas
previamente. También se probod la técnica descrita por Helmark y col. (2004) en
Leuconostoc carnosum 4010, que introduce la glicina en el cultivo celular como
debilitador de la pared celular y la de Rodriguez y col. (2007) en Pediococcus acidilactili
P60, que adiciona un paso de tratamiento con lisozima entre otros cambios. No se
obtuvieron transformantes con estas dos ultimas metodologias. Consideramos que es
necesario hacer un estudio detallado de cada paso del protocolo de electroporacion de
Jeong y col. (2006) para determinar las condiciones Optimas de electroporaciéon en L.

mesenteroides ATCC 8293.

7.4.3 Ensayo de reemplazamiento genético y analisis de posibles mutantes.

El empleo de vectores termosensibles (Ts) ha permitido superar el requerimiento de una
alta eficiencia de transformacion en los sistemas de inactivacion en BAL. El replicon Ts
puede establecerse y propagarse en una amplia poblacion bacteriana para posteriormente
inhibir su replicacion a elevada temperatura permitiendo la seleccion de eventos de baja
frecuencia como la recombinacion. El vector pSETSs, empleado en este estudio, es un
vector termosuicida que se construyo para el reemplazamiento genético en Streptococcus
suis (Takamatsu et al, 2001). Este plasmido, que se replica por el mecanismo del circulo

rodante, contiene el origen de replicacion Ts del plasmido pG+host3 del linaje de pWVO01
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y un gen de resistencia a Clor (cloranfenicol acetil transferasa: cat). La causa del caracter
Ts del origen se atribuye a cuatro mutaciones en la secuencia de la proteina de replicacion
RepA, responsable del corte de una cadena de DNA en el origen de replicacion positivo
(Maguin et al, 1992).

Con el fin de bloquear la replicaciéon del vector, la temperatura de los cultivos
transformados con los plasmidos pSET5s-CcpA-Km, pSETS5s-PTSsac-Km y pSETSs-
CovR-Km se elevd a 37°C, como se describe en Materiales y Métodos. En la Figura 16, se
muestran las estructuras cromosomales esperadas, en el caso de ocurrir el evento de doble
o simple recombinacién homologa, entre el vector y el cromosoma. Se realiz6 un tamizaje
masivo, dispersando las células en medio selectivo con Km 6 Clor, obteniendo sélo
colonias Km' Clor'. De haber ocurrido doble recombinacion, las células serian Km'Clor®,

por tanto esta variante quedo descartada.

ori Ts cat

n /“g Km
— N —

(a)
(b) blanco cat  ori Ts Km
(c)

— I ¥F> >
>< >< \ Km cat oriTs blanco
—_— T }— N VA

blanco

Figura 16. Representacion esquematica de las estructuras cromosomales antes (izquierda) y
después (derecha) de los eventos de recombinacién doble (a) y recombinacién simple (b y ¢) entre
el vector pSET5s recombinante y el cromosoma de L.m ATCC 8293. ori Ts: origen de replicacion
termosensible, cat: gen de resistencia a cloranfenicol, Km: gen de resistencia a kanamicina.

Para saber si el vector se estd integrando en el genoma mediante un evento de
recombinacion simple, se disefiaron oligos (Tabla 5, oligos 27-32) que hibridan corriente
arriba y corriente abajo de las regiones de homologia seleccionadas para cada gen.

En la Figura 17, se pueden ver los fragmentos amplificados a partir del DNA gendmico de
una muestra de las colonias. El tamafio de los fragmentos obtenidos (1.550 Kb para Leum
0544; 0.9 Kb para Leum 1950 y 2.959 para Leum 0288) y la comparacion con el control de
células no transformadas, evidencia que no esta ocurriendo insercion simple del vector en

el genoma a través de las regiones de homologia en las colonias analizadas.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Fragmentos
amplificados de DNA gendmico de colonias transformadas con pSET5s-CcpA-Km (A), pSET5s-
CovR-Km (B) y pSET5s-PTSsac-Km (C) después de intentar el ensayo de reemplazamiento
genético. c: control, células no transformadas.

En todos los casos se amplifico ademds, el gen de resistencia a Km (resultados no
mostrados). Una posibilidad es que el vector se esté integrando inespecificamente en
regiones del genoma con alta frecuencia de recombinacion. Por otro lado, podria ser que el
vector no se esta integrando en el genoma, sino que sigue replicandose en las células atn a
la temperatura no-permisiva. Para dar respuesta a estas interrogantes, se analizd el DNA
gendmico de las muestras anteriores mediante hibridacion tipo Southern. E1 DNA
gendmico se digirid6 con dos enzimas de restriccion diferentes: ECORI ¢ Pstl y
posteriormente se hibridd con una sonda del gen de resistencia a Km marcada
radiactivamente con P*? (Figura 18).

A ¢ B ¢

6 kb 6 kb

PN v

~ -
pSETS5s pSETS5s pSETSs pSETS5s pSETS5s PSET5s
CovR-Km  PTSsac -Km  CcpA-Km CovR-Km  PTSsac -Km  CcpA-Km

~v

Figura 18. Hibridacion Southern de DNA genomico con sonda del gen de resistencia a Km
marcadado con P¥. A. Digestién con EcoRI B. Digestién con Pstl. c: control de la sonda de Km.Se
indican los plasmidos que portan las muestras analizadas.

El resultado obtenido fue una Unica banda a la altura de 6 Kb que es el peso molecular
aproximado de los vectores pSETSs recombinantes linearizados. No se observan bandas
marcadas con otros pesos moleculares ni hubo diferencias en el peso molecular de las
bandas detectadas entre las digestiones con diferentes enzimas. Este resultado nos sugiere
que los vectores no se estan integrando en el genoma. En vista de que 37°C no es una
temperatura no permisiva para el plasmido, al menos en las condiciones de nuestro ensayo,
decidimos probar si era posible eliminar el plasmido incrementando la temperatura. Para

ello, las cepas de Leuconostoc transformadas con las construcciones en pSETSs se
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crecieron a 40°C. Aun cuando la viabilidad celular disminuye considerablemente a esta
temperatura, el analisis de las colonias reveld que el plasmido sigue replicandose en las
células recombinantes.

El origen de replicacion Ts se probd anteriormente en otras bacterias como L. lactis subp.
cremoris, B. subtilis y E. coli, reteniendo sus propiedad Ts en estos hospederos (Maguin et
al, 1992). En L. lactis se determind que la temperatura minima no permisible para la
replicacion del plasmido portador del origen Ts era de 35°C. Después de 8 horas de
crecimiento en medio no selectivo a 37.5°C, sélo el 0.1 % de las células retuvo la
resistencia al antibidtico (Maguin et al, 1992). El mismo resultado se obtuvo para pSETS5s
en Streptococcus suis después de 4 horas de cultivo a 37°C (Takamatsu et al, 2001). En
L.mesenteroides ATCC 8293, sin embargo, las células retienen el vector a la temperatura
no permisible, incluso después de varias horas de incubacién, lo que va en detrimento de la
seleccion de colonias donde ocurran eventos de tan baja frecuencia como la recombinacion
con el genoma.

El desarrollo de técnicas de Biologia Molecular en BAL es de vital importancia para el
estudio de su fisiologia y posterior manipulacion. En este trabajo se logro, por primera vez,
el aislamiento de plasmidos y la transformacion de L.mesenteroides ATCC 8293. El
empleo del vector termosuicida pSETS5s como método de inactivacion para la obtencion de
mutantes no funciond en esta cepa por lo que deben buscarse otras variantes para

interrumpir o eliminar genes de interés.
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8. Conclusiones

e En L. mesenteroides ATCC 8293 la sacarosa, la fructosa y la glucosa inducen la
expresion de las glicosiltransferasas. Aunque la fructosa no es tan buen inductor de
las FTFs como la sacarosa, resulta mejor inductor que en otras cepas de
Leuconostoc.

e Mediante estudios bioinformaticos, se seleccionaron cuatro genes con posibilidad
de estar implicados en la expresion de las glicosiltransferasas en L.mesenteroides
ATCC 8293.

e En las regiones 5° de las posibles GTFs y FTFs, detectadas en el genoma de L.
mesenteroides ATCC 8293, se encontraron dos posibles secuencias de regulacion
no compartidas con otros genes de la cepa.

e En las regiones 5" de las seis posibles glicosiltransferasas, no se encontraron
secuencias cre por lo que es probable que los genes que codifican estas enzimas no
estén reguladas directamente por CcpA

e En el estudio del transporte de varios azicares en cultivos de L. mesenteroides
ATCC 8293, se observo que el transporte de glucosa se induce en todas las fuentes
de carbono estudiadas.

e El transporte de sacarosa y manosa se induce parcialmente en células crecidas con
fructosa como fuente de carbono.

e La sacarosa y la glucosa tienen al menos dos sistemas de transporte, uno de ellos
dependiente del gradiente de protones mientras que el transporte de la fructosa y la
manosa no dependen del gradiente de protones

e Se estandarizaron las técnicas basicas de Biologia Molecular en L.mesenteroides
ATCC 8293 (aislamiento de plasmidos, electroporacion)

e A pesar de numerosos intentos no fue posible obtener las mutantes de los genes
seleccionados debido a que el sistema de mutagénesis, con el vector termosensible
pSETS5s, no es funcional en L. mesenteroides ATCC 8293. Al analizar las posibles
causas de esta situacion se encontrd que el pldsmido sigue replicindose en esta

cepa a las temperaturas no-permisibles.
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9. Perspectivas

Se demostrd6 que en los cultivos de L. mesenteroides ATCC 8293, las
glicosiltransferasas se expresan en presencia de sacarosa, fructosa y glucosa.
Seria conveniente detectar y cuantificar la expresion de las enzimas a nivel
transcripcional, en cultivos crecidos en las diferentes fuentes de carbono para
determinar cudles genes se expresan en cada condicion y el nivel de expresion.

Esto pudiera hacerse mediante Hibridacion Nothern o PCR en tiempo real.

Los estudios bioinformaticos permitieron detectar dos motivos ubicados
exclusivamente en las regiones 5 de los genes que codifican para las
glicosiltransferasas predichas en esta cepa. Estas secuencias pueden ser blancos
de reguladores transcripcionales por lo que la determinacion de su posicién con
respecto a los promotores permitira saber si son reconocidas por activadores o
represores. También podrian buscarse estos motivos en los genomas de bacterias
relacionadas para saber si aparecen en las zonas reguladoras de otros genes y si

hay informacion disponible sobre su regulacion.

En este trabajo no se observo actividad PTS para sacarosa, glucosa, fructosa y
manosa. Sin embargo en el genoma se encontraron dos genes con identidad con
componentes del PTS de sacarosa y manosa en un contexto genético similar al
de otras bacterias cercanas, con PTSs funcionales. Para arribar a conclusiones
con respecto a la funcionalidad de este sistema en L. mesenteroides ATCC 8293
se hace necesario llevar a cabo un estudio de estos genes a nivel transcripcional
mediante Hibridacion Nothern o PCR en tiempo real. Por otro lado se podrian
construir cepas mutantes en los genes de los PTS predichos para determinar su

participacion en el transporte de azucares en esta cepa.

La baja eficiencia de electroporacion de L. mesenteroides ATCC 8293 es una
limitante para los estudios de Biologia Molecular, por lo que podria hacerse un
tamizaje entre las diferentes cepas de Leuconostoc mas estudiadas, incluyendo
las de interés industrial, con el fin de identificar una cepa con mayor
suceptibilidad a la electroporacion. Esto permitira el uso de otros sistemas de

inactivacion como los que involucran vectores que no se replican en BAL.
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El vector termosuicida pSETS5s no resultd funcional en L. mesenteroides ATCC
8293 por lo que podrian probarse otros vectores suicidas utilizados en bacterias
gram positivas para obtener mutantes en los genes seleccionados en este estudio

y evaluar su efecto sobre la expresion de las glicosiltransferasas.
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