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Resumen

Resumen

Lactobacillus casei es una bacteria que desde larga data ha sido empleada por el hombre en
procesos fermentativos para la produccion de quesos y chacinados y en los ultimos afios ha
adquirido gran relevancia por su uso como probidtico. Durante los procesos mencionados y en el
tracto gastrointestinal, Lb casei es sometida a diferentes tipos de estrés, entre ellos el estrés
osmotico. El objetivo de este trabajo fue estudiar las modificaciones genéticas, fisiologicas y
estructurales de este microorganismo cuando es sometido a un estrés hipersalino, priorizando el
estudio de las actividades relacionadas con los procesos de elaboracion de alimentos.

En esta tesis se demostré que ademas de los solutos osmocompatibles generales glicin betaina y
carnitina, di y tripétidos pueden aumentar la osmotolerancia de Lb casei. Ademas de estimular el
crecimiento en un medio hiperosmético lograron restituir el grado de superenrollamiento del ADN
(recuperacion del linking number) de modo analogo a la camnitina. La construccion y el analisis de
una mutante deficiente en el transporte de di-tripéptidos, dfpT, mostro que aquellos péptidos que no
son transportados eficientemente no ejercen osmoproteccion, mientras que si lo ejercen aquellos
que son transportados de manera eficiente.

Asi mismo, se describi6 la pérdida de la represion ejercida por péptidos en las actividades de PrtP y
PepX, dos de las enzimas principales del sistema proteolitico y principales proveedoras de péptidos
en el extracelular e intracelular respectivamente. En el caso de PrtP, se pudo demostrar que el
aumento de la actividad se debe a una pérdida de la represion a nivel transcripcional. La
demostracion de la interaccion de CodY (que habia sido postulado como el efector de la represion
por péptidos de varios componentes del sistema proteolitico en Lactococcus lactis) de Lb casei con
la region promotora de prtP apunta a que ésta proteina reguladora mediaria la pérdida de represion
en medio hiperosmético. En un medio carente de péptidos y en alta sal, en cambio, la elevada
actividad de PrtP se debe a un aumento de la velocidad maxima de la enzima durante el crecimiento
en alta sal y no a un aumento de la actividad transcripcional. Dado que PrtP se encuentra anclada a
la pared celular, la modificacion de la actividad de la enzima podria ser consecuencia de
modificaciones en el entorno de la proteina. Se describié una sensibilidad diferencial a la lisis y a
antibidticos que actuan a nivel de envolturas en células provenientes de un medio con alta sal. El
aumento de la sensibilidad a la lisis se debe directamente a alteraciones de la pared, ya que el
mismo efecto se observd al emplear paredes purificadas. El analisis de las fotografias de
microscopia electronica revelé un aumento en el tamafio de las células crecidas en alta sal y claras
diferencias en la pared de la misma. De estos resultados, se desprende la posibilidad de emplear el
precrecimiento en NaCl como un método para facilitar la lisis de un microorganismo que
normalmente es resistente a la misma.

Los resultados obtenidos en esta tesis, contribuyen al conocimiento de la fisiologia de bacterias
lacticas en presencia de un efector de estrés que normalmente se encuentra durante los procesos en
los que estos microorganismos participan.

Palabras claves: Lactobacillus casei, estrés osmotico, sistema proteolitico, PrtP, PepX, DtpT,
CodY, pared celular.



Abstract

Since long time, Lactobacillus casei has been used for the production of cheese and sausages. In
and the last few years they acquired relevance because of its use as a probiotic. During the
fermentation process and in the gastrointestinal tract, Lb casei is subjected to a wide range of
stressors and particularly to osmotic stress. The aim of this work was the analysis of the genetic,
physiological and structural changes in this microorganism when it grows in a hyperosmotic saline
condition, mainly the study of those activities related to the process involved in food production.

In this thesis, it was demonstrated that as well as generally osmocompatible solutes, camithine and
glycin betaine, di and tripeptides can improve osmotolerance in Lb. casei. Besides their role in
stimulation of growth in high osmolarity media, they were able to re-establish the degree of DNA
supercoil (recovery of linking number) as camithine did. The construction and analysis of a mutant,
dipT, unable to transport di-tripeptides, enable to show that those inefficiently transported peptides
can not exert an osmoprotective role, in distinction from those efficiently transported.

The lost of the repression exerted by peptides in PrtP and PepX activities, two of the key enzymes
of the proteolytic system and main providers of peptides was described. The lost of repression for
PrtP took place at the transcriptional level. The interaction of CodY protein of Lb casei with the
promoter region of priP -gene was demonstrated, this result suggests that this regulator protein
would be involved in the lost of repression by peptides in a hyperosmotic media. In a hypersaline
media in the absence of peptides, the high levels of PrtP activity were essentially through an
increase of apparent Vmax instead of an increment of transcriptional activity. Since PrtP is anchored
to the cell wall, the enzyme activity could be related to changes in the environment of the protein.
The differences in the sensitivity to lysis and antibiotics, that exert their effect on the cell envelope
in cells grown in the presence of salt, were indicative of these variations. The high level of lysis of
the cells grown in NaCl, was also a direct consequence of changes in the cell wall; the same effect
was observed when purified cell walls were used instead of whole cells. The analysis of electronic
microscopy photographs revealed and increase in the size of cells grown in high salt as well as clear
differences in the cell wall. These results raises, that pregrowth in hyperosmotic media could be
used as an efficient method to improve lysis of this resistant to lysis bacteria.

The results of this study, increase the knowledge about lactic acid bacteria physiology in the
presence of NaCl, a stress effector that is usually found in fermentative process.

Keywords: Lactobacillus casei, osmotic stress, proteolytic system, PrtP, PepX, DtpT, CodY, cell
wall.



Indice

Introduccion

Introduccion Parte 1

1- BACLETIAS JACLICAS ..vvvvrneeeiereissuiissinssnssnmsssssscssnssssnsssssssessssssssssssnosassssasssssssnassassssssssssanssnsssanssssssanse 1
2-LACIOBACIIINS ... 2
3-LACtOBACIIINS CASEI ....................c.c.coooeeeeeeeeeeee ettt 3
4-Aplicaciones biotecnologicas de Bacterias LACCAS ...........ccoevivvrieiiiiiiciicce e, 3
5- Sistema proteolitico de Bacterias LACHICAS.............c.covviiiioiiiiiiii e 4
5.1- Proteinasas de Bacterias LACHICAS ...........cocovieiiieiieieeecicceeee e e e 5

5.1.1- Propiedades genéticas y bioquimicas de 1as proteinasas..............ccc.ccoveinceniieccnicncienn, 5
5.1.2- Especificidad de SUSLIAIO .............ccocoiviuiieeiieieecceeeteee ettt et 7
5.2- Sistemas de transporte de aminoacidos y pEPHAOS...........coovvvviiueiiiiriierre e 7
5.2.1-Sistema de transporte de amINOACIAOS .............cooiiiiiiiiiiiiiieiete et 8
5.2.2-Sistema de transporte de di/tripéptidos (DPT) ......cooviviiiriciiniciceer e 8
5.2.3- Sistema de transporte de oligop€ptidos (OPP)......ccovvreriireiirineree e 9
5.2.4- Sistema de transporte de di/tipéptidos (DtpP)...........ccooiiiiniiiiccii e 9
5.3- Peptidasas de bacterias JACHICAS. ..........ccooviiiruiiiiiceccc e 10
5.3.1- Aminopeptidasas generales (PepN y PepC) ..o 10
5.3.2- Endopeptidasas (PepO Yy PePF) .........c.ooviiimiiiie e 11
5.3.3- Glutamil aminopeptidasa (PEPA) .........c.coveeriiiiriiiei ettt 11
5.3.4- Tripeptidasas (PEPT) ... ...ttt ettt st 11
5.3.5- Dipeptidasas (PEPV).........oooiiiie ettt 11
5.4- Peptidasas involucradas en la hidrolisis de péptidos que contienen prolina.............c.c.c.......... 11
5.4. 1-Aminopeptidasa (PEPP) ...........ccoooiiiiiiee e 12
5.4.2- Prolidasa (PePQ)........ccooiiiiiiieeieeeee ettt b bttt 12
5.4.3- Proliliminopeptidasa (Pepl) y prolinasa (PepR)..........cccooeoirmiioriinrecc e, 12
5.4.4- X-prolil-dipeptidil-aminopeptidasa (PepX)..........cccccccreriiiieiiiieice e, 13
5.4.5- CarbOXIPEPLIAASAS ..........ooooiiitiiicicii ettt 13
5.5- Localizacion de 1as peptidasas...............cccoooviuiiiiiiiioriiecieee et 13
5.6- El rol de las peptidasas en el desarrollo de aroma y sabor de productos lacteos..................... 13
5.7- Regulacion de la expresion de los componentes del sistema proteolitico..............c.ccccoeevnene. 14
5.7.1- ldentificacion de la seifial y del represor en Lactococcus lactis ....................ccccccevvvnnnne. 17

Introduccion Parte I1

2.Respuestas a estrés en Bacterias Acido LACticas (BAL)..ccoccvrreiricssnscnssncescssssessisncssosaesnsscessnnes 20
2.1. Larespuesta a estrés osmotico en Bacterias Lacticas, Lactococcus lactis y Lactobacillus
PLANIAPUNM ..ottt ea e te e e s ettt e ae s es s eneenenreaas 22

2. 1. 1.Respuesta fiSTOlOBICA .........ccooi it 23
2.1.2. RegulaciOn ENELICA. ............c.ocuiiiieiietieieeeeeete et ettt e et e s e b et e s e e taebente s seereebeneens 25
2.2. Identificacion de otras funciones involucrados en la respuesta osmoética en Lacfococcus lactis27

2.3. Modificaciones en el grado de superenrrollamiento del ADN en respuesta a estrés............... 27

Introducion Parte 111

3. Modificaciones de la envoltura bacteriana durante el crecimiento en alta sal. ........ceeceveeeeeee. 30
3 L ENVOIUIA DACIEIIANA ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e eeens 30
3.1.1. Membrana PlasmaAtICa............couriiiiiieeiee ettt 31



Indice

3.1.2.Pared CeIUIAT..........ccooiiiiiiieee et 31
3.0.2.1. PePHAOLICANO ..ottt e 31
3.1.2.2. Acidos teicoicos Y 4C1d0S tEICUTOMICOS ..........c.ooveueuiiuerieierriieieieieaisiec e e 33
3.1.2.3. Biosintesis del peptidOgliCano .............cooiiiiiiriiieiec e 34

Materiales y Métodos

1. Cepas Y transfOrmMACIONES......cccveeveerreeerrrcecssccsscssssssssssssssssssesssssesssssosssssasssssasassasesassasasssssansssserees 38
1.1.Cepas y plasmidos y Utilizados. ............ccoooiuiiiiiiiiiiice s 38
1.2.0btencion y transformacion de células competentes de Lischerichia coli................................ 39
1.3.Obtencion y transformacion de células competentes de Lactobacillus por electroporacion.... 39

2. Técnicas moleculares . eeeeserssesenenessasessasasesastrsitsststonsassestitestasessasesssestesabisnsensssatasaassssssses 40
2.1. Técnicas MOleculares DASICAS..............ccocceeiieiiiiiicieccee ettt 40
2.2. Extraccion de ADN de Lactobacillus .....................cccoooveviioiniioiieiieeiesceeeeee e, 40
2.3. Extraccion de ARN de Lactobacillus ..................c.ccccoooviieiioeiininciseseeeee e 40
2.4.Aislamiento de ADN plasmidiCO .........ccoovioiiiiiiiii et e 41
2.6.0ligonucledtidos usados COmMO CEDAAOTES ............c.ocuvviiiierieiie e 42
2.5.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)..........cccooiieiiinenieeece s 43
2.7. RT-PCR SEMICUANTILALIVA .......c.oiiviiieieiieieieteeeie ettt ettt b et eb et eb e eb s aneaneas 43
2.8.S0UthemM BIOt ..ottt ettt bttt ettt eneas 44
2.9  NOThEM BIOL........ooiiiiecee ettt s e e e s es e s e enens 44
2.10.0btencion de una mutante dip7’en Lb. casei ATCC 393 ..o, 45
2.11.Purificacién de CodY(hisg) de B. SUBLIliS . .............ccooooiiiiiiiiie e, 46
2.12. Electroforests de PrOteINAS .............ccooiiiiiiiieiriesiiieiie ettt s 47
2.13. Ensayos de Western BIot..............ccoouviiiiiiii e 47
2.14. Inmunoprecipitacion de CodY de Lb casei ................ccoooeimoiiiiiiieeeeeeeeee e 47
2.15. Ensayos de Gel shift y Western Gel shift...............ccoooiiiiii i 48

3.Comparacion del grado de superenrollamiento del ADN. ........ccoveeerceresserccsenncrsaesssasecssensenas 49
3.1. Calculo de la diferencia en el linking number entre dos muestras.............c.cccoceovceeinncene. 49

3.1.2.Determinacion del ALk en geles de agarosa con cloroquina..............coceceevvrceinccnionnee. 49
3.2. Preparacion de ADN plasmidico y determinacion del ALK ..., 50

4. Determinacion de actividades enZIMALICAS......cvececreiscciirecceccsssnssssssssssssssasssssssassssassssesssssssnsssassne S1
4.1, ACtIVIAAA PIEP ......c.ooiiiiiiiceeeee ettt sttt e 51
4.2, Actividad PepX y Pepl ..o 52
4.3, Actividad PePQ .......c.coiieiee s 52
4.4, Actividad proteolitica por degradacion de - caseina.............cccoooeeeiiiiniiiccciiccc 53

S. ENSAY0S A€ PATE ...ceeeereiiiiisncnnnnnunereeereeesncsssssssssssssssssanssesassssnsssssssesssssssssssssssssssssesassanssssassonsanass 53
5.1.Sensibilidad a mutanolisina de células enteras...............cocoooeriiiiinciic e 54
5.2. Obtencion de paredes por tratamiento con SDS...........cocooiiiiiii 54

5.2.1. Sensibilidad a mutanolisina de paredes purificadas...........c.cccocoiecininecennncce, 54

Apéndice Medios de Cultivo

Medios de cultivo .cccceeeecrecscscsennennaanaennees tetssessesssenerattssasssssssssssssssssressrssrssasssassssssesassssssssssnssans 56
MEIO MRS ettt ettt a s ettt an b st s 56
Medio Lunia-Bertani (LB)...........ocoooiiiceeeee ettt 56
Medio leche suplementada..................ooiiiiiiii e 56

II



Indice

SOIUCIONES ...ttt ettt 56
T DL, ettt sttt e bbb et 56
THEDIL ettt a et a ettt h et 56

Medio CDM para Lactobacillus ................cooiiiiiiiiic e, 57

Resultados

CAPITULO 1

Rol de péptidos en la osmoproteccion en Lactobacillus casei ATCC 393 ......ccouvrvvveecssiessnsessassee S8
1.1 Crecimiento de Lb casei ATCC 393 en medio hiperosmotico..........c.ccooovevieiiiieviieicicc, 58
1.2 Compuestos osmoprotectores en la peptona de Came................cccooveeeiriricieecrieeeee e 60

1.2.1. Rol de la camnitina en |a 0SMOPTOtECCION. ...........oiiiiiiiiiiiciecce e 62
1.3 Rol de los péptidos en 12 OSMOPIOtECCION ........c.o.vevieviiiiiieieieiet e 62
1.4 La leche como proveedora de péptidos para la oSmOproteccion................ccoevevevererenererevnnnn. 63

CAPITULO II
Modificaciones de las actividades de los componentes del sistema proteolitico durante el

Crecimiento €N AlLA SAL .....ccciiiiviiircrsnninsesenneisessonsssnnisssssncsssssssssssessosssssssssssonsssssassrssssasensssssnsssssnse 66
2.1. Actividades de peptidasas y proteasas durante el crecimiento en un medio hiperosmético ... 66
2.2 Actividades de PepX y PrtP luego del choque 0SmOtiCOo...........ccoeieeieiiiiciice e 69
2.3 Efecto de la fuente de carbono en la actividad de PrtP.................coeiiiiiiiiiiccccec 71

CAPITULO I11

Regulacion de componentes del sistema proteolitico durante el crecimiento en alta sal ............ 73
3.1 Amplificacion parcial de los genes pepX, pepQ y prtP de Lb. casei ATCC 393. ............... 73
3.2. Analisis transCrpcional A€ PrP ...........ccoooovieiiioieiiiieicce ettt 77
3.3. Analisis de los niveles de PrtP. y calculo de parametros Cinéticos..............ccocevovveriereirenenes, 81

CAPITULO 1V

Modificaciones del grado de superenrollamiento del ADN durante el crecimiento en alta sal... 84
1.1 Durante el crecimiento en un medio hipersalino ocurre un aumento en el grado de

superenrollamiento del ADN en Lb casei ATCC 393, ... 84
1.2 Efecto de la novobiocina en la viabilidad durante el crecimiento en NaCl.............................. 87
CAPITULO V
Identificacion de posibles reguladores de componentes del sistema proteolitico relacionados con
la respuesta a estrés osmotico...........ceeee ceeeressseessennns tecessssasessassassrserrsssonas 90
5.1 Obtencién de una mutante para el gen dipT ..o, 90
5.1.1. Construccion de una mutante para el gen dfpT en Lb. casei ATCC393. ... 90
5.1.2. Caracterizacion fenotipicade lamutante dipl ...............ccocooooeeieiiiiiececcceeece 91
5.1.3. Actividad PrtP y PepX en Lb casei. dIpT ................cococooomiionireeiiiiceeeeeeeeeeiee e 98
5.1.4. Efecto osmoprotector de péptidos en la mutante dip7. cesseessnsrssssnsasssssssnane 99
5.2. Rol de CodY en 1a 0SMOITeGUIACION. ...........c.eoviiviieiciceeeeeeeeeeeeee e 101
5.2.1. La proteina CodY esta presente en L.b casei ATCC 393. ..o, 101
5.2.2. Interaccion de CodY con el promotor de preP............coooeeeveeiieeieieeeeeeeeeee e, 103
CAPITULO VI
Variaciones en la pared celular durante el crecimiento en alta sal.....c...eceeeeccvecceerecccccnneerecenns 112

II1



6.1. MICroSCOPia €lECLTOMICA. ........ououiviiiieiciii ettt eb et 112
6.2. Modificacion de la sensibilidad a antibiéticos durante el crecimiento en NaCl.................. 113
6.3. Efecto de la Mutanolisina en células crecidas en NaCl y en paredes purificadas.................. 116
Conclusiones Y DiSCUSION ...cccvuereesssrccssrssicssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssassossasssssssssssassssssssssossasassasts 121
BIDHOZIAIA ccueeeireiiriiiiemriiiiirccnseisncsssnsssssssisssssessanscsssssasncssssssasssssosssssassssssssssssnsssssssssassasssssssssssssanes 139
.146

ADIeVIALUTAS ccuveerereneereeeorseeronsorsssonsone



Indice Figuras y Tablas

Introduccion

Introduccion Parte I

Figura 1: Componentes del sistema proteolitico de bacterias lacticas 6
Figura 2: Modelo de regulacion por péptidos via CodY 19
Tabla 1:Peptidasas especificas de prolina en bacterias lacticas 12

Introduccion Parte I1
Figura 3: Principales osmoprotectores empleados por bacterias 23

Introduccion parte I11

Figura 4: Esquema de la envoltura de una bacteria Gram positiva 32
Figura S: Estructura del peptidoglicano de Lb casei 33
Figura 6: Biosintesis del peptidoglicano que muestra los sitios de accién de varios inhibidores de
la pared celular 36
Resultados

Indice Tablas

CAPITULO1

Tabla 1: Velocidad de crecimiento de Lb casei ATCC 393 en diferentes condiciones de
crecimiento 59
CAPITULO 11

Tabla 2: Actividades especificas de PepQ y Pepl. 67
Tabla 3: Actividades especificas de PepX y Prtp 67
Tabla 4;Actividad especifica PrtP en CDM con Glucosa y con Lactosa como fuente de carbono 72
CAPITULO V

Tabla 5: Crecimiento de Lb casei wt y Lb casei dipT con diversos péptidos como unica fuente

de Leucina. 97
Tabla 6: Actividades especificas PrtP y PepX en Lb casei dtpT. 99

Tabla 7: Velocidad de crecimiento de la mutante dip7 en CDMN en presencia de péptidos. 100
CAPITULO VI

Tabla 8: Sensibilidad a antibioticos 115



Indice Figuras y Tablas
Indice Figuras
CAPITULO 1

Figura 1: Efecto de la peptona durante el crecimiento en medio minimo en alta osmolaridad 61
Figura 2: Efecto estimulatorio de la peptona de came durante el crecimiento en CDM a

distintas concentraciones de NaCl. 61
Figura 3: Efecto de camitina en el crecimiento de Lb casei en funcion de la concentracion de

NaCl presente en el CDM. 62
Figura 4: Rol de péptidos en la osmoproteccion 64
Figura 5: Crecimiento de Lb casei en leche y en lecheN 0,7M en funcién del tiempo 65

CAPITULO I

Figura 6: SDS-PAGE de la hidrélisis de [ caseina por Lb casei ATCC 393. 68
Figura 7a: Crecimiento de b casei en CDM pc 0,5% sometido a un choque osmético con NaCl

0,7M final. 70
Figura 7b: Actividades especificas de PepX y PrtP antes y después del choque osmético 70

CAPITULO 111

Figura 8: PCR del gen pep(Q 74
Figura 9: Esquema de los genes prtP y prtM de Lactobacillus paracasei subsp paracasei
NCDOI151 75
Figura 10: PCR del gen prtP 75
Figura 11a: Mapa de restriccion de preP 76
Figura 11b: Restriccién del fragmento de PCR prtP con BamH]1 76
Figura 12: Southern Blot de Lb casei ATCC 393 78
Figura 13: Northern Blot del ARNm pret/’ 78
Figura 14: RT-PCR semicuantitativa 80
Figura 15: Relacion entre la actividad transcripcional del gen preP y la actividad especifica de

la enzima PrtP 80
Figura 16: SDS-PAGE y Westemn Blot con anticuerpos anti PrtP 82
Figura 17: Grafico de Lineweaver-Burk (actividad PrtP en funcién de la concentracién

de sustrato) 82

CAPITULO IV

Figura 18: Variacion en el grado de superenrollamiento de plasmidos durante el crecimiento

en MRS y MRSN. 85
Figura 19: Variacion en el grado de superenrollamiento de plasmidos durante el crecimiento

en CDM. 86
Figura 20: Efecto de péptidos y carnitina en el grado de superenrollamiento del ADN

durante el crecimiento en medio hiperosmotico. 88
Figura 21: Efecto de novobiocina durante el crecimiento en un medio hiperosmotico. 89

CAPITULO V

Figura 22: Secuencia parcial del putativo gen dipT de Lb delbrueckii lactis LKT 93



Indice Figuras y Tablas

Figura 23: Construccion de la mutante Lb casei dipT 94
Figura 24: PCR de Lb delbrueckii lactis LKT, Lb casei wt y Lb casei dipT 95
Figura 25: Crecimiento de Lb casei ATCC 393 dipT en MRS y CDM 9s
Figura 26: SDS PAGE y Western Blot de CodY de B subtilis 102
Figura 27: Western Blot de CodY de L& casei ATCC 393 empleando un anticuerpo anti

CodY de B subtilis 103
Figura 28: Gel shift con extractos de £ coli KS272 y de B subtilis. 105
Figura 29: Gel shift con extractos de Lb casei ATCC 393 106
Figura 30: Gel shift con concentraciones crecientes de extracto. 106
Figura 31: Gel shift con extractos de Lb casei crecido en CDM y CDM AP 2,5 mM con

y sin NaCl 0,7M 107
Figura 32: Gel shift con inmunoprecipitado de un extracto de Lb casei con un anticuerpo

anti CodY 108
Figura 33: Ensayo de supershift I11

CAPITULO VI

Figura 34: Microscopia electronica de células de Lb casei provenientes de MRS y MRSN IM 114
Figura 35: Frecuencia de distribucion en funcion del diametro celular 115
Figura 36: Sensibilidad a mutanolisina de células provenientes de la fase exponencial

de crecimiento. 117
Figura 37: Sensibilidad a mutanolisina de células provenientes de la fase estacionaria

de crecimiento. 118
Figura 38: Sensibilidad a mutanolisina de paredes purificadas. 119



Introduccion Parte 1



Introduccion Partel. Bacterias Lacticas y Sistema proteolitico.

1- Bacterias lacticas

Desde hace mucho tiempo los hombres han aprovechado la capacidad de las bacterias lacticas de
producir acido lactico a partir de sustratos fermentables como un método de preservacion de
alimentos. La consecuente disminucion del pH impide el crecimiento de la flora acompaiiante que
puede alterar los productos o resultar patogena para el hombre.

Desde los comienzos de la microbiologia, los procesos de fermentacion en los que participaban
bacterias lacticas adquirieron gran relevancia. Fue Lister en 1873 quien aislé a partir de la leche el
primer cultivo bacteriano puro que denomind Bacterium lactis, hoy Lactococcus lactis, tratando

determinar qué microorganismos participaban en las fermentaciones lacteas.

Aunque durante mucho tiempo los procesos de produccion de alimentos se realizaron en forma
empirica, actualmente han adquirido un alto desarrollo tecnolégico en el que prima mantener la
calidad y constancia de un producto. Este desarrollo tecnologico fue posible en parte por la

acumulacién de conocimientos de la biologia de las bacterias lacticas.

Las bacterias lacticas son microorganismos Gram positivos, no esporoformadores, inmoviles,
anaerobios aerotolerantes, que carecen de catalasa. Su metabolismo es estrictamente fermentativo y
presentan altos requerimientos nutricionales. Algunos solo producen acido lactico como producto
principal de la fermentacion de carbohidratos (homofermentativos) o una mezcla de acido lactico,

dioxido de carbono, etanol y/o acido acético (heterofermentativos) (Kandler, 1983).

Esta amplia descripcion comprende tanto cocos (Lacfococcus, Streptococcus, Vagococcus,
Pediococcus, Aerococcus, Leuconostoc, Qenococcus, Tetragenococcus), como bacilos
(Lactobacillus y Carnobacterium)

Existen evidencias genéticas, principalmente sobre la base de la secuencia de ARNr 16s,
(Stackebrand ef al, 1988) que la agrupacion bajo el término bacterias lacticas, definido bajo las
caracteristicas fisiologicas mencionadas anteriormente, concuerda con la relacion real a nivel
filogenético. Pudiéndose agrupar en los Gram positivos dentro de la subrama Clostridium que
incluye organismos con un contenido G+C en el ADN inferior al 50%. Quedaria excluido del grupo
el género Bifidobacterium que se adscribe a la rama de Actinomycetes con un porcentaje de G+C

superior al 50%.
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Las especies mas empleadas en los procesos fermentativos para la produccion de alimentos
pertenecen a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus
pudiéndose encontrar facilmente en productos camicos, vegetales, lacteos, frutas bebidas, pero

también en el tracto respiratorio, intestinal y genital del hombre y otros animales.

2- Lactobacillus

El género Lactobacillus es muy heterogéneo y presenta una gran variabilidad en su porcentaje de

G+C en el ADN (del 32 al 54%)).

Kandler y Weiss (1986) dividieron al género en tres grupos, siendo la base fisiologica de esta

clasificacion la presencia o ausencia de las enzimas fructosa 1-6 difosfato aldolasa y fosfocetolasa,

enzimas clave en el metabolismo homo o heterofermentativo de las hexosas y pentosas
respectivamente.

e Grupo I: homofermentativos estrictos: fermentan las hexosas por la via glucolitica produciendo
dos moles de acido lactico por mol de glucosa. No utilizan pentosas ni gluconato. Poseen la
enzima fructosa 1-6 difosfato aldolasa y no la fosfocetolasa. Ejemplos: Lb. helveticus, Lb.
acidophilus, y Lb. delbrueckii.

e Grupo II: heterofermentativos facultativos: fermentan hexosas, utilizan gluconato y pentosas
con produccidon de acido lactico y acético. Presentan actividad 1-6 difosfato aldolasa y
fosfocetolasa pero ésta ultima es inducible por pentosas. Ejemplos: Lb. casei y Lb. plantarum.

e Grupo IlII: heterofermentativos estrictos: fermentan hexosas con formacion de acido lactico,
acido acético (o etanol) y dioxido de carbono en cantidades equimolares. Utilizan las pentosas
por la via del acido 6-fosfogluconico con produccion de acido lactico y acético. Ejemplos: Lb.

reuteri 'y Lb. fermentum.

Cabe aclarar que esta es una clasificacion artificial ya que las relaciones dentro de cada grupo no
concuerdan con parentescos naturales resultantes de analisis filogenéticos de las secuencias de

ARNr (Collins y col, 1991)
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3- Lactobacillus casei

Lb. casei es una especie presente en habitats variados: tracto intestinal y boca, productos vegetales
fermentados, cames y productos lacteos, incluyendo leches fermentadas, yoghurt, quesos y
productos mas recientes como Yakult ® o Actimel ®.

Ademas de las propiedades organolépticas que su metabolismo proporciona a los productos,
muchos autores sostienen el valor de ciertas cepas como probidticos, poseen la capacidad de regular
la actividad de la flora intestinal actuando en la prevencion y cura de casos de diarrea y modulando
el sistema inmune (Sanders, 1993). Lb. casei puede atravesar el estomago tolerando el bajo pH para
colonizar luego el intestino (Greene y Klaenhammer, 1994).

Lb. casei es una especie que ha sido sometida actualmente a numerosos cambios de nomenclatura.
Estudios de hibridacion ADN: ADN demostraron que la cepa tipo Lb. casei subsp casei ATCC 393
(empleada en este trabajo) presentaba un bajo nivel de similitud con el resto de las cepas de Lb.
casei (Collins ef al, 1989), p;)r tanto, el resto de las cepas fueron agrupadas en nuevas especies: Lb.
paracasei y Lb. rhamnosus, dejandose el nombre de Lb. casei unicamente para dos cepas (ATCC
393 y NCBF 173). Posteriormente Dellaglio ef a/ (1991), basandose en estudios de hibridacion de
ADN vy perfiles de proteinas, propusieron la designacion de la cepa ATCC 334 como la cepa tipo
para la especie Lb. casei subsp casei y la supresion de la especie Lb. paracasei.

Dicks en 1996 agrupa a las cepas ATCC 393 y NCBF 173 como un “cluster separado” junto con la
cepa ATCC 15820 bajo el nombre de 1a nueva especie Lb. zeae. Todos estos cambios estan todavia

sujetos a controversia y no aparecen en las listas aprobadas de nombres bacterianos.

4-Aplicaciones biotecnolégicas de Bacterias Lacticas

A diferencia de lo que ocurre en la fabricacion de productos artesanales, en la industria, los cultivos
iniciadores o “starters” conteniendo uno 0 mas microorganismos son empleados para mantener la
calidad organoléptica e higiénica de los productos. Los cultivos iniciadores son producidos
comercialmente por numerosas industrias y laboratorios y aseguran la reproducibilidad y
estandarizacion de los procesos.

Los avances en las técnicas de ADN recombinante en el campo de las bactenas lacticas han
permitido la construccion de cepas con caracteristicas mejoradas o afiadidas que permitiran una
mayor calidad, variedad y valor nutricional a los productos, asi como una mejora en los procesos de

produccién industrial.
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Las bacterias lacticas (y entre ellas los Lactobacillus) son excelentes candidatos para la ingenieria
metabolica pues su utilizacion para el consumo humano es de larga data y son nommalmente
consumidos por el publico en alimentos fermentados. Esto implica la calificaciéon GRAS (“generally
recognized as safe”) que otorga la Food and Drug Administration (USA) y el Cddigo Alimentario
Nacional y que debe presentar cualquier producto para consumo.

Varias propiedades metabolicas de las bacterias lacticas tienen un impacto directo o indirecto en
procesos como el desarrollo de sabor y aroma y maduracion de productos lacteos (como quesos y
yoghurts). La degradacion de las caseinas presentes en la leche juega un rol crucial en el desarrollo de
estos procesos. Mientras que ciertos péptidos contribuyen a la formacién del sabor, otros péptidos
indeseables que producen un sabor amargo pueden llevar a un producto de sabor no deseado. Por eso
un estudio detallado de la protedlisis, en el que participa un complejo sistema proteolitico de la bacteria
(ver mas adelante), podria conducir a la obtenciéon de bacterias lacticas recombinantes con
caracteristicas proteoliticas mejoradas.

Sin embargo, a la hora de estudiar el metabolismo de estos microorganismos, con el fin del
mejoramiento de los mismos, no se tiene en cuenta el microambiente que se produce en el alimento
fermentado.

El agregado de sal, con el objeto de preservar alimentos, es una técnica empleada desde la antigiiedad,
y en muchos alimentos las fermentaciones ocurren en un ambiente con una alta concentracion de
solutos. Asi mismo, el proceso de maduracion en quesos de pasta dura ocurre luego del salado
momento en el que la participacion de las bacterias lacticas en la determinacion del sabor y el aroma
del producto es fundamental.

Es por eso que el objetivo principal de esta tesis es el estudio de las modificaciones fisiologicas de
Lactobacillus casei durante el crecimiento en alta sal y principalmente relacionado con las
modificaciones que ocurren en los componentes del sistema proteolitico durante esta condicion de

crecimiento.

5- Sistema proteolitico de Bacterias Lacticas

Ha sido bien establecido que la mayoria de las bacterias lacticas, aisladas de productos lacteos,
presentan auxotrofias multiples para aminoacidos. El requerimiento de aminoacidos es dependiente
de cada cepa y puede variar desde 4 hasta 14 aminoacidos (Chopin, 1993). En la leche, hay muy

poca cantidad de aminoacidos y péptidos libres. Por este motivo, las bacterias lacticas, dependen
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para su crecimiento de un complejo sistema proteolitico que les permite degradar las proteinas
presentes en la leche (caseinas) y obtener los aminoacidos requeridos. Las caseinas constituyen
aproximadamente el 80% de las proteinas presentes en la leche bovina. Los cuatro tipos diferentes
de caseinas que se encuentran en la leche, o -, 02 -, B-, y kK- caseina estan organizadas en micelas
formando complejos solubles. Las caseinas contienen todos los aminoacidos necesarios para el

crecimiento de las bacterias lacticas a altas densidades.

Los componentes estructurales del sistema proteolitico pueden ser divididos en tres grupos de
acuerdo a su funcion (Kunji ef al, 1996):

i. Proteinasas que degradan las caseinas en péptidos

1. Peptidasas intracelulares que degradan los péptidos
iii. Sistemas de transporte que translocan los péptidos provenientes de la degradacion de las

caseinas a través de la membrana plasmatica. (Figura 1).

Los principales trabajos sobre los diferentes componentes y su regulaciéon han sido realizados en
Lactococcus lactis, aunque en los ultimos afios se ha prestado gran atenciéon a otros

microorganismos dentro de los Lactobacillus, principalmente a aquellos de uso industrial.

5.1- Proteinasas de Bacterias Lacticas

Ha sido bien establecido que la degradacion de caseinas es iniciada por una unica proteinasa
extracelular anclada en la pared celular (PrtP). Las proteinasas de varias bacterias lacticas diferentes
han sido caracterizadas bioquimicamente, entre ellas la de Lactobacillus paracasei NCDO 151
(Holck y Naes, 1992) y dentro de las caracteristicas generales de las proteinasas se indicaran en

detalle las caracteristicas de esta proteinasa.

5.1.1- Propiedades genéticas y bioquimicas de las proteinasas

La proteinasa madura es una serin-proteinasa monomérica con un peso molecular entre 180-190
kDa, sin embargo durante el aislamiento suelen encontrarse productos de degradacion de menor
tamafio (Laan y Konings, 1989). El gen que codifica para PrtP ha sido clonado y secuenciado en
varias cepas de Lactococcus lactis y Lactobacillus. La forma no procesada de Lb. paracasei NCDO
151 consiste de 1902 aminoacidos. Las secuencias primarias de las enzimas de lactococos son un

98% 1dénticas entre si y mas de un 95% cuando se comparan con la de Lb. paracasei.
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Figura 1: Componentes del sistema proteolitico de bacterias lacticas
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Los alineamientos de secuencias aminoacidicas muestran que las proteinasas se encuentran
relacionada con las subtilisinas, que son serin-proteasas con dominios cataliticos similares. El
analisis de la secuencia N terminal de la enzima madura deducida de la secuencia de nucleétidos
revela una sefial tipica para una translocacion Sec-dependiente y una prosecuencia que son
removidas por un procesamiento post-traduccional (Holck y Naes, 1992). El extremo N terminal de
la enzima madura constituye el dominio catalitico y contiene varios aminoéacidos conservados
involucrados en la catélisis y el posicionamiento del sustrato (Ser 433, His94, Asp30, Asnl196 en la
enzima de SK11). Luego se encuentra un espaciador que no presenta homologia con proteinas de
funcion conocida, pero podria exponer al dominio catalitico hacia el exterior de la célula. El
extremo C terminal es conservado en varias proteinas de superficie de bacterias Gram positivas y
posee una sefial LPXTG seguida de una putativa o hélice que atraviesa la membrana y una
pequefia cola cargada. Luego de la translocacion , la secuencia LPXTVG es clivada (en la posicion
indicada por la flecha) y el grupo carboxi-terminal de la treonina , probablemente, se una

covalentemente a una glicina N terminal que es parte de los puentes cruzados en el péptido glicano
(Kunji ef al 1996).
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En L. lactis WG2, SK11 y en Lb. paracasei NCDO151 ha sido identificada una enzima que esta
involucrada en la maduracién de la proteinasa (PrtM). El producto del gen priM es precedido por
una secuencia sefial y tiene un sitio consenso para una lipomodificacion.

La proteinasa PrtP es de localizacion extracelular y su estructura y funcion son estabilizadas en
presencia de iones Ca?* La proteinasa puede ser liberada de la pared empleando buffers libres de

Ca®* o lisozima (Laan y Konings, 1989).

5.1.2- Especificidad de sustrato

Sobre la base de los patrones de degradacion de as -, B-, y x- caseinas, las proteinasa de
Lactococcus pueden ser clasificadas en dos clases:

i. Tipo Pl hidrolizan -caseina

ii. Tipo PIII hidrolizan o —y B- caseina.
Ambos tipos de proteinasas hidrolizan en menor medida k- caseina (Pritchard y Coolbear, 1993).
La proteinasa de Lb. paracasei estaria mas relacionada a las proteinasas de tipo PIL hidrolizando
principalmente 3-caseina (Holck y Naes, 1992).
A modo de resumen podriamos decir que las propiedades bioquimicas de las proteinasas de varias
bacterias lacticas son similares. Por ejemplo, la mayoria de las enzimas, sino todas, son serin-
proteinasas de tamafio similar. Las comparaciones de secuencias revelan un alto grado de identidad,
aun cuando se comparan proteinasas de diferente especificidad o de diferentes organismos. Incluso
los productos formados parecen superponerse a pesar de la especificidad de clases y especies,
probablemente relacionado con el gran nimero de sitios de clivaje preferenciales que poseen. Se
forman muchos oligopéptidos diferentes que contienen todos los aminoacidos esenciales para el
crecimiento, y muchos de estos péptidos se producen en grandes cantidades. Sin embargo, los
péptidos que provienen de dos regiones de 1a B- caseina, entre 94 y 102 (GVSKVKEAM), y entre
161 y 190 (SVLSLSQSKVLPVPQKQKAVPYPQRDMPIQA
F) contiene todos los aminoacidos necesarios para el crecimiento excepto histidina para la cual

algunas cepas son auxotrofas (Kunji, et al 1998).

5.2- Sistemas de transporte de aminoicidos y péptidos
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Como ya se menciond, para poder obtener los aminoacidos necesarios para la sintesis de proteinas,
los productos de degradacion de las caseinas deben atravesar la membrana para llegar al citoplasma

donde seran degradados por diversas peptidasas para proveer los aminoacidos que los componen.

5.2.1-Sistema de transporte de aminoacidos

Los Lactococos poseen al menos 10 sistemas de transporte de aminoacidos que presentan gran
especificidad para aquellos aminoacidos con estructuras similares, por ejemplo, Glu/Gln,
Leu/lle/Val, Ser/Thr, Ala/Gly, Lys/Arg-Om (Konings ef al, 1989)

La incorporacion de Glu/Gin, Asn/Asp y Pro/GlyBetaina requiere de la energia provista por la
hidrélisis de ATP , mientras que los sistemas de transporte para Leu/Ile/Val, Ala/Gly, Ser/Thr y Met
dependen de la fuerza proton motriz. El antiporte Arg/Om estd mediado por el gradiente de

concentracion de ambos solutos (Konings, 2002).

5.2.2-Sistema de transporte de di/tripéptidos (DtpT)

Estudios de transporte en L. /actis mostraron que di y tnipéptidos relativamente hidrofilicos son
transportados por un mecanismo impulsado por una fuerza proton motriz ya que los péptidos son
transportados simporter con un proton. (Smid ef al, 1989). La secuencia de aminoacidos deducida
de la secuencia de nucleétidos de dfpT muestra muy poca similitud con otros transportadores
bacterianos, que pertenecen a la superfamila de transportadores ABC (ATP binding cassette). De
hecho DtpT pertenece a una nueva familia de transportadores de péptidos, llamada familia PRT, que
tiene contraparte solamente en células eucariotas (Steiner ef al 1995).
La estructura secundaria de DtpT es similar a la de los transportadores secundarios de proteinas que
utilizan la fuerza protéon motriz y consiste en 12 o hélices que atraviesan la membrana.
En un estudio exhaustivo realizado en el 2000 por Fang y colaboradores en Lactococcus lactis se le
asignaron las siguientes caracteristicas a DtpT:

i. La afinidad de los péptidos testeados varia de uM a mM.

ii. Un amino y carboxi terminal libres son importantes pero no suficientes para una alta afinidad

con DtpT

iii. Un grupo amino y una unién peptidica localizada en posicion o es importante para una

interaccion de alta afinidad.
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Péptidos con una union peptidica en trans interactian con mayor afinidad que aquellos que
estan en configuracion cis.

La mayor afinidad es observada con isomeros L-o. aminoacidos en el extremo amino y
carboxiterminal

Aminoacidos hidrofobicos localizados en 1a posicion 1 del dipéptido aumentan la afinidad
Aminoacidos cargados localizados en la posicion 2 del dipéptido disminuyen la afinidad.
Aminoacidos cargados localizados en la posicion 3 del tripéptido disminuyen la afinidad.

Los dipéptidos tienen mayor afinidad que sus analogos tripéptidos.

Los péptidos hidrofobicos presentan mayor afinidad que los hidrofilicos.

Péptidos cationicos, en la mayoria de los casos, tienen una menor actividad que sustratos
neutros o aniodnicos.

Aminoacidos libres o péptidos mayores a tres aminoacidos no son aceptados como sustratos.

5.2.3- Sistema de transporte de oligopéptidos (Opp)

El sistema de transporte de oligopéptidos de Lactococcus lactis (Opp) puede transportar péptidos
de hasta 18 residuos (Kunji ef a/, 1998). En base a estudios empleando inhibidores se concluyé
que este transportador es dependiente de ATP mas que de la fuerza protéon motriz. Los genes que
codifican este transportador fueron clonados y secuenciados y expresados funcionalmente en L.
lactis. Sobre la base de la secuencia ha sido clasificado como perteneciente a la familia de
transportadores ABC. Las cinco subunidades de este sistema de transporte incluyen, una proteina
que une péptidos (OppA), dos proteinas integrales de membrana (OppB y OppC) y dos proteinas
que unen ATP (OppD y OppF).

OppA actua como la proteina receptora que lleva los péptidos al complejo translocador a través
de la membrana. OppA puede unir péptidos de diferente tamafio y composicion con alta afinidad
(Tame et al, 1994)

OppB y OppC son proteinas hidrofoébicas con 6 dominios transmembrana en una configuracion
de a hélice. Por ultimo OppD y OppF acoplan la hidrélisis de ATP a cambios conformacionales

en OppB/C permitiendo el pasaje de péptidos a través de la membrana.

5.2.4- Sistema de transporte de di/tripéptidos (DtpP)

Mutantes defectivas en Opp y DtpT no pueden emplear di /tripéptidos hidrofilicos y

oligopéptidos, pero ain pueden utilizar un amplio rango de péptidos hidrofobicos. Esta
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observacion llevo al descubrimiento de un tercer sistema de transporte, designado DtpP (Foucad
et al, 1995). Estudios empleando inhibidores indicaron que este sistema es dependiente de la
hidrolisis de ATP, similar al descripto para Opp.
A partir del analisis del genoma completo de L. lactis 1L1403, Sanz y colaboradores (2001),
disefiaron cebadores que les permitieron encontrar en L. /actis MG1363, un operdn que codifica
para un putativo transportador de péptidos del tipo ABC. El analisis genético del mismo revelo6 la
presencia de 6 marcos de lectura abiertos, dppA, dppB, dppC, dppD, dppF y dppP (que se
encuentra interrumpido por un codén de terminacién prematuro) La proteina especificada por
dppA, designada DppA presenta homologia con las proteinas de union a péptidos de los sistemas
de transporte de di/tri y oligopéptidos. DppB y dppc, comparten homologia con proteinas
integrales de membrana de transportadores ABC. DppD y DppF presentan alta homologia con
proteinas que unen ATP, -especialmente con aquellas presentes en los sistemas de transporte de
péptidos.
DppA fue sobrexpresado y purificado en L. lactis AG500 y se realizaron ensayos bioquimicos
empleando la proteina pura (Sanz ef al/, 2000). De ese analisis se desprendieron las siguientes
caracteristicas
i. Alta afinidad por di y tripéptidos
ii. Requerimiento de un grupo a amino N terminal y una unioén peptidica a contigua al grupo
amino N terminal
ii. Estereoespecificidad por isomeros L
iv. Preferencia por dipéptidos conteniendo metionina o arginina y tripéptidos hidrofobicos
constituidos por leucina o valina.

Sin embargo, es importante destacar, que en un medio completo (como M17) DppA no es
detectado salvo en ausencia de los otros transportadores, indicando que cumpliria un rol

secundario en el transporte de péptidos en condiciones normales de crecimiento.

5.3- Peptidasas de bacterias lacticas

Luego de la hidrélisis de la caseina por PrtP los péptidos son transportados e hidrolizados en el
intracelular por un amplio conjunto de peptidasas. Presentamos un resumen de la peptidasas

identificadas hasta el momento y su especificidad.

5.3.1- Aminopeptidasas generales (PepN y PepC)
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Las aminopeptidasas generales son enzimas capaces de hidrolizar desde el extremo amino
terminal, di/tni y oligopéptidos en los cuales no se encuentran aminoacidos como prolina o acido
glutamico. Varias aminopeptidasas de este tipo han sido purificadas de diferentes cepas de
lactococos (Exterkate ef al, 1992; Mars y Monnet, 1995) y lactobacilos (Klein ef al, 1994,
Vesanto ef al, 1994). Las mejor caracterizadas son PepN y PepC. PepN es una metaloenzima

mientras que PepC es una cistein-aminopeptidasa.

5.3.2- Endopeptidasas (PepO y PepF)

Se identificaron dos endopeptidasas diferentes (PepO y PepF) en L. lactis subsp cremoris, siendo
ambas metaloenzimas. PepO hidroliza oligopéptidos como Met-encefalina (péptido presente en
la B caseina), pero no degrada caseina (Tan ef a/, 1991). PepF actia sobre péptidos que contienen
entre 7 y 17 residuos aminoacidicos con amplia especificidad, aunque no hidroliza Met-

encefalina (Monnet ef d/, 1994)

5.3.3- Glutamil aminopeptidasa (PepA)

En L. lactis se identifico una glutamil aminopeptidasa (PepA), que libera acido glutamico o

aspartico del extremo N terminal de di/tni y oligopéptidos (Exterkate y Veer, 1987)

5.3.4- Tripeptidasas (PepT)

PepT es una metaloenzima especifica que actiia sobre tripéptidos (Mierau ef al, 1994). Hidroliza

uniones del tipo X{XX salvo aquellos péptidos que contienen prolina en la segunda posicion.

5.3.5- Dipeptidasas (PepV)

Se han caracterizado dipeptidasas (PepV) a partir de L. lactis, Lb. bulgaricus, Lb. helveticus 'y L.
lactis subsp cremoris (Tan et al, 1995; Dudley ef al, 1996, Vongerichten ef al, 1994). La
especificidad de estas enzimas esta confinada a dipéptidos, con excepcion de aquellos que
contienen prolina , glutamato y aspartato. Presenta preferencia hacia residuos N terminales

hidrofébicos (Tan ef al, 1995). No es capaz de hidrolizar tri y oligopéptidos.

5.4- Peptidasas involucradas en la hidrélisis de péptidos que contienen prolina
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Las caseinas son proteinas con un elevado contenido de prolina (16,7% para la 3 caseina), por lo
tanto los productos generados por las proteinasas son ricos en este aminoacido (Visser ef al,
1991). Sin embargo, la mayoria de las peptidasas no son capaces de liberar aminoacidos cuando
prolina es el penultimo o el ultimo aminoacido. Para degradar péptidos ricos en prolina se
necesitan peptidasas especificas. En la tabla 1 se muestran las peptidasas especificas para

prolina, esquematizando el sitio de corte de cada una.

Tabla 1: Peptidasas especificas de prolina en bacterias lacticas

Enzima Nombre Sustrato
Prolidasa PepQ X{Pro
Aminopeptidasa P PepP X4 Pro-(X)n
X-prolil-dipeptidil-aminopeptidasa PepX X-Prod(X)n
Prolinasa PepR ProdX
Prolil-iminopeptidasa Pepl Prod X-(X)a

5.4.1-Aminopeptidasa (PepP)

Esta enzima es una metalopeptidasa y fue identificada en diferentes cepas de L. lactis subsp
cremorisy en L. lactis (Booth ef al, 1990a; Mars y Monnet, 1995)
PepP degrada exclusivamente oligopéptidos de hasta 10 residuos conteniendo secuencias X4 Pro-

Pro-(X)a 0 X4 Pro-(X).en el extremo N terminal.

5.4.2- Prolidasa (PepQ)

PepQ es una dipeptidasa que hidroliza dipéptidos que contienen prolina como segundo

aminoacido, es decir X-Pro dipéptidos (Stucky ef al, 1995)

5.4.3- Proliliminopeptidasa (Pepl) y prolinasa (PepR)

Por definicion, una proliliminopeptidasa reconoce tri y oligopéptidos que contienen secuencias
Pro-X en el extremo N terminal, mientras que PepR solo degrada Pro-X péptidos. Las
proliliminopeptidasas de varios organismos han sido caracterizadas (Atlan ef al, 1994; Gilbert et

al, 1994). Esta peptidasa puede aportar prolina libre en el intracelular.
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5.4.4- X-prolil-dipeptidil-aminopeptidasa (PepX)

Esta enzima hidroliza especificamente péptidos de la forma X-Pro{(X), liberando dipéptidos X-
Pro del extremo N terminal. Varios genes de pepX han sido clonados de diferentes bacterias

lacticas (Vesanto e al, 1995; Meyer-Barton ef al, 1993).

5.4.5- Carboxipeptidasas

Hasta ahora no han sido caracterizadas carboxipeptidasas en bacterias lacticas

5.5- Localizacion de las peptidasas

Aunque durante algun tiempo se generd una gran controversia con respecto a la localizacion de
las peptidasas, hoy es aceptado que son todas de localizacion intracelular. Muchos genes que
codifican para las peptidasas han sido secuenciados. El tamafio de la proteina, deducido de la
secuencia nucleotidica, se corresponde bien con el tamafio de la proteina obtenido a partir de
electroforesis en geles de poliacrilamida (Kiefer-Partsch e al, 1989). El extremo N terminal no
contiene péptido sefial y coincide exactamente con el determinado mediante secuenciacion de la
proteina pura (Atlan ef a/, 1994; Christensen ef al, 1995). Estos datos indican que la peptidasa no

se procesa y que la localizacion es intracelular.

5.6- El rol de las peptidasas en el desarrollo de aroma y sabor de productos licteos

Las bacterias lacticas termofilas, como L. helveticus y L. delbrueckii tienen un rol clave en los
pasos de acidificacion y protedlisis del queso. Una adecuada protedlisis es esencial para una
adecuada calidad del queso maduro. Las caseinas enteras son hidrolizadas por la proteasas
presentes en la leche (plasmina) y/o renet (quimosina y pepsina) en péptidos grandes y de
tamafos intermedios. Subsecuentemente, las proteinasas y peptidasas de los cultivos iniciadores
los hidrolizan en pequefios péptidos y aminoacidos, que son precursores de aroma (Deutsch ef al,
2000) Las enzimas que degradan péptidos conteniendo prolina son muy importantes en el
desarrollo de sabor. Mientras que dipéptidos que contienen prolina pueden dar sabor amargo al
producto, la prolina libre le da un sabor dulce al queso (Femandez-Espla et al/, 1997). En la
mayoria de las especies empleadas las enzimas intracelulares son liberadas luego de la lisis en el

cuajo, donde permanecen activas por varias semanas.
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Aunque los productos resultantes de la degradacion de las caseinas por la accion de las
proteinasas ya habian sido analizados in vifro usando enzimas purificadas de diferentes cepas de
L. lactis (Monnet et al, 1989, Reid ef al 1991) y de Lb. helveticus (Yamamoto ef al, 1993),
Deutsch y colaboradores en el 2000 analizaron y secuenciaron los productos de degradacion de
B- caseina obtenidos a partir de la proteoélisis de bacterias lacticas termofilas. Para ello emplearon
como sustrato un hidrolizado triptico/quimiotriptico de B- caseina purificado que fue sujeto a la
degradacion por proteasas y peptidasas de extractos de diferentes cepas en las condiciones
normales que ocurren durante la maduracion de quesos, a fin de mimificar las condiciones
durante la confeccion del alimento. Los péptidos obtenidos fueron secuenciados y de este modo
pudieron comparar las actividades de cada cepa, ya que como comentamos anteriormente los

pequeiios péptidos y aminoacidos son importantes precursores de aroma en los productos lacteos.

5.7- Regulacion de la expresion de los componentes del sistema proteolitico

Existen numerosos trabajos donde se describe el aislamiento y purificacion de distintos
componentes del sistema proteolitico (proteinasas y peptidasas), asi como la caracterizacion
bioquimica de las actividades correspondientes; sin embargo poco se conoce acerca de la regulacion
de estos componentes.

Los primeros trabajos se realizaron utilizando anticuerpos especificos para evaluar modificaciones
en los niveles de la proteinasa (PrtP) en diferentes condiciones de crecimiento (Hugenholtz ef al,
1984). Luego se emplearon diversos sustratos colorimétricos para medir la modificacion de diversas
actividades enzimaticas de los componentes de este sistema a fin de analizar posibles regulaciones a
nivel transcripcional (Meijer ef al, 1996).

En 1994, Platteeuw y colaboradores describen el uso de un vector para el analisis de promotores en
bacterias lacticas. Este vector (el pNZ272 y sus derivados) permite realizar una fusion
transcripcional al gen de la B-glucuronidasa de Escherichia coli (gusA) (sin su propio promotor) que
actua como un gen reportero, ya que su actividad puede medirse facilmente. Recordemos que la
mayoria de los vectores que se emplean en bacterias Gram positivas utilizan a la B-galactosidasa
(lacZ) como gen reportero y como muchas de las bacterias lacticas utilizan la lactosa como fuente
de carbono, poseen una actividad B-galactosidasa endogena por lo que no se pueden emplear este
tipo de construcciones. Empleando este vector se realizaron fusiones transcripcionales de los
promotores de los genes prtP y prtM pudiéndose estudiar la regulacion de la expresion de los

mismos a nivel transcripcional en L. /actis SK11 (Marugg ef al, 1995).
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Los genes, prtP y priM, se transcriben divergentemente, y ambas proteinas son necesarias para la
produccion de una serin-proteinasa activa. Este tipo de organizacién se mantiene en todas las cepas
analizadas.

Ya los primeros trabajos mencionados, indicaban que la produccién de la proteinasa era
dependiente de la composicion del medio. Los mayores niveles de produccion se encontraban en
leche, mientras que la produccion de la proteinasa era baja en medios de laboratorio, ricos en
péptidos y aminoacidos. El anilisis de los niveles de expresion empleando fusiones
transcripcionales indicaban, que la expresion desde ambos promotores en medios que contenian
bajos niveles de péptidos era alta, mientras que al aumentar la concentracion de los mismos, su
expresion se reprimia. Ademas ciertos péptidos especificos, como prolil-leucina (PL)o leucil-
prolina (LP) afectaban de manera negativa la expresion de esos genes. Estos resultados sugerian un
mecanismo regulatorio comun a ambos promotores. Un analisis por delecion de la region promotora
(Marugg et al, 1996) apuntaba a la existencia de una proteina represora comun que controlaba
negativamente el inicio de la transcripcion desde ambos promotores en presencia de
concentraciones elevadas de péptidos especificos en el medio de cultivo.

No fue sino hasta el 2001 que se encar6 el estudio de los componentes mas importantes del sistema
proteolitico en conjunto (Guédon er al, 2001a). La transcripcion de 16 genes codificando 12
peptidasas (pepC, pepN, pepX, pepP, pepA, pepF2, pepDA I, pepDA2, pepQ, pepT, pepM y pepO1),
Pl y PIII, dos proteinasas (prtPl y prip3) y tres sistemas de transporte (dip7, dipP y opp-pepO’F) de
L. lactis MG1363 fue analizada en respuesta a diferentes condiciones ambientales. La fusién de los
promotores al gen de la luciferasa, empleado como reportero, asi como el analisis del ARNm,
fueron empleados para estudiar el efecto de la fuente de carbono, temperatura de crecimiento y el
aporte de péptidos en la expresion de estos genes.

La represion de la transcripcion por fuentes de nitrogeno como casitona (un hidrolizado de caseina
que contiene un 80% de péptidos y un 20% de aminoacidos libres) fue particularmente significativa
(5 a 150 veces) para prtP1, pritP3, pepX, pepN, pepC y el operon opp-pepOl. Ain mas pepDA?2,
dipP y dipT estarian regulados por casitona. La actividad de sus promotores es comparable a la de
genes que se expresan en alto grado como aquellos que codifican para enzimas de la via glicolitica.
Mas aun, estudios funcionales sugieren que cumplen un rol importante en la utilizacion de proteinas
como fuente de carbono y energia. La proteinasa PrtP y el transportador Opp son esenciales para el
crecimiento en leche ya que estan involucrados en el primer paso de degradacion de la caseina y en
la incorporacién de los péptidos resuitantes hacia el interior de la célula. Aunque la inactivacion de

peptidasas individuales no suele disminuir el crecimiento en leche en forma drastica, la inactivacion
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de pepN, pepC y pepOl conduce una disminuciéon del crecimiento del 25, 10 y 9% respectivamente
y una combinacion de las mismas tiene un efecto drastico en el crecimiento (Mierau ef al, 1996).
Esto sugiere un rol crucial en el metabolismo de péptidos en la célula. Por ultimo, el crecimiento de
mutantes de pepX es claramente afectado cuando la caseina es la Gnica fuente de nitrogeno. PepN,
PepC y PepOl son las enzimas intracelulares mas importantes para la degradacion de oligopéptidos
provenientes de la degradacion de la caseina y PepX para péptidos que contienen prolina
(Christensen ef al, 1999).

En contraste el producto de los genes, pepF2, pepM, pepP y pepT parecen no estar involucrados en
la peptidolisis. Estos genes, asi como pepDA 1, pepA y pepQ, se expresan en bajos niveles y no son
modulados por la fuente de péptidos. Estos resultados sugieren que podrian no estar involucrados en
la utilizacién de una fuente de péptidos externa sino mas bien cumplir un rol en otros procesos
celulares.

La transcripcion de preP1, prtP3, pepX, pepN, pepC, pepDA2 y el operén opp-pepO1, que codifican
para los componentes principales del sistema proteolitico de L. lactis, es controlada por fuentes de
nitrégeno complejas contenidas en el medio M17 y casitona. Dado que la casitona es un hidrolizado
proteolitico de caseina, este resultado sugiere que la sefial para la regulacion es un péptido o una
mezcla de péptidos. Ademas de la casitona, los casaminoacidos reprimen la transcripcion de preP/,
priP3, pepN, pepC, y el operén opp-pepOl aunque aproximadamente diez veces menos que una
mezcla compleja de péptidos como la casitona. Mas aun, la adicion de péptidos individuales como
LP o PL en el medio, disminuyen los niveles de transcripcion de prtP3, pepN, pepC 'y opp-pepO1 al
mismo nivel que los casaaminoacidos. Para estos péptidos ya se habia reportado un efecto represor
en la transcripcion de prtP3 de aproximadamente 10 veces y una disminucién en la actividad
enzimatica de pepN y pepX de 1,7 y 1,5 veces respectivamente (Marugg ef al, 1995; Meijer et al
1996). Sin embargo, 1a expresion de PepX podria estar regulada de manera diferente, ya que en las
condiciones testeadas utilizando la fusion /ux, la expresion de pepX es regulada por casitona pero no
por los dipéptidos LP o PL.

La naturaleza de la sefial represora de la expresion de los genes es compleja. La adicion de
casaminoacidos o dipéptidos especificos no tiene el efecto represor completo obtenido con la
casitona, esto sugiere que otros péptidos de la casitona pueden ser mas activos o que se requiere una
mezcla de péptidos. Es interesante mencionar que el/los factor/es represores presentes en la casitona
son utilizados metabolicamente por L. lactis, ya que la duracion del efecto represor se correlaciona

con la cantidad de casitona adicionada al medio.
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5.7.1- Identificacion de la seiial y del represor en Lactococcus lactis

Con el fin de identificar la sefial para la represion de la expresion de varios genes del sistema
proteolitico y el posible regulador Guédon ef al (2001b), construyeron diversas mutantes y
analizaron la expresion de las fusiones /ux en diferentes condiciones de crecimiento.

En primer lugar analizaron la expresion de la fusion PoppA-lux por la adicion de 67 péptidos
agregados individualmente y los clasificaron en péptidos regulatorios (grado de represién de 5 a 10

veces) y péptidos inactivos (de 1 a 1,5 veces). Los 36 péptidos regulatorios contenian al menos uno

de los tres aminoacidos de cadena lateral ramificada (AAsC-LR), I (Isoleucina), L (Leucina) y V
(Valina). Ninguno de los péptidos inactivos contenia AAsC-LR.

Luego encontraron que la incorporacién de los péptidos era necesaria para reprimir la transcripcion.

Mutantes del transportador de péptidos DtpT (corroboradas ya que no crecian cuando un
aminoacido era depletado del medio y reemplazado por un péptido que lo proveia), perdian la
represion de la expresion de la fusion Popp-lux durante el crecimiento en presencia de ese péptido.

El clivaje de los dipéptidos era necesario para la represion de la transcripcion. Si utilizaban LP o VP

como péptido represor, este efecto desaparecia en una mutante pepQ) (recordar que PepQ hidroliza
dipéptidos del tipo X-Pro) indicando que la sefial represora dependia de la hidrélisis del péptido en
el citoplasma de la célula).

Por ultimo para determinar si la sefial regulatoria eran los AAsC-LR o productos de su catabolismo,
se midi6 la expresion del operon en una mutante incapaz de catabolizar AAsC-LR que lleva a la
acumulacion de los mismos en el citoplasma. La represion por péptidos individuales no se perdid en

esta mutante indicando que la sefial no era un producto del catabolismo de AAsC-LR. Cabe destacar

que en la mutante en presencia o ausencia de péptidos regulatorios el grado de represion fue mayor
a cinco veces, sugiriendo que la acumulacion de AAsC-LR era responsable del alto grado de
represion observado. Por lo tanto la sefial podria ser el nivel intracelular de AAsC-LR o un producto

del metabolismo secundario que depende de la disponibilidad de estos aminoacidos en la célula.

Para identificar a los factores genéticos involucrados en la represion de la expresion de los genes
mencionados, se realiz6 una mutagénesis al azar y se seleccionaron aquellos clones que perdian la
represion por péptidos. De las 42 mutantes encontradas 13 poseian inserciones en el mismo gen. El
analisis de la secuencia reveld que este marco de lectura codificaba un péptido de 262 aminoacidos
que comparte un 48% identidad con CodY de Bacillus subtilis y con varios productos génicos

putativos de genomas parcialmente secuenciados de bacterias Gram-positivas. Como era de esperar
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la represion ejercida por péptidos individuales en la expresion de la fusion Popp-lux se perdio por

completo en la mutante codY.

En B subtilis CodY fue inicialmente identificado como el represor del operon de la permeasa de
dipéptidos (dpp) y se vio que este regulador estaba involucrado en la represion nutricional de varios
genes (Slack ef al, 1995; Serror y Sonenshein, 1996; Mirel ef al, 2000). En L. lactis CodY regula al
menos tres unidades transcripcionales (pepN, pepC 'y el operon opp-pepOlr) indicando que CodY es
un regulador pleiotropico. Es probable que la regulacion de los otros genes regulados por péptidos,
como priP, pepDA2 y pepX dependa también de CodY.

La proteina CodY esta presente en varias bacterias Gram positivas. En B subtilis, media la represion
por casaminoacidos de una d;)‘cena de unidades transcripcionales (Ratnayake-Lecamwasam ef al,
2001) y puede unirse, in vitro, a los promotores de dpp, srfA, comK y hut. Aunque en L. lactis no se
puede excluir un efecto indirecto de CodY en la transcripcion de opp-pepQ, si el modelo de
regulacion propuesto en B subltilis es valido para L. lactis, CodY reprimiria de manera directa la
transcripcion de opp-pepO1 en respuesta a una sefial dependiente de péptidos.

Aunque la pérdida de la represion por péptidos individuales en la mutante codY es completa, aun *
existe un pequeiio grado de represion cuando se miden las actividades en un medio completo como
M17, no se puede excluir la posibilidad de que las fuentes ricas en péptidos contengan otros
nutrientes, ademas de péptidos y aminoacidos, que puedan afectar la expresion independientemente
de CodY. Como ya se comento, la expresion de opp-pepO! se reprime 10 veces mas por casitona
que por péptidos individuales, sugiriendo que su expresion podia estar regulada por al menos un
mecanismo adicional, como todos los genes de B subtilis controlados por CodY (Mirell ef al, 2000).
La represion mediada por CodY seria independiente de la respuesta estricta. En B subtilis la
respuesta estricta no es esencial para la desrepresion de la expresion de dpp, un gen regulado por
CodY y ademas se ha demostrado que CodY puede interactuar con GTP in vitro, sugiriendo que la
represion nutricional por aminoacidos es mediada via el pool intracelular de GTP (Ratnayake-
Lecamwasam ef al, 2001). Es probable que CodY de L. lactis también pueda unir GTP, pero la
conexion entre los niveles de GTP y de AAsC-LR intracelulares ain no se conoce.

A modo de resumen, un modelo de regulacion propuesto para el regulén CodY de L. lactis, a partir
de los datos disponibles hasta este momento, seria (Figura 2)

Los productos claves involucrados en los pasos iniciales de la degradacion de proteinas como fuente
de nitrégeno, la proteinasa PrtP, el transportador Opp, y las peptidasas PepN, PepC y PepOl

(aminopeptidasas generales y una endopeptidasa) pertenecen al regulon CodY. La expresion de

18



Introduccién Partel. Bacterias Ldcticas y Sistema proteolitico.

estos genes coregulados es reprimida por CodY en respuesta al pool intracelular de aminoacidos de
cadena lateral ramificada. Luego de la degradacion de las proteinas y asimilacion de péptidos, la
disponibilidad de aminoacidos no seria limitante en la célula y CodY reprimiria funciones cuya
expresion ya no seria necesaria a altos niveles.

Independientemente de la respuesta estricta, el pool intracelular de AAsC-LR seria un sensor de la
disponibilidad de aminoacidos a través del represor CodY que conduciria a la represion de los genes

involucrados en la protedlisis.

Figura 2: Modelo de regulacion por péptidos via CodY

En L. lactis los genes que codifican enzimas importantes involucradas en la utilizacién de péptidos (Opp,PepN, PepC y
PepO1) son parte del regulén CodY. Las lincas llenas representan la represion transcripcional de cstos genes por codY.
La represion putativa de PriP, PepX y PepDA2 estd simbolizada por lineas punteadas. También se incluye, como ¢l pool
de AAsSC-LR controla directa o indirectamente la actividad de CodY. Por ultimo el pool de GTP cs influenciado por
varias vias metabdlicas, incluyendo la respucsta estricta, que puede ser inducida por un arresto en la sintesis de
proteinas (lincas griscs).
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2. Respuestas a estrés en Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las bacterias lacticas constituyen un grupo heterogéneo de bacterias que pueden ser encontradas en
diversos ambientes desde el cuerpo humano y animal hasta plantas. Estas bacterias han sido
empleadas desde larga data en la produccion de alimentos fermentados derivados de animales
(leche, carne, pescado, etc.) o plantas (vegetales, vino, aceitunas, etc.). La industrializacion de las
bio-transformaciones de alimentos aumenté la importancia econémica de las BAL. Aunque las
BAL son consideradas un ingrediente de bajo costo en los procesos alimentarios, juegan un rol
fundamental en el desarrollo.de las caracteristicas organolépticas e higiénicas de los productos
fermentados. Por este motivo, la fidelidad de los cultivos iniciadores en términos de calidad y
propiedades funcionales (importantes para el desarrollo de aroma y textura), pero también en
términos de optimizacion del crecimiento y robustez de los mismos, se ha vuelto esencial para
obtener un proceso fermentativo exitoso (Guchte et al, 2002).

Asi, diferentes cepas de BAL, fueron seleccionadas por resistencia a bacteriéfagos, por un rapido
crecimiento y acidificacion, por sus propiedades proteoliticas, por su resistencia a bacteriocinas,
etc.. Sin embargo, estas cepas deben resistir también a las condiciones adversas encontradas en los
procesos industriales, por ejemplo durante el manipuleo y almacenamiento de los cultivos
iniciadores (liofilizacion, congelado, secado). El desarrollo de nuevas aplicaciones como vacunas
vivas (Mercenier ef al, 2000) y alimentos probioticos (Schiffrin et al, 2001) reafirma la necesidad
de cepas robustas, ya que deben sobrevivir al tracto digestivo, resistir la flora intestinal,
eventualmente colonizar la mucosa digestiva o uro-genital y expresar funciones especificas en
condiciones desfavorables (por ejemplo durante la fase estacionaria, o el almacenamiento). Excepto
para las cepas probioticas donde la alta tolerancia a sales biliares ha sido empleada como un criterio
de seleccion, las BAL raramente han sido seleccionadas por su resistencia a algun tipo de estrés.

Sin embargo, las bacterias no solo son sometidas a cambios ambientales que potencialmente pueden
someterlas a estrés durante los procesos industriales. En la naturaleza se enfrentan a cambios
drasticos, y es esencial para su supervivencia, la capacidad de responder rapidamente frente a los
mismos.

Las BAL, como cualquier bacteria, poseen sistemas que le permiten sensar las sefiales de estrés y
soportar condiciones drasticas y cambios ambientales repentinos. En teoria, un microorganismo
podria tener reguladores especificos para cada una de sus funciones y adaptar su expresion de
acuerdo a sus necesidades, pero esto representaria un enorme gasto energético. En realidad, los

reguladores, generalmente controlan varios genes y a veces controlan también a otros reguladores

20



Introduccién Parte II. Respuestas a estrés en BAL

(Van Bogelen ef al, 1999). Las respuestas a estrés son un buen ejemplo de estos sistemas de
regulacion integrados, pues dependen de la expresion coordinada de genes que alteran diferentes
procesos celulares (division celular, metabolismo de ADN, funciones de mantenimiento,
composicion de la membrana, transporte, etc.) y actian en conjunto para mejorar la tolerancia de la
bacteria a estrés. Algunas de estas modificaciones son comunes a varios tipos de estrés mientras
otras son especificas del mismo. Esto tiene como consecuencia que un primer estrés despierte las
respuestas generales que permitan a la bacteria soportar un segundo tipo de estrés con un dafio
menor.

El tamafio de los genomas de las BAL es relativamente pequefio, lo cual es consistente con sus
simples capacidades metabolicas. El genoma de Lactococcus lactis 1L1403 contiene 2365589 pares
de bases que codifican 2310 proteinas (Bolotin ef a/, 2001). Esto es aproximadamente la mitad del
tamafio de Escherichia coli. y de Bacillus subtilis. Aunque es importante destacar que en este
ultimo microorganismo se vio, en un estudio reciente, que de los aproximadamente 4100 genes solo
271 serian indispensables (Kobayashi et al, 2003). De las 2310 proteinas de Lacfococcus lactis, 138
serian potenciales reguladores, la mitad de ellas clasificadas por su similitud con familias de
proteinas conocidas. Muchos de estos reguladores tienen un rol directo como reguladores
transcripcionales, mientras que otros tienen funciones menos definidas en la regulacion
transcripcional o tienen funciones mas generales en el ciclo de vida, como la familia de proteinas
que unen GTP. Una comparacién de los reguladores de L. /actis con los de B. subtilis revela algunas
diferencias claras, probablemente relacionadas con las diferencias ambientales que ambos
microorganismos deben enfrentar. Por ejemplo, hay solo 3 factores o en L. lactis, mientras que hay
18 en B. subtilis (Bolotin et al, 2001). Durante el crecimiento exponencial el factor sigma RpoD
permite la unién de la ARN polimerasa y el inicio de la transcripcion de los llamados “promotores
vegetativos”. Este factor sima en L. lactis puede ser reemplazado por dos factores sigma
alternativos, ComX y SigX. La funciéon de ComX seria inducir genes de competencia, mientras que
a SigX no se le ha podido asignar una funcion a partir del anélisis de la secuencia (Bolotin ef al,
1999, 2001). Mas atn L. lactis posee 8 sistemas de dos componentes contra 34 presentes en B.
subtilis. Ambos tipos de reguladores estan usualmente involucrados en la activacion de grupos de
genes en respuesta a cambios en las condiciones ambientales (Guédon et al, 2001c¢).

L. lactis puede servir como un organismo modelo de minimismo fisiolégico Esta adaptado a un
modo de vida heterotréfico mientras tiene solo partes rudimentarias de varias vias biosintéticas. A

pesar de su simplicidad ha adquirido una increible variedad de mecanismos de adaptacion y
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supervivencia para convivir y sobrevivir en ambientes continuamente cambiantes y hostiles
(Konings, 2002).

2.1. La respuesta a estrés osmoético en Bacterias Lacticas, Lactococcus lactis y Lactobacillus
plantarum

En su habitat natural, los microorganismos son frecuentemente expuestos a variaciones de la
presion osmotica del medio ambiente. La membrana plasmaética de las bacterias es permeable al
agua pero constituye una barrera eficaz contra el pasaje de la mayoria de los solutos del medio y los
metabolitos presentes en el citoplasma.

Un aumento brusco de la osmolaridad del medio externo, provoca un rapido eflujo de agua hacia el
exterior de la célula, que en consecuencia provoca una disminucién de la presion de turgencia, una
variacion de la concentracion citoplasmatica de solutos y un cambio del volumen celular
(plasmolisis, en los casos extremos). A la inversa, un choque hipot6nico provoca la entrada de agua
en la célula, un aumento del volumen celular y de la presion de turgencia. Los dos tipos de
variaciones osmoticas resultan deletéreas para las bacterias, por eso poseen sistemas de transporte
y/o de sintesis de osmoprotectores o solutos compatibles que aseguran el mantenimiento de la
homeostasis por su acumulacion en el citoplasma o su expulsion dependiendo del tipo de estrés
osmotico (Csonka et al, 1989). Los solutos compatibles son compuestos organicos que pueden ser
acumulados a altas concentraciones en el citoplasma sin interferir con los procesos celulares. De
hecho, varios solutos compatibles son capaces de estabilizar la estructura de enzimas y otras
macromoléculas. La estabilizacion de la estructura nativa de la proteina involucra una exclusiéon
preferencial de los solutos compatibles de la superficie de la proteina. La exclusion preferencial
implica que la interaccion entre las proteinas y los solutos compatibles es termodindmicamente no
favorable. Como una superficie mayor de la proteina es expuesta en la forma desnaturalizada que en
el estado nativo, la diferencia de energia libre para la transferencia del agua a la solucion del soluto
compatible es mayor para la proteina desnaturalizada. Este alto valor de energia de Gibbs positivo,
hace que en presencia de solutos compatibles, la proteina sea termodindmicamente maés estable en
su estado nativo que desnaturalizada (Poolman ef al, 2002).

El espectro de solutos compatibles identificados comprende, aminoacidos (prolina, glutamato),

derivados de aminoacidos (ectoina, prolinbetaina), pequefios péptidos (N-acetilglutaminilglutamin-
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amida), metilaminas (glicin-betaina, carnitina), ésteres de sulfato (colina-O-sulfato), polioles
(glicerol), azicares (trehalosa, sacarosa). Los mas empleados en el mundo microbiano son glicin-

betaina, ectoina, prolina y trehalosa (Bacterial Stress Responses, 2000). (Figura 3).

Figura 3: Principales osmoprotectores empleados por bacterias
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En su ambiente natural, las bacterias lacticas son sometidas a fuertes cambios en la concentracion
de osmolitos en el medio, causados por ejemplo, por la desecacion. Y en términos de su empleo en
procesos fermentativos industriales, por ejemplo, durante la salazoén en la fabricacion de quesos
(Romeo et al, 2001)

2.1.1. Respuesta fisiolégica

Un aumento de la concentracion de sal en el medio externo provoca un detenimiento del
crecimiento de las bacterias. Asi el crecimiento de L. lactis en un medio con 2,5% NaCl (0,42M)
(concentracion aproximada que se encuentra en ciertos quesos) reduce el crecimiento entre un 25 y
un 50% comparado con el crecimiento a una presion osmética normal (Kilstrup er al, 1997).

En bacterias Gram negativas como E.coli y S.typhimurium, la respuesta inicial a un aumento de la
presion osmética del medio consiste en una acumulacién de iones K* en el citoplasma a través de
dos transportadores Trk y Kdp (Laimins ef al, 1981; Scholosser ef al, 1995). A fin de mantener la
electroneutralidad del medio intracelular, esta acumulacion es acompaiiada por la sintesis de novo
de glutamato. El glutamato de potasio es progresivamente reemplazado por compuestos mas
compatibles con los procesos fisiologicos de la célula, principalmente la glicin-betaina (Dinnbier e#
al, 1988). Ciertas bacterias pueden sintetizar esta molécula por metilacion de la glicina o por

oxidacion de colina. Ademas, estos microorganismos, poseen un sistema de transporte que permite
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una importacion rapida y masiva de compuestos del medio, el mas importante es ProU, un sistema
que tiene alta afinidad por la glicin-betaina y también transporta prolina (Cairney ef al, 1985).

En Bacillus subtilis un aumento en la osmolaridad externa, provoca también un flujo de potasio
hacia el interior celular (Whatmore ef al, 1990). La incorporacién de potasio esta mediada por dos
sistemas de transporte, uno de alta afinidad (KtrAB) y otro de baja afinidad (KtrCD). A pesar de la
importancia de este ion en la respuesta a corto plazo, altas concentraciones del mismo podrian
interferir con las funciones normales de las células. Por lo tanto éstas acumulan gran cantidad de
una variedad de compuestos organicos reduciendo la concentracién del ion potasio en el intracelular
(Blount y Moe, 1999). B. subtilis es capaz de sintetizar prolina como osmoprotector en condiciones
de estrés osmético (Kempf y Bremer, 1998) y ademas si ésta se encuentra en el medio puede
transportarla a través de un transportador especifico OpuE (von Blohn et al, 1997). B. subtilis
también puede sintetizar Glicin-betaina a partir de colina que es transportada desde el medio a
través de OpuB y OpuC (Boch er al, 1994). Ademas la gran variedad de habitats en los que se
encuentra B. sublilis ofrece una amplia gama de solutos compatibles que son producidos y liberados
al ecosistema.

En las bacterias lacticas, la respuesta difiere a la de bacterias Gram negativas y a la de B. sublilis.
En efecto, el citoplasma de las bacterias lacticas presenta en condiciones normales de cultivo una
concentracion de potasio elevada, asi como un pool elevado de aminoacidos, siendo abundante el
glutamato (Glaasker et al, 1996a, Glaasker ef al, 1998a).

En respuesta a un estrés hiperosmotico, estas bacterias no acumulan potasio o sodio a niveles mas
altos a los ya existentes en la célula no estresada.

Glaasker y colaboradores (1996a) determinaron la concentracion de varios solutos compatibles en
Lb. plantarum crecido en presencia o ausencia de 0,8M KCl. Mostraron que principalmente los
aminoacidos prolina y glutamato se acumulan en las células crecidas en un medio hiperosmético.
Como muchas otras bacterias, Lb. plantarum acumula preferencialmente glicin-betaina cuando esta
presente en el medio. En ese caso, los niveles de prolina y glutamato son mucho menores que en
ausencia de glicin-betaina. Mientras que la incorporacion de prolina y glicin-betaina es activada por

un choque hiperosmético, no se observa una activacion de la incorporacion del glutamato.

A diferencia de las Enterobacterias y de B. sublilis, las bacterias lacticas no presentan las vias
biosinteticas para la sintesis de solutos compatibles. Lb. plantarum no es capaz de sintetizar glicin-
betaina, y su rapida acumulacion depende exclusivamente de su transporte desde el medio

extracelular.
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Lb. plantarum posee un sistema de transporte de alta afinidad para glicin-betaina (Km= 18uM) y
carnitina y de baja afinidad para la prolina (Km= 950uM), denominado QacT (transportador de
compuestos de amonio cuaternarios) (Glaasker ef a/, 1998b).

Un aumento del transporte de glicin-betaina a través de QacT se observa luego de someter a Lb.
plantarum a un choque hiperténico. Cuando la osmolaridad del medio disminuye subitamente
(choque hipoosmético) estos compuestos deben ser liberados de la célula. Esto sucede debido a la
apertura de canales (canales mecanosensitivos) en la membrana citoplasmatica, a través de los
cuales los osmolitos pueden salir rapidamente (Glaasker et al, 1996a; .Glaasker et al, 1998b).

Los estudios en L. lactis demostraron la existencia de un operén que codifica para un sistema de
transporte con alta afinidad para glicin-betaina, llamado BusA u OpuA, cuya expresion aumenta
significativamente después de ~un choque hiperténico (Bouvier et al, 2000). OpuA de L. lactis
pertenece a la familia de transportadores de tipo ABC. En E coli el transportador de tipo ABC,
ProU, estd localizado a nivel de la envoltura y estd compuesto de tres proteinas: una proteina
citoplasmatica que hidroliza ATP (ProV), una proteina de membrana o permeasa (ProW) que
permite el pasaje de la glicin-betaina y un polipéptido periplasmico que une el sustrato (ProX) (May
et al, 1989).

Aunque en L. lactis el analisis de la secuencia del operdn indica que pertenece a la familia de
transportadores ABC, revela una organizacion diferente. En efecto, el operon opuA esté constituido
por dos genes. El primero, opuAA codifica una ATPasa homoéloga a ProV. El segundo, opudBC
codifica una proteina homéloga a ProW en su extremo N terminal y a ProX en su parte C terminal.
Asi la permeasa OpuAB y la proteina de unién a sustrato OpuAC se encuentran fusionadas

formando una proteina hibrida que une y transporta a la glicin-betaina (Obis et al, 1999).

2.1.2. Regulacion genética

En respuesta a las variaciones osméticas las bacterias han desarrollado sistemas de defensa eficaces
que se basan esencialmente en la acumulacion de solutos compatibles dentro del citoplasma. La
activacion de estos sistemas necesita que las células perciban las variaciones de la osmolaridad del
ambiente y que esa informacion se convierta en una sefial que desencadene una respuesta a nivel
molecular. La primera parte de la respuesta, la percepcion de la sefial osmética, no esta totalmente
comprendida.

En L. lactis, el sistema de dos componentes KinD/LIrD pareceria estar involucrado en la respuesta

a estrés osmotico o salino. El analisis de mutantes para KinD sugiere que esta proteina es
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imprescindible para el crecimiento /o supervivencia ya que a pesar de numerosos intentos no
pudieron obtenerse mutantes con ese gen inactivado (O’Connell-Motherway ef al, 2000). Trabajos
recientes han asignado un papel importante a la interaccion de los transportadores de membrana con
los lipidos en el osmosensado (ver mas adelante) (Poolman ef al, 2002).

Con respecto a la segunda etapa (la activacion de funciones), la regulaciéon de los genes que
codifican ProU de E coli es el ejemplo mas estudiado. No ha sido identificado un regulador
especifico de proU y se ha propuesto que probablemente sea parte de un mecanismo mas global.
Los resultados obtenidos a partir de sistemas reconstituidos in vifro sugieren que el glutamato de
potasio estimularia la expresiSn de ProU no por un aumento de la presién osmética del medio, sino
por una interaccion directa de los iones K* (Prince ef al, 1990; Ramirez ef al, 1989). También
existen trabajos en los que se ha demostrado que las variaciones en el grado de superenrollamiento
del ADN en funcion de la concentracion salina jugarian un rol en la activacién transcripcional de
proU (Higgins ef al, 1988).

En Lb. plantarum la expresion del sistema de transporte QacT es semiconstitutiva e independiente
de las condiciones de osmolaridad (Glaasker e al 1998b). La regulacién osmoética de este
transportador estd dada por un aumento en la actividad del transportador y no por el aumento de su
expresion.

A diferencia de lo observado en Lbd. plantarum, 1a incorporacién de glicin-betaina en L. lactis es
sujeta a osmorregulacion en dos niveles: expresion génica y actividad del transportador (Bouvier ef
al, 2000; Van der Heide ef al, 2001). La transcripcion del operén opuA es inducida por un aumento
de la salinidad del medio. Esto sugiere la existencia de una o mas proteinas capaces de controlar
especificamente la expresion de los componentes del transportador en funcién de la osmolaridad del
medio. La busqueda de posibles reguladores de opud, permitié poner en evidencia la existencia de
una proteina denominada OpuR, capaz de reprimir especificamente la expresion de opud (Romeo et
al, 2002). Una mutante del gen gpuR presenta una expresién aumentada de opud y practicamente
constitutiva independientemente de la osmolaridad del medio. El estudio de la secuencia
aminoacidica de OpuR indica que posee un dominio homélogo a los transportadores putativos de
K*. Por lo que ésta proteina podria ser sensible a la concentracion de K* del citoplasma y reprimir o
no la expresion de opuA en funcion de ese parametro.

El transportador OpuA no solo actia como osmorregulador, sino también como osmosensor.
Actualmente se cree que un cambio en la fuerza iénica intracelular sirve como sefial primaria para
la activacion de los transportadores y kinasas sensoras. En el caso de OpuA la sefial es transducida

al complejo proteico a través de alteraciones en la interaccion lipido proteina mas que por el
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sensado directo de la fuerza ionica por la proteina (Van der Heide ef al, 2001; Poolman ef al, 2002).
Las variaciones en la composicion de acidos grasos luego del crecimiento en un medio con alta

osmolaridad (Guillot ef al, 2000) podrian afectar también el transporte.

2.2. Identificacion de otras funciones involucrados en la respuesta osmética en Lactococcus
lactis

Kilstrup y colaboradores (1997) emplearon electroforesis en dos dimensiones para identificar
proteinas inducidas luego de un choque hiperosmoético en L. Jactis. Encontraron que la mayoria de
las proteinas eran inducidas luego de un estrés con sal o con calor, aunque los grados de induccion
variaban. Dentro de las proteinas identificadas estaban las proteinas generales de estrés GroES,
GroEL, y DnaK. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la induccion de una proteina de
membrana como OpuA probablemente no haya sido detectada debido a las limitaciones inherentes a
la técnica. Otras dos proteinas asociadas a membrana, la proteasa FtsH (Nilsson ef al, 1994) y la
proteasa extracelular de mantenimiento, HtrA (Foucaud ef al, 2002), también han sido descriptas
con algun efecto en relacion a la resistencia al estrés osmoético. Mutantes de estas proteasas
mostraron una sensibilidad aumentada al estrés por NaCl y la transcripcion de hird es

transientemente inducida bajo un estrés salino.

Ademas de los efectos sobre la tasa de crecimiento y de la composicién de los acidos grasos de
membrana, la osmolaridad del medio afecta la produccion de exopolisacarido (Liu ef al, 1998) y de

bacteriocinas (Uguen ef al, 1999).

2.3. Modificaciones en el grado de superenrollamiento del ADN en respuesta a estrés

Todos los organismos vivientes poseen multiples mecanismos de defensa contra los cambios
ambientales. Durante la adaptacion de las bacterias a distintos tipos de estrés, ocurren cambios
rapidos en la expresion de genes. Dado que el superenrollamiento del ADN varia en respuesta al
ambiente y este superenrollamiento puede influir en la separacion de las cadenas del ADN, y por lo
tanto en varios procesos vitales para la célula, incluyendo la transcripcion; el superenrollamiento
podria servir como un mecanismo modulador a través del cual la expresion de muchos genes puede

ser influenciada por el ambiente.
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En el 2003, Rui y Tse-Dinh, revisaron la relacion entre la topologia del ADN y un numero de
condiciones de estrés ambientales, incluyendo alta temperatura, estrés oxidativo y pH extremo. Y
aunque en muchos casos cambios en el superenrollamiento del ADN estan relacionados a la
supervivencia en diversas condiciones de estrés, el mecanismo involucrado no puede generalizarse
y es propio de cada microorganismo y el tipo de estrés al que se enfrenta.

La actividad de la ADN girasa y la topoisomerasa I son fundamentales para determinar el grado de
superenrollamiento del ADN bacteriano. Las ADN topoisomerasas son enzimas que pueden alterar
el estado topolégico del ADN y por lo tanto cumplen un papel importante en la replicacion,
transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN. El ADN en las bacterias es mantenido en
estado superenrollado negativamente. Cambios en el superenrollamiento provocados por
mutaciones en la topoisomerasa pueden influir en la transcripcion y en la expresion de un gran
numero de genes (Steck ef al, 1993).

La ADN girasa, codificada por los genes gyr4 y gyrB, es una enzima tetramérica dependiente de
ATP capaz de convertir el ADN relajado en superenrollado negativamente a expensas de la energia
proveniente de la hidrolisis de ATP. La pérdida de esta actividad en las bacterias resulta en un
fenotipo letal. La ADN girasa es sensible a drogas quinolonas, como la cumarmicina y la
novobiocina, que inhiben la actividad ATPasa de la girasa y conducen a una disminucién del
superenrollamiento negativo del ADN.

La topoisomerasa I, codificada por el gen fop4, es una enzima monomérica que relaja al ADN
superenrollado negativamente a través de un mecanismo independiente de ATP. Las mutantes de £
coli que han perdido completamente la actividad topoisomerasa I solamente pueden ser aisladas en
presencia de mutaciones compensatorias, usualmente en los genes y gyrB. La pérdida parcial de la

actividad de la topoisomerasa I resulta en un aumento del superenrollamiento negativo del ADN.

Esta bien establecido que la funcién de un promotor, tanto in vivo como in vitro pede ser
influenciada por el grado de superenrollamiento presente en el ADN templado (Steck ef al 1993).
Aunque en general el “melting” de la secuencia promotora es favorecido por el superenrollamiento
negativo del ADN, promotores de secuencias distintas responden a los cambios en el
superenrollamiento de diferente manera y no existe una regla general. Por ejemplo, ciertos
promotores se ven fuertemente afectados por cambios en el grado de superenrollamiento
provocados por mutaciones de fopA4 o inhibidores de la girasa, mientras que otros promotores no se

ven afectados por el mismo tratamiento (Gmuender ef al, 2001). El nivel del inicio de la
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transcripcion de un gen que responde a una condiciéon de estrés debe ser sensible al grado de

superenrollamiento alrededor de la secuencia promotora.

Higgins y colaboradores (1988) describieron, que cambios en al osmolaridad del medio de cultivo
alteran el grado de superenrollamiento del ADN en Salmonella typhimurium y en E coli; estos
cambios serian responsables de la induccién especifica de al menos un locus genético, proU, que
codifica para un transportador de glicin- betaina, y juega un papel fundamental en la adaptacion en
alta osmolaridad.

En B. subtilis, el ADN extraido de células crecidas en un medio hiperosmoético presenta un mayor
grado de superenrollamiento f;egativo que el de células crecidas en un medio normal (Alice et al,
1997). Mas ain, el agregado de novobiocina (que impide el aumento en el grado de
superenrollamiento) en concentraciones subletales al medio hiperosmético inhibe el crecimiento de
la bacteria en esa condicion. Estos resultados, apuntan a que este microorganismo requiere un ADN

altamente superenrollado negativamente para enfrentar el estrés osmoético que involucra la actividad
de la ADN girasa.
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3. Modificaciones de la envoltura bacteriana durante el crecimiento en alta sal.

Los Lactobacillus se emplean en formulaciones probidticas con importantes beneficios para la salud
humana y se ha avanzado en el desarrollo de vacunas orales empleando a estos microorganismos
como vehiculos (Pouwels ef al, 2000). Desde el punto de vista de la seleccion de cepas para el
desarrollo de formulaciones probidticas, deben ser consideradas caracteristicas como
hidrofobicidad, resistencia a barreras bioldgicas como lisozima (cavidad bucal e intestino) y acidos
(Pelletier ef al. 1997). El intéstino, presenta una alta osmolaridad (aproximadamente 0.3M NaCl)
que puede resultar en modificaciones in vivo. La tecnologia recombinante, que emplea a los
lactobacilos como vehiculos de presentacion de antigenos para la produccién de vacunas orales,
requiere de una eficiente liberacion de los antigenos en ellos expresados (Pouwels ef al, 2000). Por
otro lado, en el caso de alimentos fermentados disminuir los tiempos de maduracion por adicion de
enzimas proteoliticas puras a fin de acelerar la protedlisis como en los quesos (Sanz y Toldra 1997) y
favorecer la liberacion de endopeptidasas por lisis del cultivo iniciador es de uso corriente (Meijer et
al, 1998; Ruyter et al, 1997). La liberacion de peptidasas intracelulares en productos fermentados
acelera los pasos de la maduracion y favorece la produccion de sabor evitando el amargor. En
ambas tecnologias las caracteristicas requeridas estan relacionadas con constituyentes de las

envolturas de las bacterias acido lacticas e involucran un estrés osmotico

3.1. Envoltura bacteriana

La envoltura celular de las bacterias Gram positivas consiste en una estructura multilaminar en la
cual se encuentra la membrana plasmatica y la pared celular.

La biogénesis de las envolturas es uno de los procesos biologicos fundamentales durante el
crecimiento de los microorganismos, no obstante se sabe muy poco acerca de los mecanismos
involucrados. A pesar de ello, es evidente que el ensamblaje de los componentes de las envolturas
se produce sobre un templado provisto tanto por los lipidos y las proteinas de la membrana
plasmatica como por el peptidoglicano de la pared. Por lo tanto el ensamblaje de la envoltura
celular no se lleva a cabo debido a una formaciéon de novo, sino a la extensiéon a partir de la
insercion de diversos componentes sobre un molde preexistente en la célula. En la Figura 3 se

muestra un esquema de la envoltura celular de una bacteria Gram positiva.
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3.1.1. Membrana plasmatica

Debajo de la pared celular rigida y en estrecha asociacién con ésta se encuentra la membrana
citoplasmatica, que posee una importancia vital para la célula. Las membranas son responsables de
alrededor del 30% o mas del peso celular. Contienen entre 60 y 70% de proteinas, entre 30 a 40%
de lipidos y pequeiias cantidades de hidratos de carbono. Entre los constituyentes principales se
encuentran las fosfatidilenetanolaminas (75%), el fosfatidilglicerol (20%) y los glicolipidos; los
esteroides por lo general estdn ausentes. Los glicolipidos incluyen diglicosildiglicéridos, hallados
principalmente en las membranas de bacterias Gram positivas, las que también contienen acidos
lipoteicoicos (ver mas adelante).

Diversas actividades enzimaticas se asocian con las proteinas de membrana, sistemas de transporte
a través de la membrana plasmatica, citocromos bacterianos y sistema de fosforilacion oxidativa (en
aquellas bacterias que los poseen) y varios sistemas de sintesis de polimeros. Hasta un 90% de los
ribosomas pueden aislarse como un agregado ADN-polirribosoma-membrana.

En Lactococcus lactis ha sido descripto el cambio en la composicion de los acidos grasos de la
membrana luego del crecimiento en alta osmolaridad (Guillot et al, 2000).

En otros microorganismos, por ejemplo en Bacillus subtilis también se ha estudiado el
comportamiento de los 4cidos grasos y fosfolipidos durante el crecimiento en alta sal (Lopez et al,
1998).

3.1.2. Pared celular

El componente mayoritario de la pared celular de las bacterias Gram positivas es el peptidoglicano,
aunque también contiene proteinas, acidos teicoicos y lipoteicoicos y también puede presentar

acidos teicurdnicos y polisacaridos.

3.1.2.1. Peptidoglicano

El componente rigido de la pared celular consiste en una unica macromolécula gigante, constituida
por una red de uniones cruzadas de peptidoglicano. El componente glicano esta constituido
invariablemente por dos aminoaziicares. Estos se presentan como residuos alternados, con enlaces 3
1-4 de N-acetil-D-glucosamina (GlcNac) y acido N-acetil-D-muramico (MurNAc). Las cadenas

varian desde 10 hasta 170 unidades de disacarido. Las unidades de glicano y péptidos se unen a
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través del grupo carboxilo del acido lactico del MurNAc al aminoacido terminal de un tetrapéptido.
Los glicotetrapéptidos estan unidos entre si por las unidades tetrapeptidicas, que forman un marco
continuo. La caracteristica constante del compuesto tetrapeptidico es la presencia de D-alanina, la

que siempre es la unidad de relacion entre las cadenas de peptidoglicano.

Figura 4: Esquema de la envoltura de una bacteria Gram positiva

Acido tereoco

Acido lipoteicoico

fi Peptidoglicano

Membrana
citoplasmatica

El compuesto peptidico que se une al 4cido muramico en muchas bacterias es el tetrapéptido L-Ala-
D-iso-Glu-meso DAP (o L-Lis)-D-Ala. Las uniones cruzadas entre las dos cadenas de
peptidoglicano se pueden establecer de manera directa o a través de un puente peptidico interpuesto.
Escherichia coli y las demas bacterias Gram negativas establecen las uniones de manera directa,
mientras que Staphylococcus aureus y otras bacterias Gram positivas, como los Lactobacillus,
realizan sus uniones a través de un puente peptidico interpuesto que puede estar constituido por uno
o muchos residuos aminoacidicos. Las uniones cruzadas directas de £ coli, se pueden producir a
través de D-Ala-DAP o DAP-DAP, mientras que en los organismos Gram positivos se producen a
través de un puente cruzado D-Ala-(aminoacido),-L-Lis. En Lactobacillus casei el puente es, D-
Ala-D-Asn-L-Lis (Ambrosini ef al, 1996; Billot-Klein ef al, 1997). En algunos microorganismos
también pueden incluir uniones cruzadas a través de puentes diamino por acido isoglutamico, vis
iso-D-Glu(NH-diamino-NH)-D-Ala. En Lb. casei el 59% del peptidoglicano se encuentra O-
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acetilado (en el N-acetil muramico), similar al 60% encontrado en Lb acidophilus. Aunque el rol
fisiologico de la O-acetilacion no esta claro, se ha sugerido que serviria para proteger a las cadenas
de peptidoglicano de la actividad hidrolitica de autolisinas tipo muramidasa (que hidrolizan los

enlaces O-glicosidicos entre los aminoaziicares del peptidoglicano) (Billot-Klein et al, 1997).

Figura S: Estructura del peptidoglicano de Lb casei
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3.1.2.2. Acidos teicoicos y acidos teicurénicos

Los acidos teicoicos son polimeros de polioles anionicos ligados por residuos fosfodiester
repetitivos. Los acidos teicoicos de la pared celular habitualmente contienen ribitol y en ocasiones
glicerol y estan unidos de forma covalente al peptidoglicano a través de grupos fosfodiéster
sustituidos en el oxhidrilo del carbono 6 de los residuos de N-acetilmuramico. Hasta el 50% del
peptidodlicano en los bacilos puede estar combinado con 4cidos teicoicos. Los acidos lipoteicoicos

son polimeros de glicerofosfato que terminan en glucolipido, el cual esta fijado en la membrana
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plasmatica. En las diferentes bacterias los acidos teicoicos estan modificados de forma especifica
por el agregado a las unidades poliol de D-Alanina, D-Lisina mediante enlaces de tipo éster de
glucosa, galactosa o acetilglucosamina unidas por enlaces O-glicosidicos. Los acidos teicoicos
sustituidos son importantes como antigenos de superficie de especies de Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus y Bacillus.

Los acidos teicuronicos son polimeros compuestos por N-acetilglucosamina y acido glucuroénico,
unidos como una unidad disacarida repetitiva. Los acidos teicurénicos no contienen fosfato pero
igual sirven como polianiones debido al carboxilo de los acidos urénicos. Estan unidos al hidroxilo
del carbono 6 del acido muramico por medio de una N-acetilglucosamina-1fosfodiéster. Los acidos
teicuronicos se pueden encontrar en una misma célula junto con acidos teicoicos, los acidos
teicuronicos se sintetizan cuando las células carecen de fosfato con el cual elaborar los acidos

teicoicos.

3.1.2.3. Biosintesis del peptidoglicano

La biosintesis de peptidoglicano consiste en tres estadios, cada uno de los cuales se produce en un

sitio diferente de la célula:(Figura 6)

1. En el primer estadio que tiene lugar en el citoplasma, las unidades iterativas de la estructura
vertebral de la mureina, N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramil-pentapéptido, se
sintetizan en la forma de sus derivados UDP. La D-cicloserina interfiere sobre esta etapa de
sintesis del peptidoglicano por medio de la inhibiciéon de las reacciones que implican la
incorporacion de la D-alanina dentro del pentapéptido.

2. El segundo estadio de sintesis tiene lugar en la superficie interna de la membrana plasmatica,
donde el N-acetilmuramilpentapéptido es transferido del UDP a un lipido transportador y luego
es modificado para formar una subunidad compleja de peptidoglicano naciente. La naturaleza de
la modificacion depende del microorganismo. Este estadio termina con la translocacion de la
subunidad completa hacia el exterior de la membrana plasmatica.

3. El tercer estadio de la sintesis comienza con la polimerizacion del peptidoglicano por
transglicosilacion. El lipido-PP liberado en la reaccion se recicla a través de la membrana y es
hidrolizado hacia el aceptor lipido-P. El inhibidor de la pared celular bacitracina interfiere en
este reciclaje por inhibicion de la reaccion de la pirofosfatasa. La vancomicina y la ristocetina
inhiben la transglicosilasa por unién al péptido terminal D-alanil-D-alanina de sus sustratos. El

estadio 3 de la biosintesis continda con la transpeptidacion y con la unién del peptidoglicano
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naciente soluble a la matriz insoluble de la pared celular preexistente de peptidoglicano por
ligaduras cruzadas (Figura 5, reaccion 4). En algunos microorganismos, las modificaciones por
D, D-carboxipeptidasas pueden constituir una alternativa en esta etapa y dar lugar a la
eliminacion del residuo de D-alanina sin transpeptidacion. El estadio 3 de la sintesis de la pared
celular es la fase durante la cual se produce la inhibicion por penicilina y otros B-lactamicos.
El ultimo estadio en la sintesis de la pared celular ha sido identificado como la fase durante la cual
se produce la inhibicion. El sistema enzimatico de uniones cruzadas del peptidoglicano como un
todo, es el blanco inhibido de forma especifica por la penicilina. Durante esta etapa, en las cadenas
lineales de peptidoglicano se producen ligaduras cruzadas por una reaccion de transpeptidacion en
la cual se forma un enlace peptidico entre dos cadenas adyacentes con la eliminacion de la D-
alanina terminal. Cuando las bacterias se desarrollan en presencia de penicilina se acumulan
intermediarios de sintesis de la pared celular, nucleétidos de uridina sin uniones cruzadas, y las
nuevas paredes no se pueden formar. La penicilina no solo inhibe las transpeptidasa responsables de
las uniones cruzadas sino también y de forma reversible, las D-alanina carboxipeptidasas, que son
las que eliminan de manera especifica la D-alanina de la cadena pentapeptidica lateral. Para explicar
las bases moleculares de la accion de la penicilina se ha propuesto la existencia de una analogia
estructural entre la penicilina y la D-alanil-D-alanina terminal del pentapéptido en el precursor sin
uniones cruzadas de la pared celular. La union labil CO-N en el anillo B-lactamico de la penicilina
descansa en la misma posicion que la union peptidica implicada en la transpeptidacion. Por lo tanto
se ha propuesto que la penicilina, que actuaria como un analogo del sustrato de la transpeptidacion
normal, se combina con la transpeptidasa y asi la inactiva de forma irreversible. Los anillos -
lactamicos se comportan quimicamente como agentes acilantes, que reaccionan para producir
derivados peniciloicos. De esta manera se produce la acilacion del sitio activo de la enzima con

formacién de un complejo inactivo bastante estable.
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Figura 6: Biosintesis del peptidoglicano que muestra los sitios de accion de varios inhibidores

de la pared celular
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Objetivos

Objetivos

Aunque los componentes del sistema proteolitico de bacterias lacticas han sido ampliamente
estudiados, solo en el altimo tiempo se ha comenzado a estudiar la regulacion de los mismos y la
mayoria de los estudios se han realizado en Lactococcus lactis. Hasta el momento no se ha
analizado si existen modificaciones de las actividades del sistema proteolitico cuando Lactobacillus
casei es sometido a un efector de estrés. En particular el estrés salino, debe ser enfrentado por este
microorganismo durante procesos fermentativos y en el tracto gastrointestinal. Por estos motivos el

objetivo principal de este trabajo fue:

» Estudiar las modificaciones genéticas, fisiologicas y estructurales que sufre Lactobacillus casei
cuando crece en un medio de elevada concentracion salina, principalmente relacionadas con

cambios en componentes de su sistema proteolitico.
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1. Cepas y transformaciones

Materiales y Métodos

1.1, Cepas y plasmidos y utilizados.

Materiales y Métodos

Cepas Genotipo relevante Origen
Lactobacillus casei Curada del plasmido IATA®
ATCC 393 pLZ15que codifica un
Reclasificada Lactobacillus | sistema lactosa permeasa/ 3
zeae galactosidasa
Lactobacillus casei Em" Lb casei ATCC 393 |Esta tesis
ATCC 393 dipT dtpT luego de la
recombinacion homéloga de
'pRV300 dtpT
Lactobacillus delbrueckii Dr Ral Raya, CERELA®
lactis LKT
Lactobacillus delbrueckii Dr Raul Raya, CERELA"
bulgaricus 420
Escherichia coli supE hsdAS5 thi A(-lac- | Stock del laboratorio.
TG1 proAB) F’ (traD36 proAB*
lacl? lacZAM15)
Plasmidos
pGEM-T easy Ap", M13 ori pBR3220ri, |Promega
vector de clonado de
productos de PCR.
pNZ273 Cm', derivado del pNZ124, |NIZO°
contiene el gen gus4 de E
coli sin su propio promotor.
pRV300 Er, Ap', vector integrativo, |Monique Zagorec, INRA®
carece de un origen de
replicacion para Gram+

*Instituto de Agroquimica y Biotecnologia de Alimentos, Valencia, Espaiia.

®Centro de Referencia para Lactobacillus, Tucuman, Argentina.

° NIZO, Food Research and Technology.
¢ Institut National de Recherches Agronomiques, Jouy-en-Josas cedex, Francia.
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1.2, Obtencion y transformacion de células competentes de Escherichia coli.

Las células competentes de Escherichia coli se prepararon tal como describe Hanahan (1983) con una alta
eficiencia de transformacion.

Brevemente: un cultivo de 16hs. fue diluido 1/60 en medio LB y crecido durante 34 hs.. Luego fue
centrifugado 10 min. a 10.000rpm a 4°C y el pellet resuspendido en solucion Tfbl fria y mantenido en
hielo durante 5 min. Posteriormente las células fueron centrifugadas al igual que en el paso anterior y el
pellet resuspendido en 1ml. de Tfbll. Se alicuotaron las células de a 50ul y fueron conservadas hasta su
uso a —70°C.

Para la transformacion se tomaron 50 ul de células competentes y se les agregé de 5-10 ul del plasmido
(1pg/ul) de interés. Se dejé 30 min. en hielo, se realizé un choque térmico de 90-120 segundos a 42°C y se
coloco en hielo durante 2 min.. Las células se diluyeron en 200ul de LB liquido y se incubaron 1 hora a
37°C con agitacion. Posteriormente se hicieron diluciones en LB y se sembraron en placas de seleccion

con el Ampicilina 100ug/ul.

1.3. Obtencién y transformacion de células competentes de Lactobacillus por electroporacion.

A partir de un cultivo de 16 hs. de Lactobacillus, se realiz6 una dilucion 1/10 en MRS, 1% glicina y se
incub6 a 37°C 1 hora. Las células se cultivaron hasta una DOss entre 0,4 y 0,6.

El cultivo se enfri6 en hielo 15 min, se centrifugd a 4 °C y se lav6 dos veces con buffer fosfato potasico
5 mM pH 7,4 con MgCl, SmM a 0 °C.

Tras los lavados las células se resuspendieron en 0,5 ml de PEB (“phosphate electroporation buffer”)
[0,3 M sacarosa, 1 mM MgCl,; buffer fosfato potasico S mM pH 7,4 ] y se repartieron de a 50
microlitros en tubos eppendorf y fueron conservadas hasta su uso a —70°C.

A 50 ul de células se le afiadié el ADN plasmidico en no mas de 5 microlitros (0,05 -4 microgramos) y
se electroporaron en cubetas de 0,2 cm. de distancia en las siguientes condiciones: 25 microF, 1250 V
(6250 V/cm) y 100 Ohms. Las células se resuspendieron en MRS (1ml volumen final) se incubaron 1
hora a 37°C y se sembraron en placas de MRS con Cloranfenicol 5ug/ul o Eritromicina pg/ul.
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2. Técnicas moleculares
2.1. Técnicas moleculares bésicas

Se siguieron los procedimientos estandar de clonado en Escherichia coli y electroforesis de acidos
nucleicos en agarosa tal como se describe en Sambrook et al, 1989. Los fragmentos de ADN se aislaron
de geles de agarosa utilizando GFX® PCR DAN and Gel Band Purification Kit de Pharmacia
Biosciences.

Las digestiones de ADN se realizaron con enzimas de restriccion segun las recomendaciones del

fabricante (Promega)

2.2. Extraccién de ADN de Lactobacillus

Se recogieron por centrifugacion las células de 10 ml de un cultivo en fase exponencial en MRS y se
lavaron con 10 ml de EDTA 50 mM.

El pellet se resuspendié en 600 pl de Tris HCl 50 mM, EDTA 20 mM con Smg/ml de lisozima y 30 U
de mutanolisina y se incubé 2 hs. a 37°C.

Luego se agregé RNAsa 0,1 mg/m! y proteinasa K 0,2 mg/ml

Las células se lisaron afladiendo SDS o Sarkosyl hasta una concentracién final del 1% y se incubaron
durante 2 hs. a 50 °C 0 16 hs. a 42 °C.

Se realizaron 2 extracciones con fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y otras 2 extracciones con
cloroformo/isoamilico (24:1).

Los acidos nucleicos se precipitaron con 2 vol de etanol o 0,6 vol de isopropanol (dependiendo del
volumen final alcanzado) a -20 °C al menos 1 hora. En algunos casos luego de colocado el etanol el
ADN se recuper6 empleando una varilla de vidrio, se dej6 secar bien y la varilla se dejé toda la noche a
4 °C en agua o buffer TE (Tris HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM). De esta manera se obtiene el DNA
menos fragmentado y libre de sales.

Cuando se realizd la precipitacion, el ADN se recuperd por centrifugacion, se lavé con etanol frio al

50% se secd, se resuspendi6 en SO pl de TE y se guard6 a 4 °C.

2.3. Extraccién de ARN de Lactobacillus
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Se resuspendi6 el pellet de 20-30 ml de cultivo DOsso 0,800 en 500 pl de Tris SOmM EDTA 2 mM pH
8, acetato de amonio 0,2 M pH 4 (La solucién resultante tiene pH 7).

Se agregd 1 vol de fenol:.cloroformo acido precalentado a 70 °C. Se mezclé bien empleando un
“vortex” y se calenté a la misma temperatura durante 5 min.

Se volvié a mezclar con “vortex” y se dejé a temperatura ambiente durante 2-3 min. Se centrifugé 15
min a 13000 rpm a 4 °C.

Se tom¢ la fase acuosa y se precipitd el ARN con 1/10 de volumen de NaCl 5M y 2 volimenes de
etanol. Se mantuvo a -20 °C al menos 2 horas.

Se centrifugd durante 15 min. a 13000 rpm a 4 °C, el pellet se lavd con etanol 70% y se resuspendi6 en
50 ul de agua DEPC.

Para los ensayos de RT-PCR a una alicuota de ARN (aproximadamente 25 ug) se le agregaron 5 ul de
DNAsa (1U/ul) (Promega) y se incubd 30 min a 37 °C.

La DNAsa se inactivo calentando durante 15 min a 65 °C.

La ausencia de ADN en las muestras se corrobor6 empleando la muestra de ARN como templado en
una reaccion de PCR.

Todas las soluciones que se emplearon en el protocolo de extraccion fueron libres de RNAsa (Ambidn).

2.4, Aislamiento de ADN plasmidico

El ADN plasmidico de Escherichia coli se aislo por el método de lisis alcalina segin se describe en
Sambrook et al, 1989. Para el aislamiento de plasmidos para transformar L. casei ATCC 393 se
emplearon las columnas Qiagen-tip]100 (Qiagen GmbH). La extraccion de plasmidos de Lb.casei, se
realiz6 siguiendo el mismo protocolo pero con una incubacion previa a la lisis con Lisozima Smg/ml y
30 U de mutanolisina durante 2 hs. a 37 °C.
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2.6. Oligonucleétidos usados como cebadores
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Nombre

Secuencia

Criterio para el diseiio del
oligonucleétido

dtpT1
dtpT2

5’-TCAACAYYHGTTGGAGGCTGG - 3
5'-ACCNAHTGCAGCTAATGAGAA -3

Oligonucledtidos degenerados
diseflados a partir del andlisis de la
comparacién de secuencies de las
proteinas DipT de Lactococcus
lactis y Lactobacillus helveticus

prtP1
prtP2

5 -TCTCGGTTATTGACACTGGC - 3
5'-ATCGTTGCTTGAAAGCTGAA -3°

Derivados de la secuencia de prtP
de Lactobacillus paracasei subsp
paracasei NCDO 151 (de
nucledtidos 2882-2302 y 2985-
3005 respectivamente).

ARNIrlé6sl
ARNrl16s2

5-ACTGAGACACGGCCCAAA - 3
5-CGCATTTCACCGCTACACA -3’

Derivados de la secuencia de
nucledtidos de ARNrl6s de
Lactobacillus casei ATCC 393 (de
nucledtidos 330-347 y 691-709

respectivamente).

pepQl
pepQ2

S-GACTTTGCYTTCMAGATYGGT -3
5'-MCCTGGTTCAATGGAGAAGCA -3’

Oligonucledtidos degenerados
disefiados a partir del anélisis de la
comparacién de secuencias de las
proteinas PepQ de Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus pentosus
y Lactobacillus helveticus

pepXl1
pepX2

5'-TTGCGCTACAGCTCTTGG -3
5'-TTCGCGATAGTAATCATACC -3’

Oligonucledtidos disefiados a partir
del anélisis de la comparacién de
secuencias de las proteinas PepX
de Lactobacillus rhamnosus y
Lactobacillus helveticus.

promP1
promP2

S -TTGGATCCTTTATTCTAGCGTTGGC- 3°

S-TTCTGCAGAGAACCAAATCAAACCC- 3

Derivados de la secuencia de prtP
de Lactobacillus paracasei subsp
paracasei NCDO 151 (de
nucleStidos 1398-1423 y 1592-
1607  respectivamente).  Los
nucledtidos  subrayados indican
sitios de restriccién para BamHI en
promP1 y para Pstl en promP2.

Los oligonucledtidos fueron obtenidos de Biosynthesis Incorporated, resuspendidos en agua estéril a

una concentracion de 250uM y luego se realiz6 una dilucién de trabajo de 25uM.
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2.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Las condiciones de reaccion para un volumen de muestra de 50ul fueron:

Buffer de Tag ADN Polimerasa (Promega o Gibco-BRL) 1X, MgCl; 2,5mM, 1U Tag ADN Polimerasa
(Promega o Gibco-BRL), dNTPs 0,2 mM, 10-50 ng de ADN templado y 0,5uM de cada cebador
(“primer”). En general cuando se usaron cebadores degenerados la concentracion de los mismos fue de
la25uM

Las temperaturas utilizadas para la reaccion fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacidn inicial
de 5 min. a 94°C seguido de 30 ciclos de 30 seg. a 94°C, 60 seg. a 50°C y 60 seg. a 72°C. Cuando fue
necesario, la temperatura dell‘paso de apareamiento del cebador (“annealing”) fue modificada a la
temperatura indicada para cada oligonucledtido y si los amplicones eran mayores a 2,5Kpb se aumento
el tiempo del mismo a 90 seg.

Cada reaccion de PCR fue analizada por electroforesis en gel de agarosa 0,8% 6 1,5% en buffer TAE
(Tris acetato 40mM, EDTA 1mM pH=8,0). Después de la tincién del gel con bromuro de etidio
1pg/ml. los geles fueron examinados con luz UV y fotografiados con una pelicula Polaroid 667 o

digitalizados empleando un Fuji Las 1000 y el programa Image Gauge 3.122 (Fuji Film).

2.7. RT-PCR semicuantitativa

Para la transcripcion reversa se emplearon 3 pg de ARN de cada muestra. EIl ADNc fue sintetizado
empleando 25 pmoles de los cebadores reversos especificos, prtP2 y ARNrl6s2. El ARN y los
cebadores se calentaron a 95°C durante 10 min (para eliminar las posibles estructuras secundarias del
ARN), se colocaron inmediatamente en hielo 2 min y se incubaron con 100U de M-MLYV transcriptasa
reversa (Ambion) durante 1 hora a 42 °C y por tltimo 10 min a 92 °C.

Para realizar la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm, se calculé el nimero de ciclos
necesarios para alcanzar la fase exponencial de amplificacion. En esa fase, la cantidad de amplicones es
proporcional a la cantidad inicial de templado. Para ello se realizaron reacciones de PCR entre 16 y 28
ciclos usando una cantidad fija de ADNc de prtP y ARNrl6s.

El nimero de ciclos para prtP fue, 22 ciclos secuenciales a 95°C por 30 seg, 57°C por 1min y 72°C 1
min y para el ARNr 16s, 12 ciclos a 95°C por 30 seg, 50°C por 1 min y 72°C 1 min. En la PCR se
emplearon, 3 ul de ADNc sin diluir, diluido 1/5 y 1/25 en agua.
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15 pul de los productos de PCR de prtP y el ARNr 16s se sembraron en un gel de agarosa 2% y se
tifieron con bromuro de etidio 1 ug/ml. En todos los casos se realizé un control de ausencia de ADN en
las muestras de ARN utilizando esas muestras como templado en la reaccion de PCR. El analisis

densttométrico se realizo empleando el Fuji LAS 1000 y el programa Image Gauge 3.122.

2.8. Southern Blot

El ADN fue digerido con la enzima de restriccion indicada y sembrado en un gel de agarosa 0,6%. El
gel fue tefitdo con bromuro de etidio 1ug/ml y fotografiado. Posteriormente el ADN fue depurinizado y
desnaturalizado colocando el gel 10 min. en HCI 0,25M y 30 min. en NaOH 0,5N. El ADN fue
transferido a una membrana de nylon (GeneScreen™ NEN® Life Science Products) durante 90 min.
por vacio en un Vacuum Blotter (Bio Rad) y posteriormente fijado a la membrana colocandola 5 min.
en luz UV. La membrana fue prehibridada durante 2hs. a 50°C en solucion de prehibridacion (SSC 6X
[CINa 52,59g/l, citrato de Na 26,46g/1], Denhardt’s 2X [Ficoll 0,2g/l, Polivinilpirrolidona 0,2g/1,
seroalbamina bovina 0,2g/1], SDS 0,1%). Luego esta solucion fue descartada y se colocd la solucion de
hibridacion (SSC 6X, fosfato de sodio 20mM pH=7,5, Polietilenglicol (PEG) 8000 5%, ADN de
esperma de salmén 100pg/ml y la sonda correspondiente) y se incubdé a 50°C durante 16-18hs.. El
ADN utilizado para bloquear y el de la sonda fueron desnaturalizados previamente hirviendo las
muestras 10min. Los lavados fueron: durante 20 min. en SSC 2X/SDS 0,1% y de igual manera en SSC
0,2X/SDS 0,1% a temperatura ambiente; luego se realizd un lavado final una vez durante 20min. en
SSC 0,2X/SDS 0,1% a 45°C- 55°C segun el caso.

El revelado fue realizado por quimioluminiscencia con Phototope®-Star CDP-STAR (New England Bio
Labs), segun describe el fabricante y las autorradiografias Kodak expuestas distintos tiempos en un
cassette Kodak Biomax MS o las membranas directamente analizadas en el Fuji LAS1000.

Las sondas fueron marcadas por “random primers” con el sistema BIOPRIME® DNA Labeling System
(Gibco-BRL) como indica el fabricante o por PCR agregando dCTP biotinilado a la mezcla de dNTPs.

2.9. Northern Blot
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Para el Northern Blot, el ARN de cada muestra se corrié en geles desnaturalizantes con formaldehido.
Para eso se preparo el buffer de corrida con formaldehido 5X (0,1 M MOPS (pH 7), 40 mM acetato de
sodio o amonio pH 4, 5 mM EDTA (pH 8)). El gel se prepar6 fundiendo la cantidad apropiada de
agarosa ( entre 0,8 y 1.2%) en agua. A la agarosa mantenida a 60°C, se le agregd buffer 5X y
formaldehido 12.3 M en una relacion: 3,5: 1,1:1 respectivamente. También se agregé bromuro de etidio
0,5 pg/ml final.

Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

RNA (hasta 30 microgr.) 4,5 microlitros
buffer 5X 2,0 microlitros
formaldehido 3,5 microlitros
formamida 10,0 microlitros

Las muestras se incubaron 15 min a 65 °C y se enfriaron en hielo. Se centrifugaron durante 5 seg. para
depositar todo el liquido en el fondo del tubo.

Se agregaron 2 microlitros de buffer de siembra para ARN y se sembraron en el gel.

El gel se corrié a 80-100 Volts durante 2 hs. (el azul de bromofenol debe migrar aprox. 8 cm.).

Luego de la cornda, se alined una regla transparente y se fotografi6 por transiluminacion con UV.

El gel se lav 2 veces con agua, 5 min. con agitacién y luego durante 30 min. con SSC 10X para RNA.
La transferencia y revelado de la membrana se realiz igual que para el Southern Blot, salvo que luego
de fijado el ARN, se coloreé 1-2 min. con azul de metileno 0,03% en Acetato de sodio pH 5,2 0,3 M.
Se lavd con agua hasta decolorar y se visualizaron los ARN ribosomales (de esta manera es facil

comparar la posicion de las bandas con las que se observan en la autorradiografia).

2.10. Obtencién de una mutante dfpT en Lb. casei ATCC 393

Los cebadores dtpT1 y dtpT2 fueron utilizados para amplificar un fragmento del gen dipT de Lb.
delbrueckii lactis. El fragmento amplificado fue clonado en el vector pGEM®-T Easy Vector
(Promega) de acuerdo a las indicaciones del proveedor y con la mezcla se transformaron células
competentes de E-coli TG1. Las células se plaquearon en medio LB en presencia de ampicilina 100

pg/ml. Se selecciond un clon que contenia el plasmido con el inserto dtpT. La presencia del inserto se
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corroboré por PCR usando los cebadores dtpT1 y dtpT2. El plasmido fue digerido con las enzimas
Apal y Pstl para liberar el fragmento dtpT. El fragmento obtenido fue subclonado en el plasmido
pRV300 digerido con las mismas enzimas. La ligacion se realizoé con Ligasa T4 (Promega) 16 hs. a 15
°C y la mezcla fue empleada para transformar células competentes de E. coli TG1. Se selecciéno uno
de los clones resistentes a ampicilina y la presencia del inserto dfpT se corroboré por PCR y por
restriccion empleando las enzimas adecuadas. El plasmido se amplificé y se purifico empleando
Qiagen -tip 100 y se usO para transformar a Lb. casei ATCC 393 por electroporacién. Las células
fueron plaqueadas en medio MRS que contenia eritromicina a una concentracion de 5 pg/ml. El
plasmido pRV300 no posee un origen de replicacién para Gram + por lo tanto solo podran crecer en
eritromicina aquellos clones donde se produjo la insercion del plasmido en el cromosoma de Lb casei
por recombinacién homoéloga a través del gen dipT, provocandose la interrupcion del mismo. Se
seleccion6 uno de los clones crecidos en esa condicion y se corroboré 1a identidad de la mutante por

Southern Blot, empleando ADN digerido con la enzima Xbal que tiene un sitio de corte en el plasmido.

2.11. Purificacién de CodY(hiss) de B subtilis .

La proteina CodY de B. subtilis se purifico a partir de un extracto de la cepa de Escherichia coli
KS272, para emplearla como un control positivo en ensayos de Western Blot. Esta cepa lleva el
plasmido pBAD30 con el gen codY completo de B subtilis. Es un vector de expresion controlada a
través de un promotor inducible por arabinosa. Esta construccion fusiona el gen codY a una serie de
nucledtidos que resultan en la expresién de una proteina con el agregado de varias histidinas (colita de
histidina). Esto permite a partir del extracto, obtener y purificar la proteina CodY utilizando el
protocolo que se describe.

Un cultivo de E. coli KS272 se creci6 hasta una DOsso de 0,6 y se le agregd Arabinosa hasta una
concentracion final de 0,2%. Luego de 5 hs., se centrifugé el cultivo y se resuspendioé en buffer de lisis
(NaH,PO4 50mM pH=8,0, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM), se sonico en presencia de bolitas de vidrio
de 106 micrones (Sigma) 3 ciclos de 20 seg. El sobrenadante obtenido luego de centrifugar la muestra
fue pasado por una columna de Ni-NTA (Niquel-acido nitrilotriacético) (Ni-NTA Spin Columns,
Qiagen) y la proteina purificada como indica el fabricante. La muestra obtenida luego de la purificacién

fue sembrada en un gel SDS-PAGE (Laemmli 1970) para verificar la pureza de la proteina. Se observo
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que la proteina CodY de B. subtilis era muy abundante en el extracto y no se encontraba en extractos de

la cepa de E. coli sin inducir.

2.12, Electroforesis de proteinas

Se sigué basicamente la técnica SDS-PAGE de Laemmli, 1970.

2.13. Ensayos de Western Blot

Para la deteccion de la proteina PrtP con anticuerpos, se hirvieron células enteras durante S min en
buffer reductor con SDS (Tris HCI 62,5 mM, pH 6,8; Glicerol 8,7% p/v, SDS 2%, 2-mercaptoetanol
5% v/v, azul de bromofenol 0,05% p/v) y las proteinas se separaron en un SDS-PAGE 7,5% en buffer
de corrida (Tris base 15 g/, Glicina 72 g/, SDS 5 g/I) con una cuba Mini-Protean® II Electrophoresis
Cell (BioRad). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Nitrobind, Msci) en
buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20% v/v) empleando un Mini Trans
Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Brevemente la membrana se bloque6 toda la noche en
buffer TBS-Tween (Tris S0 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%), con BSA 2% (seroalbimina
bovina). Luego se incubé con un sobrenadante de un hibridoma que contenia un anticuerpo monoclonal
anti PrtP de Lactococcus lactis diluido 1/10, en el mismo buffer pero conteniendo BSA 0,2% durante 2
hs. El anticuerpo anti PrtP fue adquirido en IMENZ Bioengineering (The Netherlands). La membrana
se lavo 3 veces durante 2 min con buffer TBS-Tween y luego se incubd con un anticuerpo anti ratén
biotinilado obtenido en conejo. Nuevamente la membrana se lavé 3 veces en el mismo buffer y el
revelado fue realizado por quimioluminiscencia con Phototope®-Star CDP-STAR (New England Bio
Labs), segun describe el fabricante, y se analizd en el Fuji LAS1000.

2.14. Inmunoprecipitacion de CodY de Lb.casei

250 ul (aproximadamente 400 pg) de extracto, obtenido a partir de células de Lb casei crecidas en la
condicién indicada, se incubaron con una dilucién 1:200 del anticuerpo anti CodY de B subtilis,
durante 2,5 hs a 4 °C en un agitador rotatorio. Los extractos se obtuvieron a partir de células
resuspendidas a una DO550nm= 15 y sonicadas en buffer fosfato de sodio 50 mM pH6,8, DTT 1 mM y
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PMSF 0,1 mM en presencia de bolitas de vidrio (Sigma). Se realizaron 4 ciclos de 30 seg con
intervalos de 1 min en hielo.

Transcurrido ese tiempo se agregaron 20 pl de proteina AG Agarosa (Santa Cruz Biotechnology) y se
incubd toda la noche a 4 °C en un agitador rotatorio.

El pellet se centrifug6 a 1000 x g durante 30 seg a 4 °C y se lavé 3 veces con PBS repitiendo el paso de
centrifugacion cada vez.

El pellet se resuspendi6 en PBS y empled en ensayos de gel shift.

2,15, Ensayos de Gel shift y Western Gel shift

El ensayo de Western Gel shift permite revelar el retardo de un fragmento de ADN marcado por la
formacion de un complejo ADN proteina, asi como identificar si una proteina en particular esta
formando parte de ese complejo empleando anticuerpos especificos.

Un fragmento de ADN biotinilado de la regién promotora de prtP de aproximadamente 200 pb. se
incubd con extractos celulares de Lb. casei ATCC 393 provenientes de distintas condiciones de
crecimiento. El ensayo se realizé en un buffer de pegado (KCl 25 Mm, EDTA 2mM, Glicerol 7,5%,
BSA 0,1 mg/ml y 3 pg poli dI-dC ). Como control de sonda libre se incub6 el fragmento marcado sin
extracto. Las muestras se incubaron durante 30 min a 30 °C.

Transcurrido ese tiempo se les agregd buffer de siembra para ADN (6X azul de bromofenol 0,25%,
glicerol 30%) y se corrieron en un gel de poliacrilamida 5 0 7,5 % en buffer TAE (Tris-acetato 0,04M,
EDTA 1mM) entre 1-1,5 hs.

Para el gel shift, el gel se transfirié a una membrana de Nylon por electrotransferencia en buffer TBE
0,5X. La membrana se fijo y se revelé por quimioluminiscencia con Phototope®-Star CDP-STAR New
England Bio Labs, segun describe el fabricante y se analiz6 en el Fuji LAS1000.

Para el Western Gel shift el gel se transfirié simultaineamente a dos membranas de acuerdo al siguiente
esquema: Gel-membrana de Nitrocelulosa- papel Whatman- membrana de Nylon. La transferencia se
realiz6 durante 1,5 hs. en Buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20% v/v).

En este protocolo las proteinas quedan unidas a la primer membrana de nitrocelulosa y el ADN
atraviesa la primer membrana y queda retenido en la membrana de nylon.

La membrana de nylon se revel6 por quimioluminiscencia con Phototope®-Star CDP-STAR New

England Bio Labs, segin describe el fabricante y se analizo en el Fuji LAS1000.
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La membrana de nitrocelulosa de reveld6 como un Western Blot. Brevemente 1a membrana se bloqued
toda la noche en buffer TBS-Tween (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%), con BSA 2%
(seroalbumina bovina). Luego se incubd con un anticuerpo policlonal anti CodY de B subtilis hecho en
conejo, en el mismo buffer pero conteniendo BSA 0,2%. El anticuerpo anti CodY fue gentilmente
cedido por el Dr Sonenshein. La membrana se lavé 4 veces 20 min con buffer TBS-Tween y luego se
incubé con un anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina. Nuevamente la
membrana se lavo 4 veces en el mismo buffer, se revel6 por quimioluminiscencia empleando el
reactivo Phototope®-Star CDP-STAR New England Bio Labs, y se analiz6 en el Fuji LAS1000.

3. Comparacién del grado dé superenrollamiento del ADN.
3.1. Calculo de la diferencia en el linking number entre dos muestras.

La diferencia en el “linking number” (ALk) (cambio en el nimero de veces que las dos cadenas del

ADN se entrecruzan) para un ADN circular est4 dado por:

ALk = AWr + ATw

donde AWr es el cambio en el “writhe” o torcedura del ADN (que describe la trayectoria del duplex de

ADN en el espacio) y ATw es el cambio en el “twist” o nivel de enroscado del ADN (nimero de pares
de bases por vuelta de la doble hélice de ADN)

3.1.2. Determinacion del ALk en geles de agarosa con cloroquina

La cloroquina es una gente intercalante que desenrrolla la hélice de ADN (ATw negativo). Cuando la
cloroquina se une a una molécula de ADN circular cerrada, debe haber un cambio compensatorio
positivo en el AWr , porque el ALk no puede cambiar si el duplex se mantiene intacto. Por lo tanto, la
unién de la cloroquina al ADN reduce su “twist” y aumenta su “writhe”.

Un plasmido moderadamente superenrollado negativamente (AWr negativo) corre como una unica

banda que migra rapido en un gel que no contiene cloroquina. En un gel que contiene cloroquina en
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baja concentracion, el plasmido une pequefias cantidades de cloroquina, que resultan en la pérdida de
algunos superenrollamientos que provocan un retardo en la migracion y logran resolver algunos o todos
los topoisomeros. A concentraciones mas altas de cloroquina, una suficiente cantidad de cloroquina
esta unida al ADN como para desenrollar todos los superenrollamientos negativos y los topoisomeros
se encuentran relajados y migran con el circulo abierto (AWr =0). Mas cloroquina en el gel origina
topoisémeros superenrollados positivamente (AWr positivo) que nuevamente vuelven a migrar mas
rapido. A concentraciones ain mas altas de cloroquina los topoisémeros migran como una unica banda

de rapida movilidad una vez mas. (Ver esquema de migracién de topoisomeros)

Una vez resueltos los topoisomeros, para calcular la diferencia en el Lk entre dos muestras, se realiza
un analisis densitométrico de los topoisémeros obtenidos a una concentracion dada de cloroquina .
Cada pico corresponde a un topoisdémero resuelto. La distancia entre los picos maximos (calculada
como nimero de picos) me da el valor del ALk sin necesidad de conocer el Lk de cada uno y permite

comparar el grado de superenrrollamiento de ambas muestras.

3.2. Preparacién de ADN plasmidico y determinacién del ALk

El plasmido pNZ273 se emple6 como reportero para calcular las diferencias en el grado de
superenrollamiento del ADN en las diferentes condiciones de crecimiento. Para ello, Lb casei ATCC
393 se transformé con el pNZ273 por electroporacién. Los plasmidos se extrajeron a partir de cultivos
en fase exponencial crecidos en MRS o CDM con cloranfenicol 5 pg/ml en presencia o ausencia de
NaCl 0,7M y suplementado con los péptidos indicados. 200 ng de ADN se analizaron en geles de
agarosa 0,8% que contenian cloroquina 6 pg/ml (se empleé esa concentracién de cloroquina ya que
permitié separar correctamente el mayor numero de topoisémeros). La electroforesis se realiz6 en
buffer TAE que contenia la misma concentracién de cloroquina que el gel y se corrieron durante 24 hs.
a 35 Volts. Los geles se lavaron en agua destilada cuatro veces 40 minutos cada vez, se tifieron durante
1-2 hs. en bromuro de etidio 1pg/ml y se lavaron con agua destilada durante 30 min.

La imagen de los geles fue digitalizada empleando el Fuji LAS 1000. El anélisis de los picos se realizé
con el programa Image Gauge 3.122 (Fuji Film, Japan). La diferencia en el linking number (ALk) entre
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las condiciones de crecimiento se obtuvo por inspeccién visual del analisis densitométrico como se

explicé anteriormente.

Esquema de migracién de topoisdmeros en funcién de la concentracion de cloroquina en el gel

[cloroquina]—

0 + ++ +++ ++++

— - CCC

CA: circulo abierto

CCC: circulo covalentemente cerrado

4. Determinacién de actividades enzimaticas
4.1. Actividad PrtP

La actividad PrtP se midié empleando células enteras. Un cultivo en fase exponencial de crecimiento se
centrifugé y el pellet se lavo con buffer Tris HCl 50 mM pH 6,8 suplementado con ChCa 20 mM y las

células se resuspendieron en el mismo buffer a una DOsso=50. Una alicuota se emple6 para medir
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concentracion de proteinas y el resto se congelé a —20 °C hasta su uso para determinar actividad
enzimatica.

180 pg de la suspension celular se incubaron con 900 ul del sustrato N-succinil-L-alanil-L-alanil-L-
prolil-fenil-alanin-4-metil-coumaril-7-amida (ICN) 100 uM a 37 °C durante 30 min. La reaccion se
detuvo por el agregado de 2 ml de acido acético 1,6M. Luego de centrifugar la fluorescencia liberada al
sobrenadante se midi6 en un espectrofluorémetro SLM 4800 sometiendo la muestra a una onda de
excitacion de 375 nm y midiendo la emision a 440 nm.

La acttvidad especifica se calculé como Unidades de Fluoresencia (UF) por minuto por miligramo de

proteina. Para los ensayos de afinidad se emplearon 100, 80, 40 y 20 uM de sustrato.

4.2, Actividad PepX y Pepl

La actividad de estas peptidasas se ensayé empleando células premeabilizadas.

Un cultivo en fase exponencial de crecimiento se centrifugd y el pellet se lavd con buffer Fosfato de
sodio 50 mM pH 6,8 y las células se resuspendieron en el mismo buffer a una DOss50=20. Una alicuota
se empled para medir concentracién de proteinas y el resto se usé en el momento.

100 pl de células permeabilizadas se incubaron con 70 pl de sustrato (20 mM) en un volumen final de
700 ul en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 6,8.

Para ensayar la actividad PepX se empled el sustrato cromogénico glicil-prolil-p-nitroanilida y para
Pep I, prolil-p-nitroanilida (Sigma). Las muestras se incubaron 30 min a 37 °C (este tiempo fue
seleccionado porque se observaban las maximas diferencias entre las muestras). La reaccion se detuvo
por el agregado de acido acético 85% (v/v). Luego de centrifugar, la liberacion de nitroanilida en el
sobrenadante se midié a 410 nm. La actividad especifica se expres6 como nmol de nitroanilida liberado

por minuto por miligramo de proteina, empleando un coeficiente de absorcion e=8800 1/M cm.

4.3. Actividad PepQ

La actividad PepQ se ensay6 también empleando células permeabilizadas con el método de Cadmio-
ninhidrina. Las mezclas de reaccion contenian 100 pul de células permeabilizadas y 100 pl de sustrato
(Leu-Pro 2 mM). Se incubaron durante 30 min a 37 °C. La reaccién se detuvo por el agregado del
reacttvo Cadmio-ninhidrina (Ninhidrina 50 mM, Cl,Cd 55 mM). El reactivo se preparé disolviendo 0,8
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Materiales y Métodos

gr de ninhidrina en 80 ml de etanol, se agregaron 10 ml de Acido Acético Glacial y 1 gr de CLCd
disuelto en 1 ml de agua destilada. Las muestras se calentaron a 84 °C durante 5 min, se centrifugaron y
el color en el sobrenadante se midi6 a 505 nm. Con el valor obtenido se ingres6 en una curva de
calibracion realizada con Leu y Pro libres y se determiné la concentracién de Leu y Pro liberada en

cada muestra. La actividad especifica se expresé6 en nmol de Leu y Pro liberados por minuto por

miligramo de proteina.

4.4. Actividad proteolitica por degradacién de B- caseina

La actividad de células enteras provenientes de cultivos en leche, se evalué midiendo la degradacion de
- caseina (Sigma) en geles de poliacrilamida.

Para ello 100 ml de un cultivo en fase exponencial de crecimiento en leche se colocé en hielo y se
agreg6 1/10 vol de citrato de sodio 1IM. Se centrifugd a 8000 rpm durante 15 mina 4 °C.

El pellet se lavo en 2 ml de citrato de sodio 2% p/v. Para ello se centrifugé a 5000 rpm durante S min a
4°C.

El pellet se resuspendié en Tris HCl 50 mM pH7 CLCa 20 mM y se centrifugb a 5000 rpm, S min a
4°C. Se repiti6 el procedimiento una vez més y se resuspendié el pellet en 300 pul del mismo buffer.

Se tomo una alicuota para medir concentracion de proteinas y el resto se congelé a — 70 °C hasta su

uso.

180 pg de células, llevadas a un volumen de 500 pl con buffer Tris HCI SO0 mM pH7 Cl,Ca 20 mM, se
incubaron con 500 pul de una suspensién de B- caseina (5,4 mg/ml) durante O, 2y 4 hs a 30 °C. A los
tiempos indicados se tomaron 250 pl y se les agregd 7 pl de PMSF (40 mM). Se centrifugé a 13000
rpm durante S min y a 100 pl del sobrenadante se le agregé buffer para proteinas. Las muestras se
hirvieron durante 3 min, se centrifugaron y el sobrenadante se sembré en un SDS PAGE 20%. Luego
de la corrida, el gel se tifi6 con Coomasie Blue y se observaron las bandas de degradacion de B-caseina

a los distintos tiempos de incubacion.

S. Ensayos de pared
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5.1. Sensibilidad a mutanolisina de células enteras

Células enteras provenientes de cultivos en MRS o MRS NaCl 0,7M, de fase exponencial y
estacionaria de crecimiento, se resuspendieron a un DQsso inicial aproximada de 0,6 en buffer fosfato
de sodio 50 mM pH 6,5 o en el mismo buffer con NaCl 0,7M. Las supensiones se incubaron a 37 °C
con 0, 25 U/ml y 100 U/ml de mutanolisina. A los tiempos indicados se tomé una alicuota y se midid

DOsso para evaluar la lisis celular.

5.2. Obtencién de paredes por tratamiento con SDS

El pellet obtenido a partir de 300 ml de un cultivo en fase exponencial; se resuspendi6 en %2 volumen
de agua y se agregé 30ml de SDS 4% y se calent$ en bafio de agua en ebullicién durante 30 minutos.
Luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se volvié a centrifugar a 3000 x g para precipitar
aquellas células que no se habian lisado. El sobrenadante correspondiente se centrifug6 a 18000 x g a
25°C durante 20 minutos. El pellet resultante se resuspendi6 en 30ml de agua destilada y se calenté en
bafio de agua a ebullicién por unos 5 minutos. Se volvié a centrifugar a 18000 x g por 20 minutos a
temperatura ambiente. El pellet se lavd 5 veces con agua estéril y luego fue fraccionado y resuspendido
en 1ml de buffer Tris HCI 100mM-20mM MgSQO,4 pH=7. Estas suspensiones fueron incubadas 2 horas
a 37°C con DNAsa 30ug/ml y RNAsa 50ug/ml. De esta forma se hidroliza el DNA y RNA que puede
quedar adherido a la pared y dar por ende resultados erréneos en las determinaciones de fésforo y
azucares. Posteriormente se incubaron las suspensiones a 37°C durante toda la noche con tripsina
500pg/ml y CaCl; 10 mM de forma tal de hidrolizar la DNAsa, RNAsa y las proteinas remanentes. La
tripsina es una endoproteinasa que actia iinicamente sobre aminoacidos de configuracion L y no sobre
el péptidoglicano que contiene aminoacidos tanto de configuracién L como D. Este tratamiento elimina
aminoacidos presentes en el PG como impurezas.

La tripsina fue luego inactivada calentando 5 minutos a 100°C. La pared se obtuvo por centrifugacion a

18000 x g, se lavo con solucion fisiologica, se resuspendié en agua destilada y se congel6 a —20°C.

5.2.1. Sensibilidad a mutanolisina de paredes purificadas

Se ensayo6 el efecto de la mutanolisina sobre la pared celular purificada de células provenientes de las

condiciones indicadas. Para ello se prepararon suspensiones de las paredes obtenidas por tratamiento

54



Materiales y Métodos

con SDS en cubetas adaptables al espectrofotometro Metrolab 325 BD (1 ml) en buffer Tris HCI
100mM-MgSO,; 20mM pH=6,8. Las suspensiones se prepararon de forma tal de que las densidades
opticas iniciales fueran similares. La mutanolisina se empledé a una concentracién de 27 U/ml. Las

suspenstones se incubaron a 37°C y se monitoreo la variaciéon en la densidad éptica a intervalos de 10

minutos.



Apéndice Medios de Cultivo

Medios de cultivo

Medio MRS Medio Luria-Bertani (LB).

Polipeptona 10 g/l Peptona de caseina 10 g/l.
Extracto de carne 10 g/ Extracto de levadura 5g/l.
Extracto de levadura 5g/1 CINa 10g/1.
Glucosa 20 g/l Agar (cuando era necesario) 15g/1
Tween 80 1,08 g/l

Fosfato dipotasico 2g/

Acetato de sodio 5g/1

Citrato de Amonio 2/

Sulfato de Magnesio 0,2g/1

Sulfato de Manganeso 0,05 g/l

Medio leche suplementada

Leche en polvo descremada reconstituida 100 g/l

SOMg 0,6 mM
SOMn 0,3 mM
Tween 80 1ml/t
Buffer fosfato de sodio pH7 50 mM
Extracto de levadura 1g1

Cada componente se prepara por separado y se autoclava. ( principalmente la leche que NO DEBE MEZCLARSE CON
SALES) y luego se mezcla hasta obtener las concentraciones adecuadas.

Soluciones

Tfbl. Tl

Acetato de Potasio 30mM. MOPS 10mM.
CIK 100mM. ClCa 75mM.
Cl:Ca 10mM. CIK 10mM.
Cl:Mn 50mM. Glicerol 15%.
Glicerol 15%. pH=6,5 con KOH

pH=5,8 con acido acético.
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Medio CDM para Lactobacillus

Se prepararon soluciones stock de doble concentracién y se esterilizaron por el método que se indica. En €l momento de
usar el medio las soluciones se mezclaron como indica la tabla 2. El medio CDMN se realizd agregando NaCl a la
concentracidn indicada en cada caso. La mezcla resultante se filtr6 y se empled para el crecimiento de Lb casei ATCC
393. El procedimiento y composicién se muestra en la tabla .

Soluci6én Stock de observaciones 100 ml
100 ml (2X) CDM 2X
(en ml)
1-Acetato sédico 4g Autoclavar 121°C 15 min 10
Tween 80 2 ml
2A-Na,HPO, 152 g Autoclavar 121°C 15 min 10
NaH,PO, 198¢g
2B-KCl 6g Autoclavar 121°C 15 min 10
Citrato diaménico 4g
3-4X)
MnSO, 30,4 mg Autoclavar 121°C 15 min 5
MgSO, 08¢g
4- Autoclavar 121°C 15 min
L-Asparragina 200 mg 10
Glicina 200 mg
L-Triptofano 200 mg
L-Serina 200 mg
L-Alanina 200 mg
L-Fenilalanina 200 mg
L-Histidina 200 mg
L-Isoleucina 200 mg
L-Leucina 200 mg
L-Lisina 200 mg
L-Metionina 200 mg
L-Prolina 200 mg
L-Treonina 200 mg
L-Valina 200 mg
L-Arginina 200 mg
5- L-Tirosina 200 mg Preparar en NaOH 0,01M. 10
Autoclavar 121°C 15 min
6-(1X)
L-Cistefna 500 mg Preparar en el momento. 4
L-Glutamina 500 mg Filtrar
7-(1X)
Acido paraaminobenzoico 4 mg Filtrar. Proteger de 1a luz. 2
Piridoxal
Acido nicotinico 5mg
Acido félico 17 mg
Pantotenato de Calcio 32 mg
10 mg
8- Riboflavina 20 mg Disolver en Acido Acético 1
0,02N. Filtrar. Proteger de
la luz
9- Adenosina 80 mg Calentar para disolver. 10
Filtrar
10- Guanina 80 mg Se prepara en NaOH 10
0,15M. Filtrar
11-Uracilo 80 mg Se prepara en KOH 0,IM 10
12- Tiamina 200 mg Filtrar. Proteger de la luz. 0,1
13- Agua esteril Autoclavar 54
14- Glucosa 40% 40 gr Filtrar 2,5

Apéndice Medios de Cultivo
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Resultados I. Rol de los péptidos en la osmoproteccién.

CAPITULO1

Rol de péptidos en la osmoproteccién en Lactobacillus casei ATCC 393

Las bacterias lacticas (BAL) cumplen un papel muy importante en los procesos fermentativos
lacteos y carnicos e influyen en la calidad y la preservacion de los productos finales. El rol primario
de las BAL es la produccion de acido lactico a partir de carbohidratos que resulta en una
disminucion del pH asi como la protedlisis para liberar pequefios péptidos y aminoacidos libres.
Estos compuestos afectan el sabor y textura de los productos.

La disminucién de la activid\ad de agua por agregado de azicar o sal es un método tradicional
empleado para preservar alin;entos de la putrefaccion y de bacterias patogénicas y es un paso muy
importante durante la maduracion de ciertos quesos. La estrategia principal de las bacterias para
adaptarse a la alta osmolaridad consiste en la acumulaciéon de osmoprotectores que aumentan la
osmotolerancia. El principal soluto compatible descripto en BAL es la glicin betaina (Romeo ef al. ,
2001). Las BAL no son buenas transportadoras de prolina libre, aunque éste aminoacido ha sido
descripto como un buen osmoprotector en otras bacterias y su contenido en la caseina es deun 10 a
un 35%. Ademas de los solutos compatibles clasicos, en Listeria monocytogenes donde la prolina
solo es un buen osmoprotector a altas concentraciones (/0 mM) se describié que el agregado de
péptidos exdgenos conteniendo prolina aumentaba la osmotolerancia (Amenzaga ef al. , 1995).
Decidimos comparar el crecimiento de Lb. casei ATCC 393 en presencia de distintos efectores de
estrés hiperosmoético y evaluar, principalmente, el rol que podian cumplir los péptidos en la

osmoproteccion.

1.1 Crecimiento de Lb casei ATCC 393 en medio hiperosmético

Evaluamos el crecimiento de Lb casei ATCC 393 en medio minimo y completo a diferentes
concentraciones de NaCl, como efector de estrés osmoético. A fin de diferenciar estrés osmético de

estrés salino idnico también se ensayo el efecto de sacarosa y glicerol (Tabla 1).
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Resultados 1. Rol de los péptidos en la osmoproteccién.

Tabla 1: Velocidad de crecimiento de Lb. casei ATCC 393 en diferentes condiciones de
crecimiento

* 1, Velocidad de crecimiento en hs .

Se muestra la velocidad de crecimiento calculada a partir de un cultivo en fase exponencial y entre paréntesis la DOsso
final alcanzada. También se muestra la relacién entre la velocidad de crecimiento en la condicién control y en presencia
del efector de estrés indicado.

Medio CDM + 1y MO0sso ﬁnal) T control/ | Medio MRS + 1Y (DOgso final)  p control/
................. O e ST

0,16M NaCl 0,217 (2,28) 1 - 0,481 (5,94) 1

(control)

0,4AM NaCl 0,210 (2,08) 1,03 0,4AMNaCl 0,461 (5,27) 1,04

0,7MNaCl 0,095 (1,02) 2,28 0,7MNaCl 0,341 (3,75) 1,40

1M Nac(Cl 0,023 (0,31) 9,4 IM NaCl 0,114 (2,1) 4,18

Sacarosa IM 0,276 (3,22) 0,78 Glicerol IM 0,358 (5,83) 1,34
Glicerol 2M 0,147 (2,3) 3,26

En todas las condiciones, salvo en Sacarosa 1M, se observd una disminucion del crecimiento en el
medio hiperosmotico. El efecto observado fue proporcional a la concentracion del efector de estrés
empleado. La sacarosa no resulté un buen efector de estrés debido a que LA casei utiliz6 la sacarosa
como fuente de carbono, esto se reflej6é en el aumento de la velocidad de crecimiento observado.
Para una misma concentracion (por ejemplo 1M) la disminucién del crecimiento fue mayor
empleando NaCl como efector de estrés que glicerol (L NaCl= 0,114 vs p glicerol= 0,35). Es
importante tener presente que durante el crecimiento en presencia de sal el microorganismo se
encuentra sometido tanto a un estrés osmotico asi como a un estrés salino. Igualmente, decidimos
continuar nuestros experimentos empleando NaCl, ya que es el aditivo que se emplea en

preservacion de alimentos y durante la maduracion de quesos de pasta dura.
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Resultados I. Rol de los péptidos en la osmoproteccién.

Como se observa en la tabla 1, la osmotolerancia de este microorganismo fue mayor en un medio
complejo como MRS que en un medio minimo como CDM.

La osmotolerancia observada puede ser atribuida a los componentes presentes en el medio
complejo. Asumimos que la principal contribucion podia deberse a la presencia de peptona en el
medio MRS (1,5% p/v).

Como se muestra en la figura 1, el agregado de peptona de carne 0,1% p/v al medio CDMN (CDM
conteniendo 0,7M NaCl) result6 en una curva de crecimiento practicamente idéntica a la de CDM
control.

Para todas las concentraciones de NaCl evaluadas se observo que el agregado de peptona de carne
0,1% p/v produce un efecto estimulatorio en el crecimiento en medio hiperosmoético. Mientras que
la adicion de la peptona de carne 0,1% p/v al CDM result6 en una estimulacion del crecimiento de
aproximadamente 2 veces (WCDM= 0,217+0,055 y pCDMpc = 0,45210,011), el mismo agregado
en CDMN, resulté en una estimulacion del crecimiento de 2,5 veces en CDMN 0,7M (WCDMN=
0,095+ 0,011 y uCDMNpc = 0,237+0,018) y de 6,7 veces en CDMN 1M ((LCDMN= 0,023+0.005
y HCDMNpc = 0,155+0,001) (Figura 2). La amplia diferencia en la velocidad de crecimiento en
presencia de peptona de carne en un medio hiperosmoético (CDMN vs CDMNpc), comparada con la
diferencia observada por agregado de la misma en medio control (CDM vs CDMpc) indicaba que
los componentes presentes en la misma no sélo ejercian un efecto nutricional sino un importante

efecto osmoprotector durante el crecimiento en alta sal.

1.2 Compuestos osmoprotectores en la peptona de carne

Considerando que la peptona de carne aportaba sustancias que podian actuar como
osmoprotectores, decidimos desglosar los componentes presentes en la misma, para determinar
especificamente cuales ejercian ese rol. La peptona de carne, presenta altos niveles de carnitina, un

conocido osmoprotector, ademas de una alta proporcion de péptidos y pocos aminoacidos libres.
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Resultados 1. Rol de los péptidos en la osmoproteccion.

Figura 1: Efecto de la peptona durante el crecimiento en medio minimo en alta osmolaridad

Crecimiento en CDM (cuadrados) y CDMN 0,7M (circulos) en presencia (simbolos negros) o ausencia (simbolos
vacios) de peptona de carne 0,1%

DOS50nm

0,1

0 2 4 6 8 10 12
tiempo (hs)

Figura 2: Efecto estimulatorio de la peptona de carne durante el crecimiento en CDM a
distintas concentraciones de NaCl.

Se muestra la velocidad de crecimiento en CDM en presencia de NaCl a las concentraciones indicadas en el gréfico en
presencia (barras blancas) o ausencia (barras grises) de peptona de carne 0,1%.
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Resultados 1. Rol de los péptidos en la osmoproteccion.

1.2.1. Rol de la carnitina en la osmoproteccion.

Determinamos la velocidad de crecimiento de Lb. casei en medio CDMN suplementado con
carnitina a distintas concentraciones de NaCl. Empleamos varias concentraciones de carnitina, para
determinar la concentracion Optima como osmoprotector (Figura 3).

Como se observa en la figura 3, en ausencia de NaCl la carnitina no estimula el crecimiento de Lb
casei, pero a medida que aumenta la concentracion de sal en el medio las diferencias en el
crecimiento en ausencia y presencia de carnitina se acentian. Aunque al aumentar la concentracion
de NaCl, observamos un e_fecto de la camnitina dependiente de la concentracion de la misma, no
observamos diferencias a concentraciones de carnitina mayores a 2,5 mM. Esto probablemente se
deba a la saturacion del sistema de transporte de esta amina cuaternaria. Por lo tanto, esta

concentracién fue seleccionada para los ensayos.

Figura 3: Efecto de carnitina en el crecimiento de Lb casei en funcién de la concentracién de
NaCl presente en el CDM.

Rombos, camitina 0 mM; cuadrados carnitina 1mM; tridngulos camnitina 2,5mM y circulos, camnitina 5 mM.
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1.3 Rol de los péptidos en la osmoprotecciéon

Las peptonas son una mezcla compleja de péptidos derivados de la hidrolisis de proteinas animales
o caseina y contienen alrededor de un 80% de péptidos y un 20% de aminoacidos libres. En el caso

particular de la peptona de caseina, ésta presenta un alto numero de péptidos que contienen prolina.
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Resultados I. Rol de los péptidos en la osmoproteccién.

Decidimos investigar el rol estimulario de diferentes di y tripéptidos. Para ello comparamos la
velocidad de crecimiento en presencia de distintos péptidos en medio CDM, en ausencia o presencia
de NaCl 1M (Figura 4).

Como se indica en la figura, el efecto nutricional ejercido por los péptidos es despreciable
comparado con su efecto en la osmoproteccion. Consideramos un factor de dos veces o mas como
indicativo de este efecto. Con este criterio, ni la prolina ni la Prolil-hidroxiprolina serian utilizados
como osmoprotectores en Lb. casei, a las concentraciones testeadas. Esto puede deberse a un
transporte poco eficiente de este aminoacido; en Listeria monocytogenes es necesaria una
concentracion de prolina de 19 mM para que actie como osmoprotector (Beumer et al, 1994). Tanto
di como tripéptidos mostraron un rol importante en la osmoproteccién, independientemente de si
contenian o no prolina. La glicin-betaina ejercié un rol osmoprotector comparable al de la carnitina.
Cabe destacar que en el caso de la peptona de carne, el efecto osmoprotector es mucho mayor que el
efecto nutricional (6,7 veces de estimulacion del crecimiento en un medio hiperosmético, contra 1,7
veces en un medio control). De acuerdo a nuestros resultados, en este caso se observaria un efecto

aditivo por la presencia de péptidos y carnitina en la peptona de carne.

1.4 La leche como proveedora de péptidos para la osmoproteccién.

Decidimos evaluar el crecimiento de Lb. casei ATCC 393 en leche en presencia de NaCl. Los
procesos fermentativos lacteos emplean a la leche como sustrato para el crecimiento y es en este
medio donde el microorganismo se puede ver sometido a variaciones en la osmolaridad del medio
por agregado, por ejemplo, de sal.

A pesar de que el crecimiento de Lb. casei en leche es pobre, comparado con el crecimiento en
medio CDM o MRS, las diferencias observadas en el crecimiento de este microorganismo en leche
con y sin NaCl a una concentracion de 0,7M son similares a las observadas en medio complejo
como MRS (uLeche= 0,144 y uLecheN= 0,177) (Figura 5).
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Resultados I. Rol de los péptidos en la osmoproteccion.

Figura 4: Rol de péptidos en la osmoproteccion

Velocidad de crecimiento (i) en funcién de los compuestos agregados. El gréafico superior corresponde a CDM y el
grafico inferior a CDMN IM. El nimero dentro de las barras representa el factor de estimulacién (u con aditivo
respecto a nada). Los aminodcidos fueron agregados a una concentracién de 2,5 mM y los di y tri péptidos a 5 mM.

p(hs™)
0,15 - T
|
0,1 -
52| |54
0,05 - T 2
I AL 3,0 2,6 I 2'5 2’7
: rl—] 1,6 1,9 14
. L. 2> 2
& Ll e\Q Qog & Q‘ov\ K &> Q@v\
Q v € oY

64



Resultados I. Rol de los péptidos en la osmoproteccién.

Figura S: Crecimiento de Lb.casei en leche y en lecheN 0,7M en funcién del tiempo.
Los cuadrados representan el crecimiento en leche y los circulos en leche con NaCl 0,7M.
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La leche se caracteriza por presentar un alto contenido de caseina entera, pocos péptidos y escasos
aminoacidos libres.

La bacteria depende para su crecimiento en este medio de un sistema proteolitico que le permite
degradar la caseina, transportar los péptidos hacia el intracelular, degradarlos y utilizar los
aminoécidos para la sintesis de sus propias proteinas. Considerando que hemos observado que los
péptidos pueden actuar como osmoprotectores, éstos podrian ser los responsables de la alta
osmorresistencia encontrada durante el crecimiento en leche. Seria de esperar, entonces, que las
actividades de aquellos componentes del sistema proteolitico que actian como proveedores de

péptidos, se modificaran durante el crecimiento en un medio hiperosmoético.
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Resultados 1. Actividades de componentes del sistema proteolitico.

CAPITULO 11

Modificaciones de las actividades de los componentes del sistema proteolitico
durante el crecimiento en alta sal

En el capitulo I se demostro el rol de los péptidos en la osmoproteccion. En L monocytogenes, se
observod la acumulacion de pequefios péptidos que contenian prolina y glicina como solutos
compatibles (Amezaga ef al, 1995). En ese trabajo, la concentracion intracelular de péptidos se
modifica en respuesta a la alta osmolaridad. Es probable, entonces, que las actividades de las

peptidasas intracelulares también se modifiquen.

Y

2.1. Actividades de peptidasas y proteasas durante el crecimiento en un medio hiperosmético

A fin de comprobar si los péptidos contribuyen a un aumento de la concentracion intracelular de
prolina (conocido osmoprotector) analizamos tres peptidasas intracelulares especificas para
péptidos que contienen prolina, PepQ, Pepl, y PepX. PepQ, es una prolidasa que cliva dipéptidos
del tipo X-Pro, Pepl es una proliniminopeptidasa que cliva prolina del extremo N terminal de
péptidos de mas de tres residuos. El efecto conjunto de ambas peptidasas conduciria a un aumento
del pool de prolina en el citoplasma.

Analizamos las actividades de estas enzimas en distintas condiciones de crecimiento, como se

indica en la tabla 2.

En presencia de péptidos, la actividad especifica PepQ se mantuvo, y no vari6 de manera
significativa en presencia de sal. La actividad especifica Pepl, en cambio, disminuy6 en presencia

de péptidos y la represion se perdio en presencia de sal.

Decidimos analizar las actividades de PepX y PrtP. Estas fueron analizadas en las mismas
condiciones de crecimiento ensayadas para Pepl y PepQ y en presencia de péptidos individuales.

PrtP y PepX pertenecen al grupo de enzimas principales del sistema proteolitico en BAL.



Resultados II. Actividades de componentes del sistema proteolltico.

Tabla 2: Actividades especificas de PepQ y PepL

Ambas actividades fueron medidas empleando células permeabilizadas como se indica en materiales y métodos

provenientes de cultivos en fase exponencial de crecimiento en la condicién indicada.

* Actividad especifica: nmoles de Leu y Pro /min mg.
® Actividad especifica: nmoles p-nitroanilida /min mg.

ND no determinado.

CDM pc 0,5%
CDMN 0,7M pc 0,5%

2,4410,18
1,6740,17
2,2610,13
2,4410,15
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Tabla 3: Actividades especificas de PepX y Prtp

Las actividades fueron ensayadas con células permeabilizadas para PepX y con células enteras para PrtP como se
detalla en materiales y métodos.

a Actividad especifica: nmoles p-nitroanilida /min mg.
b Actividad especifica: unidades de fluorescencia (UF)/ min mg.

e S WX;;;‘I;ep % et stpbﬂprtpwmm
Agregado CDM CDMN CDM CDMN
Nada 78.0+£0.7 122.2+1.2 28+5.6 57+11.4
Ala-Ala-Ala SmM 4]1.312 120.7+6 153 57£11.4
Ala-Pro 5SmM 54.4+2.7 128.6+6.4 20+4 59+11.8
Leu-Pro SmM 39.6x1.9 103.4+5.1 13£2.6 54+10.8
Carnitina 2,5 mM ND ND 25+5 56x12
Peptona de carne 0.1% 51.8+0.5 87.9+0.8 21+4.2 36x7.2
Peptona de camne 0.5% 38.9£1.5 55.17+£2 7£1.5 18.243.6
Triptona 0,5% 374118 70.35+2.5 8+1.2 201+2.5

Como se observa en la Tabla 3, la actividad de PepX (X-prolil-dipeptidil- aminopeptidasa) fue
reprimida por péptidos, como ya habia sido reportado en Lactococcus lactis (Guedon et al, 2001).
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Resultados 1I. Actividades de componentes del sistema proteolitico.

Sin embargo, en un medio con alta concentraciéon de sal se perdié la represion y la actividad

aumento notablemente.

A fin de encontrar un método adecuado para medir la actividad proteolitica PrtP, determinamos la
actividad de esta enzima por SDS-PAGE con B caseina como sustrato. Empleamos células enteras
(PrtP se encuentra anclada a la pared de la bacteria) provenientes de cultivos en leche, ya que en L
lactis se observa la maxima actividad caseinolitica en este medio y comparable a la de CDM. En la
figura 6 se observa la desaparicion de la banda correspondiente a B caseina a lo largo del tiempo.
Aunque este método result6 efectivo para poner evidencia la actividad de esta enzima, el célculo de
la actividad especifica requiere incubaciones prolongadas y un analisis densitométrico de la
extincion de bandas. Por lo ‘tanto, preferimos emplear un método cuantitativo con un sustrato
fluorescente que nos permitiera comparar con mas exactitud las diferencias entre las distintas

condiciones de crecimiento.

Figura 6: SDS-PAGE de la hidroélisis de [ caseina por Lb.casei ATCC 393.

Células enteras de Lb casei ATCC 393 se incubaron con f3 caseina durante 0, 2 y 4 hs; callel, 2 y 3 respectivamente,
como se indica en materiales y métodos, Los productos fueron separados en un SDS PAGE 20% y teflidos con Azul de
Coomasie. En la calle 4 se muestra un control de B caseina incubado con buffer durante 4 hs.

68




Resultados 1I. Actividades de componentes del sistema proteolltico.

Para ello se utiliz6 el sustrato N-succinil-L-alanil-L-prolil-fenilalanina-4-metil-cumaril-7-amida,
que al ser clivado por PrtP, libera un compuesto que emite fluorescencia. Los resultados obtenidos

empleando este sustrato se muestran en la tabla 3.

Como ya habia sido descripto en L lactis, para PrtP, la principal proveedora de péptidos, se observo
una disminucion de la actividad en presencia de péptidos en el medio de cultivo. Existe una
comrelacion entre la concentracion de peptona y el grado de represion observado. Altas
concentraciones de peptonas (0,5%) producen una mayor represion que los péptidos individuales
indicando que la mezcla de péptidos es mas efectiva o que existe algiin componente adicional en la
peptona que puede ejercer un efecto represor. Analogo a lo ocurrido con PepX, se observé un claro
aumento de la actividad de PrtP en un medio hiperosmético, aun en la presencia de péptidos. Esto
ultimo indicaba una aparente pérdida del efecto represor durante el crecimiento en alta sal.

En presencia de peptona de carne, la pérdida de represion por péptidos en NaCl no es completa
como cuando se usan péptidos individuales y esto estaria relacionado con la mayor represion
ejercida por la peptona que por los péptidos individuales. No existe represion de la actividad de PrtP
en presencia de camnitina descartando que este compuesto esté involucrado en la regulacion y
demostrando que el efecto represor observado en la peptona de camne es producto de los péptidos

presentes en la misma.

2.2 Actividades de PepX y PrtP luego del choque osmético

Observamos que cuando Lb. casei crece en un medio hiperosmético, se pierde la regulacion por
péptidos de dos importantes componentes del sistema proteolitico, PepX y PrtP. Decidimos evaluar,
que sucedia con estas actividades enzimaticas en células que crecian en un medio con alto
contenido de péptidos y eran sometidas a un choque hiperosmético por el agregado de NaCl.

Un cultivo de Lb. casei en medio CDM suplementado con peptona de carne 0,5% se crecié hasta la
fase exponencial (aproximadamente 4 hs). A este tiempo el cultivo se dividio en dos y a una parte
se le agregd NaCl hasta una concentracion de 0,16M (cultivo control) y a la otra NaCl hasta una
concentracion final de 0,7M (cultivoN). A los tiempos indicados en la figura 7a, se tomaron
muestras y se ensayaron las actividades especificas PepX y PrtP. Los resultados obtenidos en cada

punto se muestran en la Figura 7b.
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Resultados II. Actividades de componentes del sistema proteolitico.

Figura 7a: Crecimiento de Lb.casei en CDM pc 0,5% sometido a un choque osmético con
NaCl 0,7M final.

Los cuadrados corresponden al cultivo control y los circulos al cultivo N. a, sefiala la muestra prechoque osmético, b
corresponde a la muestra control luego de separados los cultivos y ¢ corresponde a la muestra N luego del choque

osmotico (ver detalles en el texto)
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Figura 7b: Actividades especificas de PepX y PrtP antes y después del choque osmético

Las barras grises corresponden a la actividad especifica PepX en nmoles p-nitroanilida /min mg. Las barras rayadas
corresponden a la actividad especifica PrtP en unidades de fluorescencia (UF)/ min mg.
a, b y c corresponden a las muestras indicadas en la Figura 7a.
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Resultados 1I. Actividades de componentes del sistema proteolitico.

Ambas actividades, PepX y PrtP aumentaron notablemente luego del choque osmético (comparar
los puntos b y ¢). Aun cuando Lb.casei crece en un medio de alto contenido peptidico (donde ambas
actividades se encuentran reprimidas), se observa un aumento de las actividades de estas enzimas al
ser enfrentadas a una alta concentracion de sal. Esto indicaria que es la presencia de este efector de
estrés o una consecuencia de su presencia en el medio, la responsable de la pérdida de represion por

péptidos observada en células que crecen en un medio hiperosmoético.

Las actividades de PrtP y PepX, principales proveedoras de péptidos del sistema proteolitico de
bacterias lacticas aumentan durante el crecimiento en un medio hiperosmético. Mas aun, la pérdida
de represion por péptidos se observa claramente luego de someter a las células a un choque
osmoético. Estos resultados apuntan a ambas enzimas como proveedoras de péptidos que pueden
actuar como osmoprotectores durante un estrés osmotico. Si bien la actividad de Pepl se modifico
durante el crecimiento en alta sal, la actividlad de PepQ no varié (aunque tampoco mostro
regulacion por péptidos). Estos resultados no nos permiten inferir un rol de los péptidos como
proveedores de prolina libre en el intracelular que actie como osmoprotector durante el crecimiento
en alta sal. Mas aun, cabe recordar que ciertos péptidos que no contienen prolina (como TriAla)
pueden actuar como osmoprotectores, como se mostré en el capitulo 1, y la represiéon mediada por

ellos es sujeta a regulacion en un medio hiperosmético (Tabla 3).

2.3 Efecto de la fuente de carbono en la actividad de PrtP

Analizamos si existia modificacion de la actividad de PrtP dependiente de la fuente de carbono.
Medimos la actividad de esta enzima en CDM glucosa y CDM lactosa, en presencia y ausencia de
péptidos en un medio control y en un medio hiperosmético. La lactosa es el hidrato de carbono

presente en la leche Los resultados se muestran en la tabla 3.

Como se observa en la Tabla 3, la actividad PrtP en CDM lactosa disminuy6 levemente, pero no
hay diferencias significativas entre ambos valores. La represion por péptidos también se mantuvo en
esta condicion de crecimiento, asi como la desrepresion en presencia de NaCl. De acuerdo a estos
resultados, el cambio de lactosa por glucosa en el medio no modifica el efecto represor ejercido por

los péptidos y tampoco la pérdida de represion de los mismos en un medio hiperosmético.
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Resultados II. Actividades de componentes del sistema proteolitico.

Tabla 4: Actividad especifica PrtP en CDM con Glucosa y con Lactosa como fuente de
carbono

La actividad fue medida con células enteras cosechadas en la fase exponencial de crecimiento como se indica en
materiales y métodos.

* Actividad especifica: unidades de fluorescencia (UF)/ min mg.

Entre paréntesis se indica la actividad especifica relativa. El CDM sin agregados se tomé como el 100%.

Asp PrtP*
agregado CDM Glucosa 0,5% |CDM Lactosa 0,5%
Nada 22+5.6 (100) 14.5+4.2 (100)
pe 0,5% 6£1.5 (27) 2.240.6 (15)
NaCl 0,7M 57+11.4 (259) 22432 (38)
NaCl 0,7M + pc 0,5% 16.5+3.4 (75) 5.5+1.2 (152)




Resultados II1. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

CAPITULO 111

Regulacién de componentes del sistema proteolitico durante el crecimiento en
alta sal

En el capitulo II describimos el aumento de las actividades de algunos componentes del sistema
proteolitico durante el crecimiento en alta sal. En particular, PepX y PrtP perdian la represion por
péptidos en un medio hipersalino mientras que la actividad de PepQ permanecia sin modificaciones.
A fin de analizar a qué nivel se producia la regulacion que explicara el aumento en las actividades
observado, intentamos realizar un analisis transcripcional de la expresion de los genes pepX, pepQ y

prtP.

3.1 Amplificacién parcial de los genes pepX, pepQ 'y prtP de Lb. casei ATCC 393.

Con el objeto de obtener un fragmento de los genes pepX y pep(), para emplearlo como sonda en
experimentos de Northern Blot que nos permitiera monitorear la expresion de estos genes en
diferentes condiciones de crecimiento, disefiamos cebadores a partir de las secuencias disponibles

en base de datos para ambos genes en varias especies de Lactobacillus (ver Materiales y Métodos).

Sin embargo y a pesar de haber empleado diferentes estrategias, con los cebadores empleados
(pepQ! y pepQ2) solo logramos amplificar un fragmento de PCR a partir del gen pepQ en Lb
delbrueckii lactis LKT y Lb. delbrueckii bulgaricus 420, pero no en Lb. casei ATCC 393. Para

ambos microorganismos se obtuvo un fragmento del tamaiio esperado, de aproximadamente 530pb
(Figura 8).

En el caso de pepX, con los cebadores empleados (pepX1 y pepX2), no conseguimos amplificar este

gen en ninguno de los tres microorganismos.

Concluimos entonces, que la homologia entre los genes pepQ y pepX entre Lb. casei y otros
Lactobacillus y L. lactis no es suficiente para poder amplificar un fragmento de los mismos y
deberia recurrirse a otra estrategia como por ejemplo el clonado y secuenciacion del gen completo a

partir de una biblioteca genémica de Lb.casei ATCC 393.
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Resultados 111. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

Figura 8: PCR del gen pepQ

Calle 1: Fragmento de ADN amplificado a
partir del gen pepQ de Lb.delbrueckii lactis con
los cebadores pepQ1 y pepQ2.

Calle2: Fragmento de ADN amplificado a partir
del gen pepQ de Lb.delbrueckii bulgaricus con
los cebadores pepQl y pepQ2.

Calle 3: PCR con los cebadores pepQl y

pepQ2 utilizando ADN de Lb.casei ATCC 393
como templado.

Calle4: Fragmento de ADN amplificado a partir
del gen prtP de Lb casei ATCC 393 con los
cebadores prtP1 y prtP2. (control)

Calle5: Marcadores de peso molecular 100pb.
La banda mas intensa corresponde a 500pb.

Los fragmentos obtenidos fueron corridos en un
gel de agarosa 1%, tefiidos con Bromuro de
Etidio y fotografiados

Las flechas indican el tamafio de los fragmentos
amplificados.

En base a la secuencia de Lactobacillus paracasei subsp paracasei NCDO 151 (Holck y Naes,
1992), se disefiaron cebadores (prtP1 y prtP2) para amplificar por PCR un fragmento del gen prtP
de Lb.casei ATCC 393 (Figura 9).

Por PCR amplificamos un fragmento del tamafio esperado (720pb) en Lb. casei ATCC 393 (Figura
10).

Para corroborar la identidad de este fragmento, realizamos un mapeo por restricciéon, empleando
una enzima que (de acuerdo a la secuencia conocida de Lb. paracasei) cortaba en un unico sitio
dentro del fragmento (Figura 11ay 11b).

Luego de la restriccion con BamHI, obtuvimos dos fragmentos de aproximadamente 450pb y 270
pb coincidentes con lo esperado, indicando una elevada homologia entre los genes prtP de Lb.

paracasei subsp paracasei NCDO 151 y Lb. casei ATCC 393.
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Resultados III. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

Figura 9: Esquema de los genes prtPy prtM de Lactobacillus paracasei subsp paracasei
NCDO151
Se sefiala la posicion de los cebadores prtP1 y prtP2 empleados en este estudio.

priM prtP

Figura 10: PCR del gen prtP

Callel: Marcadores de peso molecular 100pb.
La banda més intensa corresponde a 500pb.
Calle 2: Fragmento de ADN amplificado a
partir del gen prtP de Lb. casei ATCC 393
empleando los cebadores prtP1 y prtP2.

Los fragmentos fueron separados en un gel de
agarosa 1%, teflidos con Bromuro de Etidio y
fotografiados.
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Resultados III. Regulacién de componentes del sistema proteolltico.

Figura 11a: Mapa de restriccion de prtP

Se indican en el mapa la posicién de los sitios de corte de las enzimas de restriccién empleadas para el
mapeo del fragmento de PCRy para el Southern Blot. Los sitios se identificaron en la secuencia de prtP de
Lactobacillus paracasei subsp paracasei NCDO 151
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sonda prtP

Figura 11b: Restriccion del fragmento de PCR prtP con BamH1

Callel: Marcadores de peso molecular 100pb.
La banda mas intensa corresponde a 500pb

<— 720 pb Calle 2: Fragmentos obtenidos a partir de la
restriccion del producto de PCR prtP con

e < 450 pb .
<+ 270 pb Las flechas indican el tamafio de los fragmentos

obtenidos. Los fragmentos fueron separados en
un gel de agarosa 1%, tefiidos con Bromuro de
Etidio y fotografiados

El fragmento de PCR, se marcé y se emple6 como sonda en experimentos de Southern

Blot, con ADN cromosémico de Lh casei ATCC 393 cortado con diferentes enzimas de
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Resultados III. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

restriccion. En el ADN cortado con EcoRI Se revel6 una banda de 4000pb, del tamafio
esperado (Figura 12). En el ADN cortado con Pstl se revelé una banda de 6000pb,
coincidente con lo esperado y otra banda de aproximadamente 4000pb. Considerando
que empleamos como referencia la secuencia de prtP de otro microorganismo distinto a
Lb casei ATCC 393, no podemos descartar la apariciéon de otro sitio de corte para Pstl
en la secuencia del gen de este microorganismo. Este de sitio de corte seria interno al
fragmento de 6000pb y fuera de la secuencia correspondiente a la sonda. Cabe destacar
que la intensidad de la banda de 6000pb es menor que la intensidad de la banda de
4000pb, indicando que la primera podria provenir de una digestion parcial del ADN con
Pstl. B

Ambos resultados (Mapeo por restriccion y Southern Blot) fueron suficientes para

corroborar la identidad del fragmento amplificado.

3.2. Analisis transcripcional de prtP

La misma sonda empleada en el Southern Blot se utiliz6 en experimentos de Northern
Blot, a fin de evaluar si existian variaciones en el ARNm de prtP en distintas
condiciones de crecimiento. Con el fin de nommalizar los datos y poder comparar
efectivamente los niveles de mensajeros provenientes de cada condicion, se amplifico
un fragmento del gen del ARNr 16S de Lb.casei ATCC 393 que se utilizé6 como control.
En este caso los cebadores correspondientes (ARNr16s1 y ARNr 16s2) se obtuvieron a
partir de la secuencia del gen del ARNr 16S de Lb casei ATCC 393, que se encuentra en
la base de datos. Para el Northern blot se empleé ARN de células provenientes de dos
condiciones de crecimiento, en Leche (donde la actividad de PrtP ha sido descripta a
niveles comparables a los de CDM) y MRS donde esta actividad se encuentra reprimida
debido a los altos niveles de péptidos presentes en el mismo. Los resultados se muestran
en la Figura 13. A pesar de reiterados intentos no logramos revelar una banda
correspondiente al ARNm de prtP. El tamafio esperado de este mensajero es de
aproximadamente 5600 pb. En todos los casos, al emplear la sonda para prtP, en la
hibridaciéon solo revelamos dos bandas muy netas correspondientes a los ARNr
bacterianos 23S y 16S. Esto ya ha sido observado para otros ARNm bacterianos de gran
tamafio que se degradan y corren atrapados en la trama de los ARN ribosomales. Este
efecto ha sido observado para el ARNm de prtP de Lb casei ATCC 393. (Gaspar Perez

Martinez, comunicacion personal).
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Resultados III. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

Figura 12: Southern Blot de Lb, casei ATCC 393

<+— 6000 pb

+— 4000 pb

<— 700 pb

Figura 13: Northern Blot del ARNm prtP

< ARNr 23s

< ARNT 168

En todas las calles la sonda empleada fue el
fragmento prtP obtenido por PCR, marcado con
biotina.

Callel: Fragmento de PCR prtP, sin marcar,
empleado como control.

Calle 2: ADN de Lb.casei ATCC 393 cortado
con EcoRI.

Calle3: ADN de Lb. casei ATCC 393 cortado
con Pstl.

Calle 1 y 3: ARN obtenido a partir de células
crecidas en MRS.

Calle 2 y 4 : ARN obtenido a partir de células
crecidas en Leche.

Calle 1 y 2: Revelado con una sonda obtenida a
partir del fragmento de PCR prtP.

Calle 3 y 4: Revelado con una sonda obtenida a
partir del fragmento de PCR ARNr 16s.

Se indican las posiciones correspondientes al
ARNTr 23s y el ARNr 16s
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Resultados III. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

Dado que resultaba imposible medir los niveles del mensajero prtP por esta técnica decidimos hacer
una RT-PCR semicuantitativa. Utilizamos los mismos cebadores que en la preparacion de la sonda.
Con el mismo criterio, se amplificé el ADNc de prtP y del ARNr 16s para normalizar los datos.

Empleamos ARN extraido de células crecidas en cuatro condiciones, CDM, CDM pc 0,5%, CDMN
(0,7M) pc 0,5% y CDMN. Decidimos emplear peptona de carne y no péptidos individuales debido a
la mayor densidad celular que alcanzaban los cultivos en esta condicién. Los resultados se muestran

en la figura 14.

En la figura 15 se muestran los resultados del analisis por densitometria de la RT-PCR (que
corresponden a los niveles del ARNm correspondiente), comparados con los valores de actividad
especifica PrtP medidos en cada condicion de crecimiento.

Como se observa en la Figura 15 existe una correlacion directa entre la disminucion en los niveles
de ARNm prtP en CDM pc 0,5% y la disminucién de la actividad PrtP en esta condicion, indicando
que la represion por péptidos ocurre a nivel transcripcional. Asi mismo, la pérdida de la represion
por péptidos en presencia de sal coincide con un aumento de los niveles del ARNm
correspondiente, indicando que la pérdida de represién es a nivel transcripcional. Llamativamente,
aunque la actividad de PrtP aumenta practicamente al doble en CDMN comparado con la condicién
control, los niveles de ARNm se mantuvieron sin cambio. Por lo tanto el aumento de la actividad
observado en esta condicion de crecimiento no coincide con un aumento en los niveles del

mensajero correspondiente.
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Resultados I1I. Regulacién de componentes del sistema proteolitico.

Figura 14: RT-PCR semicuantitativa

En el panel superior se muestra la RT-PCR de prtP, panel inferior RT-PCR de ARNr 16s a partir de ARN de: 1, CDM;
2, CDM pc 0,5%; 3 CDMN pc 0,5% y 4, CDMN. Las PCRs fueron realizadas usando como templado el ADNc

correspondiente, tal cual, diluido 1/5 y diluido 1/25.

Figura 15: Relacion entre la actividad transcripcional del gen prtP y la actividad especifica de
la enzima PrtP

Las barras rayadas corresponden a la densitometria de la RT-PCR (expresada como niveles relativos de ARNm prtP en
cada condicion). Las barras lisas corresponden a la actividad especifica relativa PrtP para las mismas condiciones de
crecimiento. Se eligié la condiciéon CDM como 100%.
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Resultados 1II. Regulacién de componentes del sistema proteolltico.

3.3. Analisis de los niveles de PrtP. y cilculo de parametros cinéticos

Propusimos que el aumento de la actividad de PrtP en CDMN, sin una modificacion en los niveles
del mensajero correspondiente podia ocurrir por dos motivos: un aumento en los niveles de la
proteina, debido a algun tipo de regulacion postranscripcional o un cambio en la actividad
especifica de la enzima durante el crecimiento en el medio hiperosmético.

Para probar la primera hipotesis realizamos un Western Blot con anticuerpos monoclonales anti

PrtP de Lactococcus lactis (Figura 16).

Como se observa en la Figura 16, con el anticuerpo empleado solo fue posible revelar una banda de
aproximadamente 130 kDa, pél:o no la proteina entera de una tamaifio aproximado de 190 kDa.
Como ya habia sido descripto en Lactococcus lactis (Laan et al, 1988; Laan y Konings, 1991) esta
banda corresponde a un fragmento de autoproteolisis de PrtP. PrtP posee actividad autoproteolitica,
y a pesar de que la preparacion de las células para el Western blot se hizo en un buffer en presencia
de Ca'™, condicion en la que se estabiliza la conformacion de PrtP y se disminuye la autoproteélisis,
no fue posible revelar la proteinasa entera. Ademas, el anticuerpo empleado es un monoclonal
contra la proteinasa de Lactococcus lactis por lo que, aunque se emplea un gel desnaturalizante, el
epitope podria no estar accesible en la proteina entera en L casei. No pudimos detectar la banda en
células provenientes de la condicidon control (CDM), esto podria deberse a que la autoproteolisis
estaria disminuida en esa condicion, o por el contrario se encuentra aumentada y el fragmento de
130 kDa es sujeto a posterior autoprotedlisis y por lo tanto no es detectado en el Western Blot.

A partir de estos resultados, concluimos que al tratarse de una proteasa autoproteolitica no es
posible determinar por este método diferencias en la abundancia de la proteina en las distintas
condiciones de crecimiento, ya que esto puede conducir a diferencias en la abundancia relativa de

los fragmentos revelados en el Western Blot; al menos con el anticuerpo empleado.

Para probar la segunda hipoétesis, se decidio analizar los parametros enzimaticos Km y Vmax de
PrtP. Determinamos la actividad de PrtP en células enteras provenientes d¢ CDM y CDMN a
diferentes concentraciones de sustrato.. Estos experimentos nos permitieron obtener los valores de
Km y Vmax para esta enzima. Estos valores, aunque aparentes, ya que se calcularon con células
enteras y no con la enzima purificada, nos dieron informacién acerca de PrtP en estas condiciones
de crecimiento.

La figura 17 muestra un grafico de Lineweaver-Burk de los resultados obtenidos
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Figura 16: SDS-PAGE y Western Blot con anticuerpos anti PrtP

La imagen de la izquierda muestra un SDS-PAGE 10% de células enteras provenientes de las condiciones de
crecimiento indicadas. La ultima calle muestra los marcadores de peso molecular y el tamafio correspondiente. A la
derecha, Western Blot con anticuerpo anti PrtP.

<— 130KDa

Figura 17: Grifico de Lineweaver-Burk (actividad PrtP en funcién de la concentracion de

sustrato)

La actividad PrtP se ensay6 con células enteras de la fase exponencial de crecimiento en CDM (cuadrados) y CDMN
(circulos). Se graficaron las inversas de la velocidad en unidades de fluorescencia (UF)/ min mg 1 en funcién de la
inversa de la concentracién de sustrato N-succinil-L-alanil-Lprolil-Lphenil alanina-4metil-coumaril-7-amida en uM ™
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Como se desprende del grafico de la Figura 17, no se observaron diferencias en la afinidad aparente
de PrtP por su sustrato en ambas condiciones (valor de Km aparente de 75 M para CDM y 73 uM
para CDMN). Sin embargo, se encontré un aumento de dos veces en la Vmax aparente en las células
crecidas en NaCl (33,6 UF/min mg en CDM y 69,5 UF/min mg en CDMN). Ya que el NaCl no esta
presente durante el ensayo de actividad, las modificaciones observadas pueden estar relacionadas a
una activacion de la enzima durante el crecimiento en un medio hiperosmotico.

PrtP se encuentra insertada en la envoltura de Lb. casei y esta localizacion es importante para su
actividad. En este contexto cabe remarcar las observaciones de modificaciones en las envolturas de
los microorganismos durante el crecimiento en alta sal (Lopez et al, 1998; Poolman et al, 2002 y
resultados de esta tesis). Por 19 tanto las diferencias observadas pueden estar relacionadas con
modificaciones en el entorno d.e la proteina durante el crecimiento en un ambiente hipersalino, que
le permitirian adoptar una configuracion diferente que podria tener como consecuencia un aumento

de la actividad especifica de la enzima.

En resumen, el aumento de la actividad méaxima de la enzima durante el crecimiento en CDMN, nos
permiti6 explicar el aumento de la actividad observado en esta condicién, sin que exista una

variacion de los niveles del ARNm correspondiente.
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CAPITULO IV

Modificaciones del grado de superenrollamiento del ADN durante el crecimiento
en alta sal

En Salmonella typhimurium y en Bacillus subtilis se ha descripto un aumento del grado de
superenrollamiento del ADN durante el crecimiento en alta sal (Higgins ef al, 1988; Alice et al,
1997). En Salmonella typhimurium estos cambios estarian relacionados, al menos, con la induccién
especifica del gen proU, que es un transportador de glicin betaina que puede actuar como
osmoprotector. En Bacillus subtilis la pérdida del aumento del grado de superenrollamiento durante
el crecimiento en un medio hipé}osmético es letal, indicando que esta modificacion es fundamental

para la supervivencia en altas concentraciones de sal.

1.1 Durante el crecimiento en un medio hipersalino ocurre un aumento en el grado de
superenrollamiento del ADN en Lb casei ATCC 393.

Se decidié analizar el grado de superenrollamiento del ADN de un plasmido empleado como
reportero en Lh casei ATCC 393. Empleamos Lb. casei ATCC 393 transformada con el plasmido
pNZ273.

En la Figura 18 se muestra la separacion de topoisémeros en un gel de agarosa conteniendo
cloroquina, de plasmidos extraidos de células crecidas en medio MRS y MRSN (NaCl 0,7M).

Como ya habia sido descripto en otros microorganismos. Se observé un aumento del grado de
superenrollamiento de plasmidos aislados de células crecidas en MRSN. La variacion en el linking

number (A Lk) de células crecidas en el medio control y en el medio con NaCl fue de -3.

Dado que la mayor diferencia de crecimiento entre un medio hiperosmético y un medio control se
obtuvo en CDM (Capitulo I), se analizaron las variaciones en esta condicion de crecimiento (Figura
19)



Resultados 1V. Modificaciones en el grado de superenrollamiento del ADN.

Figura 18: Variacion en el grado de superenrollamiento de plismidos durante el crecimiento
en MRS y MRSN.

Electroforesis en geles de cloroquina del pldsmido pNZ273 extraido de células en crecimiento exponencial en: callel
MRS, calle 2 MRS NaCl 0,7M. El gel contenia cloroquina 6 pg/ml. En estas condiciones los topoisdmeros mas
superenrollados migran m4s répido. Se muestra el andlisis densitométrico de la imagen. Las flechas sefialan el pico del
topoisdmero mas representado.
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Figura 19: Variacion en el grado de superenrollamiento de plismidos durante el crecimiento
en CDM.

Electroforesis en geles de cloroquina del pldsmido pNZ273 extraido de células en crecimiento exponencial en: callel
CDM, calle 2 CDM pc 0,1%, calle3 CDMN pc 0,1%, calle 4 CDMN. La concentracién de NaCl empleada fue 0,7M. El
gel contenia cloroquina 6 pg/ml. En estas condiciones los topoisdmeros mas superenrollados migran mas rapido. Se
muestra el analisis densitométrico de la imagen. Las flechas sefialan el pico del topoisdémero més representado.
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Se observo una diferencia en el linking number (ALk) de -3 entre los plasmidos obtenidos de CDM
y CDMN 0,7M (Figura 19, calle 1 y 4). El agregado de peptona 0,1% durante el crecimiento,
disminuy6 esa diferencia a un valor de —1 (Figura 19 calle 1 y 3). Como control evaluamos si
existian modificaciones en el Lk por agregado de peptona al medio CDM. No observamos
diferencias en el superenrollamiento de plasmidos obtenidos de CDM y CDM pc 0,1% (Figura 19,
calles 1 y 2). |

De acuerdo a estos resultados, ciertos componentes presentes en la peptona de camne lograban
revertir parcialmente el aumetito observado en el grado de superenrollamiento del ADN durante el

crecimiento en un medio hipersalino.

Se decidi6 evaluar, entonces, el efecto en el grado de superenrollamiento del ADN, de péptidos
individuales agregados durante el crecimiento en CDMN (Figura 20). Cuando estos péptidos fueron
agregados al CDMN, se observo una recuperacion del superenrollamiento del ADN semejante al de
la condicién control en CDM (Figura 20 calles 4 y 5). El mismo comportamiento se vio en

presencia de camitina en CDM (Figura 20, calle 3).

Por lo tanto, la carnitina (un conocido soluto osmocompatible) y los péptidos tuvieron un efecto
similar en la configuracion del ADN, corroborando el rol de los péptidos como osmoprotectores, tal

como se propuso en el Capitulo 1.

1.2 Efecto de la novobiocina en la viabilidad durante el crecimiento en NaCl

La novobiocina es un inhibidor de la ADN girasa. Esta enzima es la responsable del aumento del
grado de superenrollamiento del ADN. Para evaluar si ese aumento en el grado de
superenrollamiento era esencial para la supervivencia del microorganismo en un medio hipersalino
se analiz) el efecto del agregado de este inhibidor durante esa condicion de crecimiento.

Los resultados se observan en la figura 21.
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Figura 20; Efecto de péptidos y carnitina en el grado de superenrollamiento del ADN durante
el crecimiento en medio hiperosmético.

Electroforesis en geles de cloroquina del pldsmido pNZ273 extraido de células en crecimiento exponencial en: callel
CDM, calle 2 CDMN, calle3 CDMN + 2,5 mM carnitina, calle 4 CDMN + 5 mM Ala-Pro, calle 5 CDMN + Gli-Pro-
Ala 5 mM. La concentracién de NaCl empleada fue 0,7M. El gel contenfa cloroquina 6 pg/ml. En estas condiciones los

topoisdmeros mas superenrollados migran mas rdpido. Se muestra el andlisis densitométrico de la imagen. Las flechas
sefialan el pico del topoisdémero més representado.
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Resultados IV. Modificaciones en el grado de superenrollamiento del ADN.

Figura 21: Efecto de novobiocina durante el crecimiento en un medio hiperosmético.

La viabilidad se monitore6 a través de la variacién de 1a DO550 en funcién del tiempo. En un experimento previo se
determiné la concentracién subletal de cloroquina que se empled en el ensayo. Los circulos corresponden a CDM y los

tridngulos a CDMN 0,7M. Los simbolos vacios corresponden a cultivos conteniendo novobiocina 40 pg/ml y los llenos
a cultivos sin cloroquina.

DO550

0.1 - T
0 25

5 75 10
tlempo (hs)

La velocidad de crecimiento en un medio sin sal (CDM) disminuyé 1,18 veces por el agregado de
novobiocina 40 pg/ml (LCDM= 0,1756 vs uCDMnov= 0,148) y en un medio hiperosmético
(CDMN) disminuy6 en un nivel semejante, 1,14 veces (WCDMN= 0,099 vs uCDMNnov= 0,086).

De acuerdo a estos resultados, a diferencia de lo observado en B.subtilis (Alice et al, 1997) donde la
inhibicion parcial de la ADN girasa responsable del aumento en el grado de superenrollamiento del
ADN en un medio hiperosmético resultaba letal, en Lb. casei ATCC 393 no se modifico la
viabilidad del microorganismo en un medio hipersalino por el agregado de este compuesto. Por lo
tanto, el aumento en el grado de superenrollamiento observado durante el crecimiento en medio
hiperosmético no seria indispensable en la regulacién de funciones esenciales para la supervivencia

frente a este efector de estrés, por lo menos en las condiciones testeadas.
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CAPITULO V

Identificacion de posibles reguladores de componentes del sistema proteolitico

relacionados con la respuesta a estrés osmético

En el 2001, Guedon y colaboradores, tratando de identificar un regulador transcripcional que
mediara la represion por péptidos de los componentes principales del sistema proteolitico en L.
lactis, buscaron mutaciones que desreprimieran la expresion de opp-pepOl en un medio que
contenia una mezcla de péptidos.

Encontraron que la mayoria de las cepas que presentaban el fenotipo desreprimido eran mutantes
para un homélogo del regulador pleiotropico CodY de B. subtilis y algunas lo eran para el gen dipT
que codifica para un transportador de di-tripéptidos. Era de esperar que una deficiencia en la
incorporacion de péptidos a través de DtpT redujera la represion de la transcripcion de opp-pepOl.
Como se demostro en el capitulo 1 y se corroboré en el capitulo IV, los péptidos pueden ejercer un
rol en la osmoproteccion en LA casei ATCC 393. Se decidio, entonces, construir una mutante para
el transportador de péptidos DtpT y analizar su comportamiento durante el crecimiento en alta sal.
También se determind la presencia de la proteina CodY en Lb. casei ATCC 393 y se analizo su
participacion en la pérdida de represion por péptidos del gen prtP observada durante el crecimiento

en un medio hiperosmético.

5.1 Obtencién de una mutante para el gen dipT

5.1.1. Construccién de una mutante para el gen dipT en Lb. casei ATCC 393.

Para construir la mutante, se intenté en primer término amplificar parcialmente el gen dipT de Lb
casei ATCC 393, para clonarlo en un plasmido y realizar una mutagénesis de ese gen por insercion
del plasmido en la secuencia homoéloga en el cromosoma bacteriano. Sin embargo, con los
cebadores empleados (dtpT1 y dtpT2) no fue posible amplificar un fragmento en esta cepa. Se
amplifico, en cambio, un fragmento del gen dipT (de aproximadamente 500 pb) de Lb.delbrueckii
lactis LKT. La identidad del fragmento amplificado se corrobor6 mediante secuenciacion (Figura
22). Se realiz6 un analisis de la secuencia empleando el programa BLASTpx, este programa traduce

la secuencia de nucleétidos en los 6 marcos de lectura posible (tres en cada direccion) y compara la
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secuencia de aminoacidos obtenida con la de proteinas conocidas presentes en el banco de datos. La
secuencia aminoacidica present6 una identidad de un 99% con la proteina DtpT de Lactobacillus
plantarum WCEFS]1, indicando una elevada homologia entre los productos génicos de ambos
microorganismos. Era probable que el gen dtpT de Lb.delbrueckii lactis presentara, también, una
alta homologia con el gen dipT de LA casei, suficiente para que ocurriera una recombinacion

homoéloga.

El fragmento del gen dipT fue clonado en el pGEMT easy vector (Promega) para luego subclonarlo
en el plasmido pRV300 (Leloup e al, 1997). El vector pRV300 posee un cassette de resistencia a
eritromicina y carece de un origen de replicacion de bacterias Gram positivas. Luego de transformar
a Lh casei con este plasmido conteniendo el fragmento del gen dipT de Lb.delbrueckii lactis LKT y
plaqueando en un medio que contenga eritromicina, se seleccionaran aquellas bacterias en las que el
plasmido se insert6 en el cromosoma bacteriano por un Unico evento de recombinacioén entre el gen
dipT de Lb.delbrueckii lactis LKT y el gen dtpT endogeno.

En la Figura 23 se muestra un esquema del plasmido que lleva el fragmento del gen dtpT de Lb-
delbrueckii lactis LKT y la construccion presente en el cromosoma bacteriano en caso de que haya
ocurrido la recombinacién con el gen endogeno. A la cepa resultante se la denominé Lb.casei dipT,

ya que en la misma el gen dipT queda interrumpido por la insercion del plasmido pRV300.

Se realiz6 una PCR empleando los cebadores amp1 y amp2 para verificar la insercién del plasmido
en la cepa receptora. Como se observa en la figura 24 con los cebadores ampl y amp2 solo se
amplificé un fragmento del tamafio esperado en la mutante, indicando la insercién del plasmido
pRV300, que lleva el gen de resistencia a ampicilina, en el cromosoma bacteriano. También se
muestra el fragmento amplificado del gen dipT de Lh delbrueckii lactis LKT (aproximadamente 500
pb) y su ausencia cuando se emplea ADN de Lb.casei ATCC 393 como templado.

5.1.2. Caracterizacién fenotipica de la mutante dipT

Se compar¢ la velocidad de crecimiento de la cepa salvaje (Lh casei wt) y mutante (Lb casei dipT)
en medio completo (MRS) y en medio minimo (CDM) en ausencia y presencia de NaCl. Las curvas

de crecimiento obtenidas se observan en la figura 25 ayb.
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Figura 23: Construccion de la mutante Lb casei dtpT

A) Se muestra un esquema de la insercion del pldsmido pRV300 que porta un fragmento del gen dipT de Lb
delbrueckii lactis LKT y la recombinacién con el gen dipT de Lb casei ATCC 393.
B) Construccién presente en la cepa mutante luego de la recombinacién.

A)

900

dipT Lb casei ATCC 393

B)
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Figura 24: PCR de Lb. delbrueckii lactis LKT, Lb.casei wt y Lb.casei dipT.

Calles 1, 2 y 3: se empled ADN de Lh delbrueckii lactis LKT como templado.

Calles 4, 5y 6: se empleé ADN de LA casei wt como templado.

Calles 8, 9y 10: se empled ADN de Lh casei dtpT como templado.

Calle 7 y 11: marcadores de peso molecular 100 pb.

En las calles 1, 4 y 8 se emplearon amp1 y amp2 como cebadores.

En las calles 2, 5 y 9 se emplearon dtpT1 y dtpT2 como cebadores.

En las calles 3, 6 y 10 se emplearon prtP1 y prtP2 como cebadores. La amplificacion parcial del gen prtP se
empled como control en todas las reacciones (tamafio esperado del fragmento 700 pb).

Los fragmentos fueron separados en un gel de agarosa 1,5% tefiidos con Bromuro de etidio y fotografiados.
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Figura 25: Crecimiento de Lh casei ATCC 393 dtpT en MRS y CDM

En la figura a) se compara el crecimiento de la cepa mutante dipT con la cepa salvaje en medio completo
MRS y en la figura b) en CDM. Tridngulos, 393 y cuadrados 393 dipT. Los simbolos llenos corresponden al
medio control y los vacios al medio suplementado con NaCl 0,7M.
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Como se desprende de la figura 25 a) la velocidad de crecimiento de la mutante dipT en
MRS es menor que la de la cepa salvaje (pwt MRS= 0.446 vs. pdipT MRS=0.204). La
diferencia principal es que la mutante presenta un “lag” pronunciado al inicio del
crecimiento. Sin embargo, la mutante practicamente logra equiparar la densidad celular de
la cepa salvaje. El medio MRS presenta una concentracion elevada de péptidos y pocos
aminoacidos libres. La mutante carece de uno de los sistemas de transporte de di-tripéptidos
que explicaria el retardo observado en el crecimiento. En Lactococcus lactis se observod
que, para la mayoria de los péptidos, la ausencia de un transportador puede ser suplida por
los otros transportadores presentes en la membrana (Sanz et al, 2001) lo que finalmente le
permitiria incorporar los péptidos que aporten los aminoicidos necesarios para el
crecimiento. Estos resultados son analogos a lo observado en la mutante LA casei dtpT.
Como se observa en la figura 25 b), la mutante present6 un comportamiento similar al de
MRS en medio minimo CDM. Este medio contiene todos los aminoacidos necesarios para
el crecimiento y carece de péptidos. Aunque en esta condicién se esperaria un crecimiento
de la mutante semejante al de la cepa salvaje, en Lactococcus lactis también se observé una
marcada disminuciéon de la velocidad de crecimiento de una mutante de varios
transportadores, comparada con la cepa salvaje, ain en un medio que aportaba todos los
aminoacidos requeridos.

Por otro lado, la mutante dtpT resulté ser mas osmosensible que la cepa salvaje. Mientras
que para la cepa salvaje la relacién entre la velocidad de crecimiento en MRS y MRSN
0,7M es de aproximadamente 1,4 veces, en la mutante d1pT es de aproximadamente 3 veces
(pwt MRS= 0,446 vs pwt MRSN 0,7M= 0,325 y pdpT MRS=0,204 vs udipT MRSN
0,7M= 0,066). Ademas mientras que la cepa salvaje en medio hiperosmético alcanza la
misma densidad 6ptica final que en medio control, la cepa mutante no puede hacerlo. LA
casei dipT no logr6é crecer en medio CDM en presencia de NaCl 0,7M corroborando su
mayor osmosensibilidad. De estos resultados se desprende que una mutante deficiente en el
transporte de péptidos, es mas osmosensible que la cepa salvaje.

Con intencion de caracterizar el fenotipo (ausencia del transportador DtpT) de la cepa
mutante, se empleé un medio CDM sin leucina en el que se agregaron varios péptidos como
la Unica fuente de este aminoacido. El microorganismo solo podia crecer en esa condicion

si el péptido correspondiente era transportado y proveia el aminoacido correspondiente ya
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que Lb. casei ATCC 393 es auxotrofa para Leucina. El crecimiento se evalu6é midiendo la

DOssonm @ los tiempos indicados en la tabla 5.

Tabla S: Crecimiento de Lb.casei wt y Lb.casei dpT con diversos péptidos como tnica
fuente de Leucina.

L (Leucina), P (Prolina), T (Treonina), G (Glicina), K (Lisina)

e DOSSOOMM
Condicién de 393 393 dipT
crecimiento

CDMsinL + DOss 24hs DOss 24hs DOsso48hs
- 0.103 0.103 ND
L 0.75mM 2.23 0.953 2.1
L 0.1mM ND ND 0.808
LP 1mM 2.63 1.4 1.6
LP 0.1mM 1.96 ND 0.936
TL 1mM 2.34 0.515 1.5
TL 0.1mM 1.85 ND 0.783
GL 1mM 2.32 0.621 1.59
GL 0.1mM ND ND 0.676
LL 1 mM 1.9 1.41 1.84
LL 0.1mM ND ND 0.865
KL 1mM 2.3 0.487 1.6
KLOlmM | ND i ND 10414

De acuerdo a los resultados de la tabla 5 ninguno de los péptidos ensayados es transportado
exclusivamente por DtpT ya que todos fueron capaces de suplir la ausencia de Leucina en
el medio.

Aunque en la cepa salvaje los valores de densidad Optica alcanzados fueron similares si la
leucina era suplementada por el péptido o si se encontraba libre en el medio, en la mutante
estos resultados fueron variables. Con tres de los péptidos (TL, GL y KL) se observaron

diferencias significativas en la densidad celular alcanzada cuando el aminoédcido faltante
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era suplementado por el péptido y cuando estaba libre en el CDM. Principalmente para KL
esas diferencias fueron ain mas marcadas empleando una concentracion del péptido de
0,1mM.

En Lactococcus lactis, la diferencia entre una doble mutante (Opp’,DtpT) y una triple
mutante (Opp,DtpT,Dpp’) solo pudo ponerse en evidencia empleando un dipéptido VV
(valina-valina) a una concentracién de 0,035 mM, ya que a concentraciones mayores podia
ser transportado por un cuarto sistema de transporte que ain no ha sido caracterizado en ese
microorganismo (Sanz et al, 2001). La presencia de varios transportadores con actividades
solapadas hace casi inibosible encontrar un péptido que sea transportado de manera
exclusiva por un Unico transportador.

En este caso, la diferencia observada en los péptidos a bajas concentraciones indicaria que
la afinidad de los otros transportadores adicionales por ese péptido es menor que la que

posee DtpT y se hace evidente cuando el mismo se encuentra en concentraciones limitantes.

5.1.3. Actividad PrtP y PepX en Lb. casei dtpT

En el capitulo 3 se mostrd que las actividades de dos de los principales componentes del
sistema proteolitico, PrtP y PepX se encontraban reprimidas en presencia de péptidos.

En una mutante incapaz de transportar un péptido determinado, se esperaria la ausencia de
represion de las actividades de PrtP y PepX en presencia de ese péptido en el medio de

cultivo.

Aunque no encontramos ningin péptido que en Lb. casei ATCC 393 fuera transportado de
manera exclusiva por DtpT, varios péptidos en ausencia de este transportador pueden
ingresar en la célula pero de un modo menos eficiente. En Lactococcus lactis péptidos que
son transportados por un transportador altemativo, diferente de DtpT, no reprimen
completamente la expresion del gen oppD evaluada empleando una fusién transcripcional

PoppD-lux (Guedon er al, 2001).
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Medimos las actividades PrtP y PepX en la cepa salvaje y la mutante en presencia de TL
(uno de los péptidos que en ausencia de DtpT podia ser intemnalizado a la célula por un
transportador alternativo pero con menor eficiencia).

Los resultados se resumen en la tabla 6.

Tabla 6: Actividades especificas PrtP y PepX en Lb. casei depT.

Las actividades fueron ensayadas con células permeabilizadas para PepX y con células enteras para PriP
como se detalla en materiales y métodos.

a Actividad cspecifica: unidades de fluorescencia (UF)/ min mg.

b Actividad especifica: nmoles p-nitroanilida /min mg.

¢ % represién con respecto a la actividad en CDM en ausencia del péptido.

Medio wt dipT
Asp PrtP* % represién°® Asp PrtP* % represién’
CDM 196+25 0 95+1.2 0
CDM + TL 1mM 839+13 55 54+22 43
Asp Pepxs % represién® Asp Pepr % represién®
CDM 75.65+2 0 35.21+1.7 0
COM +TL1mM | 4926 1.5 3| 270143 23

Ambas actividades PrtP y PepX se encontraron disminuidas en la mutante dipT con
respecto a la cepa salvaje en CDM (los valores absolutos fueron aproximadamente la
mitad). Estos datos son coincidentes con los reportados por Guedon et a/ (2001) en una
mutante dipT en Lactococcus lactis, al evaluar actividad luciferasa en una fusiéon PoppD-
lux.

La mutante presentd un grado de represion menor que la salvaje por el péptido TL,
verificando que el transporte de este péptido es poco eficiente en esta cepa y corroborando

entonces el fenotipo DtpT".

5.1.4. Efecto osmoprotector de péptidos en la mutante dipT.

La mutante dipT resulté ser mas osmosensible que la cepa salvaje. En un medio completo
como MRS, esto podria explicarse debido a una deficiencia en el transporte de péptidos que

podrian actuar como osmoprotectores.
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Evaluamos el efecto de dos péptidos individuales en la osmoproteccién en Lb casei dipT.
Para ello se comparé la velocidad de crecimiento de la cepa mutante y la salvaje en medio
CDM en presencia de TriAla (que habia sido descripto como un excelente osmoprotector
en el capitulo I) y KL, un péptido cuyo transporte era deficiente en la cepa mutante. Los

resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7: Velocidad de crecimiento de la mutante dfpT en CDMN en presencia de
péptidos.

a El factor de estimulacién corresponde a la p en presencia del péptido respecto al CDM solo.

wt dtpT
medio Velocidad de Factor de medio Velocidad de Factor de
crecimiento estimulacién * crecimiento estimulacién *
CDMN IM + 0.011 £ 0.002 1 CDMNOSM + | 0,031 + 0.004 1
TriAla 2,5 mM | 0.033 + 0.006 3 TriAla 2,5 mM | 0,086 + 0.002 2.8
KL 2,5 mM 0.028 + 0.004 2.5 KL 2,5 mM 0.035 + 0.005 1.1

La velocidad de crecimiento se calculé a partir de cultivos en CDM suplementados con
NaCl 1M para la cepa salvaje ya que a esa concentracion de sal se observaron las mayores
diferencias en el crecimiento en ausencia y presencia del péptido. Para la cepa mutante se
empled una concentracion de NaCl 0,5M ya que, como se describié anteriormente, no se
obtuvo crecimiento en NaCl 0,7M. En la cepa salvaje, en presencia de TriAla y KL en el
medio de cultivo se obtuvo una estimulacién del crecimiento de 3 y 2,5 veces
respectivamente. En la cepa mutante, en cambio, mientras que TriAla provocé un aumento
del crecimiento comparable al de la cepa salvaje (2,8 veces) el dipéptido KL no logré
estimular el crecimiento en un medio hiperosmético.

La ausencia de un efecto osmoprotector de un péptido que no es transportado de manera
eficiente, a diferencia de uno que si lo es, demuestra de manera convincente el rol de los

péptidos como osmoprotectores durante el crecimiento en alta sal.
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S.2. Rol de CodY en la osmorregulacion.

En la busqueda de un regulador involucrado en la pérdida de la represion por péptidos
en un medio hiperosmatico, decidimos analizar el rol de CodY.

En Lactococcus lactis la proteina CodY, homologa al represor pleiotropico de B subtilis,
o el producto de un gen regulado por esta proteina es responsable de la represion por
péptidos de la expresion de los componentes principales del sistema proteolitico.
Guedon y colaboradores (2001), encontraron que en una mutante codY de L lactis se
pierde la represion por péptidos de los genes opp, pepN y pepC, y se sospecha que
ocurra o mismo para otros genes como prtP, pepDA2 y pepX. Aunque se sospecha una
interaccion directa de CodY con los promotores, como ocurre en B subtilis, no se ha
puesto en evidencia la interaccion de esta proteina con los promotores de estos genes. El
objetivo de esta parte de la tesis es evaluar la presencia de CodY en extractos de Lb
casei provenientes de distintas condiciones de crecimiento, ensayar si existe la
interaccion de CodY con el promotor del gen pr¢P y si la misma se modifica durante el

crecimiento de Lb casei en alta sal.

5.2.1. La proteina CodY esti presente en Lb casei ATCC 393.

Para verificar la presencia de la proteina CodY en extractos de Lb. casei se realizaron
ensayos de Western Blot empleando anticuerpos anti CodY de B. subtilis.

En primer lugar se purifico la proteina CodY de B subtilis a partir de un extracto de la
cepa de Lscherichia coli KS272, para emplearla como un control positivo en ensayos
de Western Blot. Esta cepa lleva el plasmido pBAD30 con el gen codY completo de B
subtilis. pBAD30 es un vector de expresion controlada a través de un promotor
inducible por Arabinosa. La proteina CodY lleva una colita de histidina que permite su
purificacion en un sistema adecuado (ver detalles en Materiales y Métodos). En la
Figura 26 se muestra el SDS PAGE con extractos provenientes de la cepa KS272
inducidas y no inducidas con arabinosa y de B subtilis. Y el Western Blot
correspondiente empleando un anticuerpo anti CodY de B subtilis. El tamaiio esperado
para CodY de B subtilis es de 29 Kda.
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Figura 26: SDS PAGE y Western Blot de CodY de B.subtilis.

1 2 3 4 S5 6 7 Calle 1: Marcadores de peso molecular. A la
izquierda de la imagen se muestran los tamafios en
kDa.

Calles 2 y 5: Extracto de E. coli KS272 sin
inducir.

Calles 3 y 6: Extracto de E. coli KS272 inducido
con arabinosa.

Calles 4 y 7: Extracto de B.subtilis 168.

Calles 2, 3 y 4: SDS PAGE tefiido con Coomasie
Blue R-250.

Calles 5, 6 y 7: Western Blot empleando un
anticuerpo anti CodY de B.subtilis.

Las flechas indican el mondémero y el
homodimero de CodY (ver detalles en el texto)

14 kDa -

En la Figura 26, se observa un aumento en los niveles de la proteina CodY en E.coli KS272
luego de la induccién con arabinosa (aunque la expresion no se encuentra completamente
reprimida en ausencia del inductor).Con el anticuerpo empleado pudo revelarse la proteina
codY de B. subtilis que tiene un peso molecular de 29 kDa. Es importante destacar que a
pesar de que el gel se realizé en condiciones desnaturalizantes, en el extracto de B subtilis
se detect6 una banda adicional que de acuerdo al tamafio podria corresponder al
homodimero de la proteina (aproximadamente 62 kDa). Este dimero no se detectd en los

extractos de £ coli que sobreexpresaban la proteina.

Luego se evalu6 si el anticuerpo anti CodY de A subtilis podia reconocer una proteina
homéloga de CodY de Lb.casei ATCC 393.

Al realizar un ensayo de Western Blot con extractos de Lb casei provenientes de distintas
condiciones de crecimiento (CDM, CDM AP, CDMN AP y CDMN), el anticuerpo anti
CodY de B.subtilis revel6 una banda de aproximadamente 26 Kda (Figura 27). Esta banda,
de menor tamafio comparado con el tamafio de CodY de B.subtilis, coincide sin embargo
con el tamafio de la proteina estimado a partir de la secuencia de nucledtidos del gen codY
de Lactococcus lactis. También se revelé una banda adicional de mayor intensidad que

podria corresponder a un homodimero ya que el tamaiio es aproximadamente el doble del
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realizaron en condiciones desnaturalizantes no fue posible obtener solamente la forma monomérica de

la proteina.

ah

Figura 27: Western Blot de CodY de LA casei ATCC 393 empleando un anticuerpo anti CodY de
B subtilis

Callel: Extracto de Lb.casei ATCC 393 crecido en
CDM.
Calle 2: Extracto de Lb.casei ATCC 393 crecido en
- 205 kDa CDM AP.
Calle 3: Extracto de Lb.casei ATCC 393 crecido en
CDMN AP.
- 66 kDa Calle 4: Extracto de Lb.casei ATCC 393 crecido en
CDMN.
Calle 5: Proteina CodY de B,subtilis purificada.
A la derecha de la imagen se muestra la posicién de los
marcadores de peso molecular.
Las flechas sefialan el monémero de CodY y el
homodimero

- 31 kDa

Los niveles de CodY no se modificaron sustancialmente en los extractos provenientes de las distintas
condiciones de crecimiento empleadas. En B, subtilis no se encontraron diferencias en los niveles de la
proteina CodY en las distintas fases de crecimiento (exponencial y estacionaria) a pesar de que la
proteina ejerce la represion de genes durante el crecimiento exponencial (Ratnayake et al, 2001). Este
resultado estd en concordancia con el modelo regulatorio propuesto para CodY que no ocurre a través

de la regulacién de su expresion (ver mas adelante).

5.2.2. Interaccion de CodY con el promotor de prtP.

Para evaluar si existia una interaccion directa entre la proteina CodY y la regién promotora del gen
prtP se realizaron ensayos de gel shift. En primer lugar, se evalué si la proteina CodY de B subtilis

podia interactuar con el promotor de prtP de Lb.casei (Figura 28). La proteina CodY de L lactis
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5.2.2. Interaccion de CodY con el promaotor de prtP.

Para evaluar si existia una interaccion directa entre la proteina CodY y la regién promotora
del gen pritP se realizaron ensayos de gel shift. En primer lugar, se evalué si la proteina
CodY de B, subtilis podia interactuar con el promotor de prtP de Lb casei (Figura 28). La
proteina CodY de L./actis presenta una alta homologia con la de B.subtilis, principalmente
en la region HTH (“Helix Tum Helix”) que corresponde al dominio de interaccién con el
ADN (Guedon et al, 2001‘).. Para ello un fragmento de la region promotora del gen preP (de
aproximadamente 200 pb) fue amplificado con los cebadores (prompl y promp2). El
mismo se marco y se incubd con extractos provenientes de E,coli KS272 no inducida e
inducida y de B subtilis. La interaccion del fragmento de ADN con una/s proteina/s produce
un retardo de la migracion del fragmento en un gel de poliacrilamida. La posicién de la
sonda de ADN puede ser revelada empleando un sistema adecuado (ver detalles en
Materiales y Métodos).

Como se observa en la figura 28 se observo la formacién de un complejo de movilidad
retardada cuando se empleé un extracto de E.coli KS272 inducido (es decir que expresaba
la proteina CodY), pero este complejo estaba ausente en extractos de células no inducidas,
indicando que el retardo observado correspondia a la interaccion de la proteina CodY de B-
subtilis con el promotor del gen prtP. También se observd un retardo en la movilidad de la
sonda cuando se empled un extracto de B subtilis. Es importante destacar que en geles de
poliacrilamida 7,5% pudo observarse una banda adicional de movilidad retardada en los
controles con sonda libre. La secuencia de la region promotora del gen prtP de
Lactobacillus paracasei subsp paracasei NCDO 151 (Holck y Naes, 1992) que se empleo
para el disefio de los cebadores prompl y promp2, es rica en AT. Esta caracteristica esta
presente en las secuencias promotoras de otros genes prtP de Lactococcus y otros
Lactobacillus. En todos los casos se encontraron repeticiones invertidas TATAAT en la
regién promotora y en Lactococcus lactis la mutagénesis de estas regiones conduce a una
pérdida de la represion por péptidos del gen prtP. El ADN rico en AT exhibe un plegado
(“bending™) y curvatura (Crothers et al, 1990) que puede modificar su movilidad y

explicaria la aparicion de una banda retardada.
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