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Resumen

En el presente trabajo de Tesis se determin6 que los niveles de las bacteriocinas
lactocina Lac705 y antilisteria AL705, producidas por Lactobacillus curvatus CRL705,
varian durante las fases de crecimiento del microorganismo y la temperatura de
incubacion: a 30°C, mientras los niveles de AL705 se detectan a partir de estadios
tempranos y se incrementan conforme avanza el crecimiento exponencial, los niveles
de Lac705 son detectables principalmente al final de la fase exponencial y comienzos
de la fase estacionaria. Los resultados de expresiéon de los promotores divergentes del
operodn lactocina Lac705 sugieren un control post-transcripcional negativo a 39°C. Los
estudios bioinformaticos permitieron identificar la presencia de los operones sakp/g y
sakt/x en el cromosoma de Lb. curvatus CRL705. Los sistemas de transporte ABC en
ambos operones serian inactivos: en el operén sakp/g por la presencia de una secuencia
IS de la familia IS30, y en el operén sakt/x por la presencia de una secuencia IS y de dos
fragmentos extra de ADN no caracterizados. La mayor identidad entre las proteinas
ABC, peptidasas y secuencias lideres de los prepéptidos fue observada entre los
sistemas de lactocina Lac705 y sakacina SakPQ. Los resultados sugieren que la
actividad antilisteria AL705 seria atribuible a SakP. A pesar del reordenamiento
genético y la pérdida de funciéon observada en los operones sakp/q y sakt/x de Lb.
survatus CRL705, los mismos muestran una identidad >97% en sus secuencias
nucleotidicas con operones similares presentes en otras cepas de Lb. sakei y Lb. curvatus,
lo que indica que estos genes tienen un origen comin y que se diseminan
permanentemente. Un aporte muy importante de este trabajo de Tesis es haber
definido las condiciones experimentales para el curado de los plasmidos naturalmente
presentes en Lb. curvatus CRL705. La frecuencia de pérdida del plasmido pRC18 fue
del 3-5% a 39°C; la gran estabilidad de este plasmido se atribuy6 a la presencia de los
operones Lac705 y toxina-antitoxina (TA). Se caracterizé el sistema TA como un
sistema “hibrido” organizado en un operén que produce una antitoxina de 92
aminodcidos (aa), miembro de la superfamilia YefM/Phd, y una toxina de 118 aa, de la
superfamilia RelE. El sistema TA contribuye a una mayor sensibilidad a la bacteriocina
Lac705 y al antibidtico bacitracina en células susceptibles. Nuestro modelo propone
que el receptor para lactocina Lac705 es la proteina de membrana UppP, fosfatasa
responsable de la defosforilacion del undecaprenil-pirofosfato (Upp), compuesto
esencial en la biosintesis del péptido-glicano. Los fenotipos observados en la cepa Sac7,
hipersensible a Lac705, podrian explicarse por niveles aumentados de UppP en la
misma. UppP actuaria como nexo entre el complejo toxina-antitoxina y el estrés
generado por la unién de Lac705 a la fosfatasa o de la bacitracina a Upp; esto llevaria a
una degradacion de la antitoxina dejando libre la toxina libre, la cual ejercera su efecto
toxico a nivel intracelular. Asi, el efecto de lactocina Lac705 serfa potenciado por la
activacion de la toxina del sistema TA, lo que ejerceria una potente presion selectiva
contra células curadas de pRC18.



Abreviaturas

BAL
GRAS
TA
Lac705
AL705
Bac
CAT
Cm
CcSspP
DO

LDR
mm
mM
MCS
min
ml
miliseg
nd
NG
NA
o/n
PM
rpm
R

S
SAC
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Acc
ng
pL
uF

g

M
MLA
mM
nm
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U
UFC/mL
V£
Vol
Sb
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Bacterias Lacticas
Generalmente reconocidos como seguros
Toxina Antitoxina

Lactocina 705

Antilisteria

Bacitracina

Cloranfenicol Acetil Transferasa
Cloranfenicol

Cantidad Suficiente para completar Volumen
Densidad 6ptica

Ampicilina

Inmunidad

Horas

Secuencia de Inserciéon
Kilobases

Leche descremada reconstituida
Milimetros

Milimolar

Sitio multiple de clonado
Minutos

Mililitros

Milisegundos

No determinado
Nitrosoguanidina

Naranja de Acridina

17 horas

Peso Molecular

Revoluciones por minuto
Resistente

Sensible

Sacarosa

Segundos

Accesoria

Micro gramos

Micro litros

Micro Faraday (capacitancia)
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Molar
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Mili Molar
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Volumen Final

Volumen
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Bacterias lacticas. Generalidades

Las bacterias del 4cido lactico (BAL) incluyen un amplio y variado grupo de
microorganismos microaeréfilos Gram-positivos, catalasa negativos, no esporulados,
inmoviles, que producen principalmente acido lactico a partir de la fermentacién de los
azucares. Esta clasificacion funcional incluye una variedad de géneros industrialmente
importantes, tales como Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, y Lactobacillus. Las BAL emplean dos vias principales para metabolizar
hexosas: una via homofermentativa en la cual el acido lactico es el producto principal
(microorganismos estrictamente homofermentativos) y una via heterofermentativa en
la que, ademas de 4acido lactico, se producen CO,, acido acético, y/o etanol
(microorganismos heterofermentativos facultativos o heterofermentativos estrictos)
(Makarova y col 2006). En la actualidad, las BAL juegan un papel destacado en la
produccién mundial de alimentos, realizando las principales bioconversiones en la
fermentacion de carnes, verduras, y productos lacteos, como asi también son
fundamentales en la produccién de vino, café, ensilaje, cacao, y panes fermentados. La
fermentacion debe ser controlada y repetible por lo que se recurre a cultivos iniciadores
(starters) que contienen cepas seleccionadas con propiedades definidas.

Las BAL pueden ser aisladas a partir de diversos nichos (i.e., plantas, productos
lacteos, y animales), lo que indica la amplia distribucién y adaptacion especializada de
estos microorganismos a diversos hdbitats. Las BAL forman parte de la microbiota
natural presente en el tracto intestinal y urogenital del hombre y animales. En este
sentido, ciertas especies y cepas de BAL son utilizadas como probitticos
(microorganismos vivos que al ser suministrados en una determinada dosis como
suplemento dietario ejercen un efecto positivo en la salud del consumidor) ya que,
entre otros, estimulan el sistema inmune; contribuyen a disminuir los niveles de
colesterol en sangre del hospedador; y participan en la exclusiéon competitiva de
microorganismos patégenos (Perdigén y col 2001). Las BAL son también utilizadas
para la producciéon de compuestos homoélogos y heterdlogos y consideradas como
vectores en el disefio de vacunas vivas.

El metabolismo de las BAL ha sido explotado histéricamente por todas las
sociedades en la produccién de alimentos y bebidas fermentadas, por su contribucién
en la protedlisis, generacion de compuestos de sabor y aroma y producciéon de
sustancias antimicrobianas (Gasson, 1993). Los compuestos con actividad
antimicrobiana incluyen &acidos organicos, alcoholes, diéxido de carbono, diacetilo,
peroxido de hidrégeno, y bacteriocinas, entre otros. Muchos de éstos son metabolitos
de bajo peso molecular que tienen un amplio espectro de actividad inhibitoria contra
otras especies. Sin embargo, las bacteriocinas inhiben principalmente a especies
estrechamente relacionadas a la bacteria productora (Holzapfel y col 1995).
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Bacteriocinas producidas por bacterias lacticas

La producciéon de péptidos antimicrobianos es una caracteristica conservada
en todos los &mbitos de la vida y abarca desde los péptidos de defensa producidos por
el sistema inmune innato de las plantas, los animales y los seres humanos, a las
arqueacinas y bacteriocinas producidas por arqueas y bacterias, respectivamente
(O'Connor y Shand 2002; Zasloff 2002). Las bacteriocinas son antimicrobianos
extremadamente potentes y son muy especificos hacia las bacterias que inhiben. La
primera bacteriocina, denominada “colicina”, fue identificada hace aproximadamente
100 afios en cultivos de Escherichia coli V' y descrita como un producto 14bil al calor y
toxico para E. coli S (Gratia 1925). Estos compuestos son producidos tanto por bacterias
Gram-positivas (i.e., Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Propionibacterium), como por bacterias Gram-negativas (i.e., E. coli, Shigella,
Serratia, Klebsiella, Pseudomonas); el 99% de las bacterias puede producir por lo menos
una bacteriocina y, a su vez, algunas bacterias producen mdltiples bacteriocinas
(Klaenhammer 1988). Con el descubrimiento de nuevas bacteriocinas que tienen
caracteristicas Unicas se ha hecho evidente que son un grupo muy diverso y
heterogéneo (Pérez 'y col 2014). BACTIBASE (http://bactibase.pfba-lab-
tun.org/main.php) es una base de datos de acceso abierto designada para la
clasificacion de bacteriocinas y tiene incorporada més de 200 secuencias (Nishie y col
2012). La gran mayoria de las bacteriocinas descritas en la literatura corresponden a las
producidas por las BAL y el interés por su estudio refleja la aplicacién potencial de
estos microorganismos productores y de sus metabolitos como agentes conservantes de
alimentos naturales (Karpiniski y Szkaradkiewicz, 2013). A diferencia de los
conservantes quimicos y de los antibidticos, las bacteriocinas, como la nisina, son
consideradas GRAS ("generalmente reconocidos como seguros"), lo que sugiere su uso
como conservantes seguros de alimentos de origen vegetal, lacteo, de carnes y otros
productos alimenticios, al inhibir a los microorganismos contaminantes en los procesos
de produccién. Por otro lado son sensibles a las proteasas lo cual las hace inofensivas
para el cuerpo humano y el medio ambiente circundante (Yang y col 2014).

Las bacteriocinas se definen como péptidos antimicrobianos sintetizados en
los ribosomas de las bacterias, cuya accion requiere de la presencia de receptores
especificos en la superficie de las células sensibles (Tagg y col 1976; Nes y col 1996;
Riley y Wertz 2002). Asi, dos caracteristicas principales distinguen a las bacteriocinas
de los antibidticos clasicos: las bacteriocinas se sintetizan a nivel ribosomal y tienen un
espectro relativamente reducido de toxicidad. La produccién de una bacteriocina
otorga a la bacteria productora una ventaja competitiva, respecto a bacterias
estrechamente relacionadas, en la lucha por un nicho ecolégico particular (Eijsink y col
2002). Sirven ademas como un medio de comunicacion celular intra-especie
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(mecanismo de quorum-sensing), ya que generalmente se sintetizan cuando los cultivos
alcanzan altas densidades celulares y los recursos nutricionales son escasos (Nes y col
2006).

Clasificacion

Las bacteriocinas producidas por BAL incluyen a péptidos de una gran
diversidad en términos de tamafio, células diana, mecanismos de accion, de secrecién y
de inmunidad (Gillor y col 2008). La primera clasificaciéon de estos compuestos fue
realizada en 1993 por Klaenhammer (1993), la que es periédicamente modificada en
funciéon del descubrimiento de nuevas bacteriocinas y de nuevos estudios sobre su
estructura, secuencia de aminoacidos y mecanismo de acciéon (Cotter y col 2005;
Nissen-Meyer y col 2010: Karpinski y Szkaradkiewicz, 2013). Las diversas
clasificaciones propuestas discriminan a estos péptidos antimicrobianos en dos clases,
basadas en si han sufrido (clase I) o no (clase II) modificaciones post-traduccionales
(Tabla 1).

La clase I incluye a los lantibidticos, un gran grupo de péptidos pequefios, de
aproximadamente 19-38 residuos, que contienen lantionina (Lan) y p-metillantionina
(M-Lan). Estos residuos son producto de una modificaciéon post-traduccional y se
originan a partir de la deshidratacion de serina y treonina, con la formacién posterior
de un enlace tioéter con los residuos de cisteina, para dar lugar a Lan y M-Lan,
respectivamente. Las enzimas deshidratasa y ciclasa, responsables de estas reacciones,
son enzimas especificas cuyos genes se ubican en el mismo operén que los genes
estructurales de la bacteriocina. Un prototipo de lantibidtico es la nisina, con su
estructuras ciclica intramolecular caracteristica (Bierbaum y col 1996). Cotter y col
(2005) han subdividido a los lantibidticos en 11 grupos en base al modo de accién, la
estructura y similitud en la secuencia de los péptidos. Otros aminoacidos modificados
descriptos en los lantibiéticos son la didehidroalanina (DHA), la didehidrobutirina
(Dhb), y la D-alanina. Existen también lantibi6ticos cuya actividad 6ptima requiere dos
componentes. En la clase I se incluyen ademds dos subgrupos: Ib, que incluye a
laberintopeptinas, tales como el péptido globular laberintopeptina A2 (Meindl y col
2010); y Ic, o sactibidticos, bacteriocinas circulares que presentan puentes disulfuros,
como la subtilosina A producida por Bacillus subtilis (Kawulka y col 2004) y la turicina
CD, bacteriocina de dos componentes lineales producida por Bacillus thuringiensis (Rea
y col 2010).

La clase II incluye a las bacteriocinas no modificadas post-traduccionalmente [o
modificadas minimamente: algunas de ellas pueden presentar puentes disulfuro
(Fimland y col 2000), tener formilado su metionina amino-terminal (Liu y col 2011), o
bien ser circulares (Martin-Visscher y col 2009)]. Esta clase de bacteriocinas esta
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compuesta por péptidos de 30-60 aminoécidos (<10 kDa), que poseen carga positiva y
exhiben propiedades tnicas, como la tolerancia al calor. Las bacteriocinas de clase II
son subdivididas en cuatro subclases (Cotter y col 2013):

Clase IIa: estas bacteriocinas tienen un reducido espectro antimicrobiano y son
conocidas por sus propiedades anti-listeria y actividad anti-enterococos. Poseen una
secuencia consenso de aminoacidos (YGNGVXaaC) en el extremo N-terminal, conocida
como la "caja de pediocina" y uno o dos enlaces disulfuro intra-catenarios (Lozano y col
1992; Nes y Holo, 2000): ie., pediocina PA-1 (Henderson y col 1992) vy
carnobacteriocina X (Tulini y col 2014). Las bacteriocinas de clase Ila se sintetizan como
precursores con una secuencia lider N-terminal, conocida como secuencia lider del tipo
“doble glicina” (Havarstein y col 1994), la cual es escindida por un transportador ABC
dedicado y una proteina accesoria, durante el proceso de secreciéon al medio
extracelular del péptido activo. Tales secuencias lideres y sistemas de transporte ABC
se encuentran también entre algunos lantibiéticos (Havarstein y col 1995).

Clase IIb: estas bacteriocinas requieren de dos péptidos no modificados y no
idénticos para formar un complejo activo: i.e., lactacina F (Allison y col 1994), ABP-118
(Flynn y col 2002), y lactocina Lac705 (Cuozzo y col 2000). Los péptidos que conforman
una bacteriocina de clase IIb se sintetizan con una secuencia lider del tipo “doble
glicina”, como la mayoria de las bacteriocinas la clase Ila, y son generalmente péptidos
cationicos, con regiones hidrofilicas y anfifilicas; por separado, cada péptido por
separado ejerce una actividad antimicrobiana nula o muy baja (Nissen-Meyer y col
2010).

Clase Ilc: son péptidos circulares, caracterizados por un enlace covalente de
cabeza a cola (van Belkum y col 2.011; Gabrielsen y col 2014): i.e., carnociclina A (Gong
y col 2009; MartinVisscher y col 2009), y enterocina AS-48 (Martinez-Bueno y col 1994).
Estas bacteriocinas se caracterizan por su espectro de inhibicién relativamente amplio y
por su resistencia al calor, a condiciones extremas de pH e, incluso, a muchas
proteasas.

Por dltimo, las bacteriocinas de Clase IId incluye bacteriocinas de un solo
componente, péptidos lineales del tipo “no pediocina”; i.e. epidermicina NIO1
(Sandiford y Upton, 2012) y lactococina A (Holo y col 1991). Esta clase se puede dividir
en base a la naturaleza de sus secuencias lider en: (i) las bacteriocinas sec-dependientes;
contienen una secuencia lider que dirige los péptidos para su exportacién por la via
secretora general; (ii) las bacteriocinas con secuencia lider “doble glicina”; y (iii) las
bacteriocinas sin secuencia lider, que con frecuencia son secretadas por transportadores
ABC dedicados (Kastin 2006). Algunas de estas bacteriocinas sin secuencia lider
retienen el grupo formilo en el residuo de metionina N-terminal (Liu y col 2011). A su
vez, es frecuente observar que las células que producen este tipo de bacteriocinas sin
secuencia lider, producen simultdneamente dos o mas péptidos homdlogos; por
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ejemplo, las bacteriocinas homoélogas enterocina A y B producidas por Enteroccus
faecium: ambos péptidos poseen actividad antibacteriana per se y cuando acttan juntos
se observa una sinergia (Cintas y col 1998). Otro ejemplo descrito es el de cuatro
bacteriocinas homologas sin secuencia lider, cuyos genes se ubican en el mismo
operén, que acttan sinérgicamente y son producidas por una cepa de Staphylococcus
aureus Netzy col (2001).
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Tabla 1. Clasificacion de bacteriocinas producidas por bacterias Gram Positivas (modificado de Cotter y col 2005)

Clasificacién Caracteristicas Bacteriocina Peso Cepa productora Referencias
molecular
(Da)
Clase I Bacteriocinas modificadas post-traduccionalmente, pueden ser Nisina A 3352 Lactococcus lactis subsp. Field y col 2012
péptidos lineales o globulares que contienen lantionina, metil-p lactis
lantionina y aminoécidos deshidratados Nisina U 3029 Wirawan y col 2006
Streptococcus uberis
Nisina Z 3493 Mulders y col 1991
L. lactis subsp. lactis
Mersacidin 1824 Chatterjee y col 1992
Bacillus sp. Y8554728
Salivaricin A 2315 Ross y col 1993; Wescombe y col
Streptococcus salivarius 2006
Clase 11 Estables al calor, sin modificaciéon, no contienen lantionina; clase
heterogénea de pequeiios péptidos
Clase IlIa Bacteriocinas tipo pediocina, con actividad anti-listeria Pediocin PA-1 4629 Pediococcus acidilactici Henderson y col 1992
PAC-1.0
Carnobacteriocina X 3602 Tulini y col 2014
Carnobacterium
maltaromaticum C2
Clase IIb Compuesta por dos péptidos Lactacin F 4755 Lactobacillus spp. Fremaux y col 1993
Lactocina Lac705 ~3400 (cada Lb. curvatus CRL 705 Vignolo y col 1996
péptido)
Clasellc Bacteriocinas circulares CarnociclinaA 5860 C. maltaromaticurnUAL307 Martin-Visscher y col 2008
Subtilosin A 5813 Bacillus subtillis Shelburne y col 2007
Clase IId Bacteriocinas de un componente “no-pediocina” Leucocina B 3466 Leuconostoc carnosum 4010 Wan Xy col 2015



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25957244
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Determinantes genéticos

Los genes de las bacteriocinas de BAL pueden estar localizados en pldsmidos o
en el cromosoma de la bacteria productora. En la Figura 1 se presenta un esquema de la
organizacion genética de estos sistemas. En general, se requieren al menos cuatro genes
para la produccién de una bacteriocina: (i) el gen estructural, que codifica una pre-
bacteriocina; (ii) el gen de inmunidad, que codifica una proteina que protege a la cepa
productora de la accién antimicrobiana de su propia bacteriocina; (iii) un gen que
codifica un transportador ABC necesario para la secrecién; y (iv) un gen que codifica
una proteina accesoria (Acc), de funcién desconocida. Tres componentes mas pueden
estar presentes en algunos sistemas: (i) el péptido inductor (una feromona, al igual que
una bacteriocina, se sintetiza a nivel ribosomal); (ii) la proteina histidina quinasa (HK)
(proteina de membrana que detecta la presencia de la feromona); y (iii) el regulador de
la respuesta (RR), que acttia como factor de transcripcién y es modulado por la HK
(Drider y col 2006). En algunos casos, los cuatro genes necesarios para la produccién y
la secrecion de las bacteriocinas se encuentran en un sélo operén (lactococina G);
mientas que en otros casos (enterocina 1071, plantaricina E/F, y plantaricina J/K), un
operdn contiene los genes estructurales y de inmunidad; un segundo operén contiene
los genes para la secreciéon de bacteriocina; y un tercer operén contiene los genes
implicados en la regulacién de la produccién de bacteriocinas.

La gran mayoria de las bacteriocinas y el péptido inductor se sintetizan como
pre-péptidos, con una extension N-terminal o secuencia lider de 15-30 residuos. Esta
pre-secuencia se elimina por escision proteolitica especifica de sitio durante la
exportacion, por la actividad peptidasa localizada en el extremo N-terminal de la
proteina de transporte ABC, cuando la bacteriocina madura es secretada. De esta
manera la secuencia lider desempefia un doble papel: i) actta como una sefial de
reconocimiento para su exportacion; y ii) protege a la célula productora, al mantener
inactiva a la bacteriocina recientemente sintetizada (Drider y col 2006).

»Proteina accesoria

s > Histidina quinasa AEMi —

Factor induccion Bacteriocina  Inmunidad

Figura 1. Esquema general de la organizacién genética del operén “bacteriocina”. Se
indican tres operones que contienen el o los genes estructurales de la bacteriocina, los
genes de inmunidad y de las proteinas de transporte ABC y accesoria y los genes que
participan en la traduccion de sefiales (péptido inductor, histidina quinasa y regulador
de respuesta)

La expresion de los genes de algunas bacteriocinas es constitutiva, mientras que
la de otras (i.e., nisina, plantaricina E/F, plantaricina J/K, ABP-118, y NC8) estan
regulados transcripcionalmente a través de un sistema de tres componentes que
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consiste en una feromona, una proteina HK, y un RR (Nissen-Meyer y col 2010). La
Figura 2 representa un esquema general de un sistema de transduccion de sefales de
tres componentes (sistema “quorum sensing”). En ella se observa que la pre-bacteriocina
y el pre-péptido inductor, ambos sintetizados a nivel ribosémico, son procesados y
secretados por el transportador ABC. El inductor o molécula sefial (feromona) es
secretado a un ritmo bajo pero constante por la mayoria de las células en una poblaciéon
bacteriana. La concentracion de esta feromona refleja asi la densidad celular durante el
crecimiento y, a una cierta concentracion de feromona, el sistema de regulacién
dependiente de la feromona (HK y RR) se activa y se inician los procesos celulares. El
péptido inductor maduro interacttia con su receptor HK, proteina de membrana que se
autofosforila en el dominio citosélico, el que transfiere luego el grupo fosfato al RR, el
cual a su vez se activa y funciona como un activador transcripcional de los genes
relacionados con la produccién de la bacteriocina.

mmm = Péptido inductor Maduro — \

™ = péptido lider
Wmmmmmm—— = Pre-bacteriocina I \ ‘
mm=m = Pre-péptidoinductor / ‘ .

SN = Bacteriocina Madura I

Transporte ABC

Histidina Kinasa

LHe | :
// ATP %‘ADP /-‘\ - .\

ADP
P L3 |
® @ '
Regulador de Respuesta

Activacion de genes que codifican para la
bacteriocina, proteina de inmunidad, aparato
de secrecion y proteinas de regulacion

Citoplasma

Proteina de

3
Extracelular K //

Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de “quorum sensing” de
tres componentes en la biosintesis de bacteriocinas (modificado de Drider y col
2006). En el ejemplo de la figura, el péptido maduro secretado a través del
sistema ABC es detectado por la HK la cual, por una cascada de fosforilacion,
activa al factor de transcripcion RR

Modo de accion y receptores

Las bacteriocinas producidas por BAL son moléculas activas a nivel de
membrana, con un espectro generalmente restringido a bacterias Gram-positivas; esto
posiblemente se deba a la dificultad de estas bacteriocinas para encontrar sus blancos
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celulares al ser su acceso restringido a través de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas. En general, las bacteriocinas inducen la permeabilizacién de la
membrana de la célula blanco formando poros selectivos de iones que causan
disipacién de la fuerza protén motriz y la pérdida del ATP intracelular y/o de la fuga
de aminoacidos e iones (Cui y col 2012). El mecanismo de accién descrito para
bacteriocinas de dos componentes (i.e., plantaricina E/F, plantaricina J/K, lactococina
G, thermophilin 13, lactacina F, y lactocina 705) indica que las membranas de las
bacterias sensibles se vuelven permeables a pequefias moléculas. Dichos estudios
revelaron también que las bacteriocinas no solo diferencian el tipo de moléculas que
transportan a través de las membranas, sino también que difieren en sus
especificidades (Nissen-Meyer y col 2010). Por ejemplo, plantaricina E/F y plantaricina
J/K permeabilizan las membranas para los iones monovalentes, incluyendo H+ (en
contraste con lactococina G), pero no para iones divalentes tales como el fosfato y Mg?2+.

Aunque se ha determinado que las bacteriocinas de BAL forman poros en la
membrana celular de las células dianas, éstas requieren interactuar previamente con
una molécula receptora o de acoplamiento. Los receptores celulares descriptos

comparten el rasgo comun de ser proteinas de membrana.

Las bacteriocinas de clase Ia tienen un amplio espectro antimicrobiano. Algunos
lantibiéticos interacttan con el lipido II, precursor de la biosintesis de la pared celular
(Brotz y col 1998, Wiedemann y col 2001, Wiedeman y col 2006), reconociendo
diferentes sitios de la molécula. La nisina, por ejemplo, se une al pirofosfato del lipido
II (Hsu y col 2004), lo que a su vez facilita el doble efecto de la bacteriocina sobre las
células diana: (i) la inhibicion de la biosintesis del péptido-glicano por la interaccién
cony el secuestro del lipido I y (ii) la formacién de poros en la membrana citoplasmica
(Wiedemann y col 2001). La nisina tiene una estructura modular, con una estructura
anillo N-terminal (conocida como la "jaula pirofosfato") esencial para su unién al
pirofosfato del lipido II, y una regién C-terminal capaz de insertarse en la membrana
citoplasmatica, oligomerizar y formar un poro que consta de ocho moléculas de nisina
y cuatro moléculas de lipidos II (Hasper y col 2004). La regién bisagra que separa estos
modulos es importante para el movimiento de los mismos en relacién uno al otro, y
por lo tanto también vital para la formacién de poros (Yuan y col 2004). La unién de
nisina al lipido II es independiente de la actividad formadora de poros; sin embargo, la
formacién in vitro de poros en ausencia de lipido II ocurre a concentraciones
micromolares de nisina (Brotz y col 1998), mientras que en presencia de lipido II se
requieren concentraciones en el rango nanomolar de la bacteriocina; es decir, lipido II
aumenta 1.000 veces la actividad de nisina (Breukink y col 1999). Moédulos
estructurales similares a los de nisina se cree que forman unidades funcionales también
en otros lantibidticos; la jaula pirofosfato esta conservada, por ejemplo, en el grupo
nisina y epidermina (Sahl y Bierbaum, 1998). Las variaciones en estas estructuras
pueden, por lo tanto, tener en cuenta las diferencias observadas en la actividad
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antimicrobiana y el espectro de diferentes tipos de lantibioticos. Sin embargo, no todos
los lantibidticos comparten el mecanismo de formacién de poros con nisina, sino que se
dirigen a las reacciones enziméticas: mersacidina y nukacina ISK-1 se unen al lipido II e
inhiben la biosintesis del péptido-glicano en las células sensibles (Brotz y col 1998;
Asaduzzaman y col 2009), mientras que los lantibiéticos del grupo cinamicina se unen
a la fosfatidiletanolamina en la membrana celular e inhiben la actividad de la
fosfolipasa A2 (Marki y col 1991). El receptor identificado para Smb, un lantibiético de
dos componentes producido por una cepa de Streptococcus mutans, es una proteasa de
la familia de las CAAX presente en las células sensibles (Biswas y Biswas 2014).

Respecto a las bacteriocinas de la clase II, en general poseen un espectro de
actividad limitado. El modo de accién descrito indica que las mismas interactdan con
un receptor celular y permeabilizan la membrana citoplasmaética, o interfieren con su
integridad, en células susceptibles (Chikindas y col 1993; Moll y col 1999). Algunas
bacteriocinas de la clase Ila y lactococcin A (bacteriocina clase IId) interactdan con los
componentes transmembrana IIC y IID del sistema fosfotransferasa de la manosa
(Man-PTS) (Diep y col 2007), provocando cambios estructurales en el complejo PTS que
hacen que la permeasa permanezca abierta de manera irreversible, formando un poro
que conduce a la fuga de solutos, la alteracion de la integridad de la membrana celular
y, finalmente, la muerte celular (Kjos y col 2011). La interaccién entre los receptores de
Man-PTS y la bacteriocina es muy especifica: las bacteriocinas de la clase Ila reconocen
e interacttan solo con uno de los cuatro sistemas Man-PTS presentes en Listeria
monocytogenes (Kjos y col 2009).

Con respecto a las bacteriocinas clase Ilb, recientemente Kjos y col (2014)
aislaron 12 variantes de la cepa L. lactis 1L1403 resistentes a lactococina G y
determinaron, mediante la secuenciacion del genoma de las mutantes, que la mutacién
en todas ellas se encontraba en o cerca del gen uppp (también conocido como baca), que
codifica una fosfatasa del undecaprenil-pirofosfato (Upp). UppP, una proteina que
presenta nueve dominios trans-membrana, defosforila el Upp a undecaprenilfosfato
(Bickford y Nick, 2013). La importancia de este gen se confirmé a través de su
expresion heterdloga en Streptococcus pneumoniae, al conferir un fenotipo sensible a la
bacteriocina en una cepa naturalmente resistente. El mismo patrén de resistencia y
sensibilidad inducida fue evidente en otras dos bacteriocinas de la clase IIb, enterocina
1071 (Kjos y col 2014) y lactococina Q (Zendo y col 2006).

Una permeasa ABC de maltosa fue identificada como el receptor de garvicina
ML (bacteriocina ciclica; clase Ilc) (Gabrielsen y col 2012), y una proteasa dependiente
de cinc, unida a membrana y miembro de la familia de proteasas M50, como receptor
para la bacteriocina Lsbb (bacteriocina de clase Ild; sin secuencia lider) (Ovchinnikov y
col 2014). Finalmente, algunas bacteriocinas de clase II (i.e., lactococina 972 (clase IId) y
la garvicina A ciclica) pueden actuar inhibiendo la formacion del septo (Martinez y col
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2008; Maldonado-Barragén y col 2013), aunque no se ha confirmado si esta actividad es
mediada por receptores.

Mecanismos de resistencia

Las bacterias sensibles a una bacteriocina pueden desarrollar resistencia a la
misma, con frecuencias que varian en funcién del tipo de bacteriocina y de la
naturaleza del mecanismo de accién (Gravesen y col 2002). Se han descrito también
mecanismos de resistencia intrinsecas (Collins y col 2010). A su vez, la sensibilidad a
una bacteriocina en particular puede variar mucho entre los diferentes aislamientos de
una misma especie; i.e., los valores de la concentracién minima inhibitoria de 200 cepas
de L. monocytogenes a pediocina PA1 y a sakacina P variaron entre 60-70 veces (Katla y
col 2003).

Entre los multiples mecanismos de resistencia adquirida identificados, se

mencionan:

i) la pérdida o reduccién de la expresion del receptor, lo que resulta en una mayor
resistencia a la bacteriocina correspondiente; i.e., una mutacién en el
receptor Man-PTS en L. monocytogenes y L. lactis afecta, respectivamente, la
sensibilidad de las células sensibles a las bacteriocinas de clase Ila y a
lactococina A (Ramnath y col 2000; Kjos y col 2011);

ii) los cambios en la composicién de la membrana y de la pared celular bacteriana
(Vadyvaloo y col 2002). Por ejemplo, los cambios en el tipo de acido graso y
en la composicién de fosfolipidos en la membrana afectan negativamente la
interaccion de la misma con nisina (Crandall y Montville, 1998); o la
interaccion de las bacteriocinas de clase Ila con los componentes del sistema
Man-PTS, adn cuando las células sensibles de L. monocytogenes expresen
niveles normales del receptor (Vadyvalooy col 2004);

iii) la presencia y expresion de genes homoélogos con funcién de inmunidad en
cepas no productoras, como los descriptos en Bacillus licheniformis y
Enterococcus faecium hacia el lantibiético de dos componentes lacticina 3147
(“mimetismo de inmunidad”) (Draper y col 2009); se cree que dichos genes
son restos de operones de bacteriocina inactivados o eliminados que, sin
embargo, otorgan a la cepa no productora una ventaja competitiva;

iv) la presencia de una proteasa en la célula sensible que degrada a la bacteriocina,
lo que conduce a la pérdida o disminucién de la actividad antimicrobiana:
i.e.,, para nisina se conocen dos enzimas, la nisinasa y una proteina de
resistencia a la nisina (NRS), que especificamente degradan o modifican el
extremo C-terminal del péptido y por consiguiente reducen la sensibilidad a
la bacteriocina (Jarvis, 1967; Sun y col 2009);
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v) la presencia de sistemas dedicados (ABC permeasa/ATPasa) activados por
sistemas de traducciéon de sefales de dos componentes (HK yRR)
contribuyen también a la resistencia intrinseca de una célula sensible a la
accion antimicrobiana de una bacteriocina (Draper y col 2008; Kemperman
y col 2003).

vi) otros: el secuestro de las bacteriocinas; la adquisicién de nuevos genes que
incrementan la tolerancia; la remodelacion del peptidoglicano; etc. (Roces y
col 2012).

Sistemas toxina-antitoxina

Los sistemas toxina-antitoxina (TA) son complejos formados por una toxina de
naturaleza proteica relativamente estable, cuya funcién es la de inhibir blancos
especificos intracelulares, y por una antitoxina que neutraliza la accién de la toxina. La
antitoxina, la cual puede ser una proteina o un ARN antisentido al ARN mensajero de
la toxina (Wangy col 2011; Gotfredsen and Gerdes, 1998), es mucho més inestable que
la toxina y es degradada de forma continua por lo que se requiere de su sintesis
permanente para mantener el complejo TA inactivo (Hayes y Suer, 2003). Los primeros
sistemas TA fueron descriptos y caracterizados en la década de los 80’, localizados en
plasmidos de bajo nimero de copias; la funcién que se les asigné fue la de mantener
estable el plasmido durante el crecimiento de las poblaciones bacterianas (Tsilibaris y
col 2007): la presencia de un sistema TA en un plasmido garantizaria la persistencia del
mismo durante la replicacion haciendo a las bacterias "adictas" al mismo, ya que sélo
las células hijas que contienen el plasmido sobreviven después de una division celular
(Figura 3; Makarova y col 2009). Sin embargo, los sistemas TA se encuentran también
presentes en el cromosoma de muchas bacterias; i.e., en E. coli hay siete sistemas TA,
incluyendo a mazEF, chpBIK, relBE, yefM-yoeB y din]-yafQ (Amitai y col 2004). Entre las
funciones atribuidas a estos sistemas se mencionan la formaciéon de células
persistentes, resistencia a bacteridfagos o bilis, muerte celular programada, entre otros.
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Figura 3. Esquema del sistema de adiccion a un plasmido (Modificado de Buts y col
2005). El sistema TA se “activa” en aquellas células, que durante la divisién celular, no
recibieron una molécula del plasmido

Sistema de adiccion a plasmido (PAS; Plasmid addiction system)

Cuando un plasmido contiene un operén TA funcional y es introducido en una
célula, tanto la toxina como la antitoxina son expresadas en bajos niveles. Debido a la
formacién de un complejo entre la toxina y la antitoxina, la célula estd protegida de la
accion de la toxina (Figura 3). La transcripcion del operén es regulada por el complejo
toxina-antitoxina el cual actda como represor. Si la célula retiene por lo menos una
copia del plasmido, la situacién permanece estable; si el plasmido se pierde, el sistema
TA se activa. La antitoxina es continuamente degradada por proteasas especificas y
como no se puede producir toxina y antitoxina fresca en las células libres de plasmido,
la toxina remanente queda libre. Como resultado, la acciéon de la toxina sobre su blanco
celular inhibe el crecimiento, lo que puede llevar a un estado de “persistencia” o a la
muerte celular (Buts y col 2005).

En base a la naturaleza de la antitoxina y el modo de inhibicién de la toxina, los
sistemas TA se clasifican en cinco tipos (I-V) (Makarova y col 2009). En los sistemas
tipo I y III las antitoxinas son pequefios ARNs no codificantes, mientras que las
antitoxinas de las otras clases son de naturaleza proteica (Unterholzner y col 2013).
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Sistema TA tipo 1

Estos sistemas fueron descriptos tanto en plasmidos como en cromosomas
(Unterholzner y col 2013). En los sistemas TA de tipo I la antitoxina es un ARN
antisentido. En la mayoria de los casos la expresiéon de la toxina es reprimida por
apareamiento de bases entre el ARN antisentido de la antitoxina y el ARNm estable de
la toxina. Esta interaccion previene la unién al ribosoma y por lo tanto evita la
traducciéon del ARNm de la toxina. Un ejemplo de este tipo es el sistema symR/symE de
E. coli (Figura 4A). La sintesis de la toxina SymE estd fuertemente reprimida en
multiples niveles: por el represor LexA a nivel de la transcripcién, por el ARN
antisentido SymR a nivel de la estabilidad del ARNm y la traduccién, y por la proteasa
Lon a nivel de la estabilidad de proteinas. Este control es probablemente una forma
efectiva de mantener la toxina SymE a un nivel intracelular lo suficientemente bajo
como para no dafiar la célula hasta que se requiera de la misma (Kawano, 2012).

Otro ejemplo de un sistema TA regulado por la inhibicién de la traduccién del
ARNm de la toxina es el sistema hok/sok codificado por el plasmido R1 (Figura 4B)
(Unterholzner y col 2013). EI ARN sok de la antitoxina se expresa a partir de un
promotor fuerte, pero el transcripto tiene una vida media muy corta de
aproximadamente 0,5 min. En contraste, el ARNm de la toxina hok es expresado a
partir de un promotor muy débil, pero tiene una vida media de aproximadamente 20
min. El transcripto de hok muestra una extensa estructura secundaria en donde el
extremo 3' se pliega hacia el extremo 5'; el ARNm plegado no es accesible para el
ribosoma ni para la antitoxina sok. El ARN antisentido de sok no muestra
complementariedad con la secuencia Shine-Dalgarno de hok. Asi, el procesamiento del
ARNm plegado por la RNasall elimina una parte del extremo 3' dando lugar a una
reorganizacion estructural del ARN mensajero, lo que permite tanto la traducciéon
como la unién al ARN-Sok. El locus hok/sok contiene, ademds de la toxina hok y la
antitoxina sok, un tercer gen llamado mok (modulador de la muerte), que se solapa con
casi todo el gen hok. Estudios con mutaciones puntuales revelaron que la prevencién de
la traduccion mok aboli6 la expresion eficaz de hok, indicando que los marcos de lectura
abiertos hok y mok se acoplan en la traducciéon y que el ARN-sok regula la traduccion de
hok indirectamente a través de la prevencién de la traduccién de mok. El completo
toxina-antitoxina formado por el ARNm de hok y el ARN-Sok son degradados por la
RNasalll, que es el paso inicial para la descomposicién del ARNm de hok pero no para
su regulacién. En contraste, para algunos sistemas TA de tipo I incluyendo txpA/ratA
(Figura 4C), bsrG/sr4, y yonT/as-yonT de Bacillus subtilis, la escisiéon por la RNasalll de
regiones de ARN de doble cadena creados por la unién del ARN de la antitoxina y el
ARNmMm de la toxina es crucial para la regulacién de la expresion de la toxina.
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Figura 4. Esquema de regulacion de diferentes mecanismos de sistemas TA tipo I
(modificado de Unterholzner y col 2013). A. La unién del ARN antisentido, SymR,
bloquea directamente la traduccién del ARN mensajero de la toxina; B. La unién del
ARN antisentido, Sok, bloquea la traduccién de Mok e indirectamente la traduccion del
ARN mensajero de la toxina Hok; C. La unién del ARN antisentido, TpxA, bloquea la
traducciéon del ARN mensajero de la toxina RatA. En B y C se requiere de una actividad
ARNasa III para regular o no, respectivamente, la expresiéon de la toxina

Sistema TA tipo 11

Los sistemas TA tipo II son la clase mejor estudiada con respecto a los sistemas
TA. En esta clase, tanto la toxina como la antitoxina son proteinas pequefias. La
antitoxina forma un complejo proteina-proteina con la toxina lo cual resulta en su
neutralizacién (Figura 5). Mientras que la proteina de la toxina es estable, la antitoxina
se degrada rdpidamente por las proteasas de la familia Clp o por Lon. El operén de
modulos TA de tipo II comprende tipicamente dos pequefios marcos de lectura
abiertos en donde el gen que codifica la antitoxina se encuentra corriente arriba. Sin
embargo, hay excepciones sobre esta organizaciéon de genes conservados; por ejemplo,
el sistema higB/higA, donde el gen de la toxina higB se encuentra corriente arriba del
gen de la antitoxina higA. Generalmente, la transcripcién del operén TA se autorregula

mediante la unién de la antitoxina o por el complejo toxina-antitoxina al promotor.

Dependiendo de la relacién estequiométrica antitoxina/toxina varios tipos de
complejos se pueden formar con afinidades distintas al promotor. Por ejemplo, en
presencia de un exceso de RelB (antitoxina) un complejo RelB:RelE (complejo 2: 1) se
forma e inhibe el promotor relB/relE (Figura 5A). El complejo RelB:RelE tiene un efecto
inhibidor més fuerte sobre el promotor relB/relE que RelB, y por lo tanto RelE actuaria
como un co-represor transcripcional. Por el contrario, en presencia de un exceso de
RelE; se forma un complejo 2:2 (RelB2RelEy) el cual no puede unirse al promotor y, en
consecuencia, la transcripcién se activa. Este modo de regulacion se llama con
frecuencia cooperatividad condicional y se cree que es importante para la
estabilizaciéon del nivel de antitoxina en células que crecen rapidamente para
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minimizar la induccién aleatoria de relB/relE. Otros sistemas TA, como el phd-doc del
bacteriofago P1 de E. coli y el vapB/vapC de Salmonella entérica, estan regulados por la
cooperatividad condicional.
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Figura 5. Esquema de regulaciéon de sistemas TA tipo II de dos y tres componentes
(modificado de Unterholzner y col 2013). A. Sistema de dos componentes: los
complejos RelB2 y RelB2RelE acttian como inhibidores de la expresiéon del promotor
relB/relE, mientras que la formacion del complejo RelB2RelE2 activa la expresiéon de
dicho promotor. (Figura 5. cont. fig.) B. Sistema de tres componentes: la expresién del
promotor Pw estd regulada por el dimero @2, un regulador global de la transcripcion.
En ambos casos la toxina se activa por la degradacién proteolitica de la antitoxina

En los sistemas TA de tipo II se han descrito también sistemas de tres
componentes. Un ejemplo de esta organizacion genética extraordinaria es el médulo ®-
e-C codificado por el plasmido pSM19035 de Streptococcus pyogenes (Figura 5B). El efecto
citotoxico de la proteina { se contrarresta por el dimero de la antitoxina &>, que forma
un complejo hetero-tetramérico estable (ye2. En contraste con otros sistemas de TA de
tipo I ni la toxina { ni la antitoxina €, o el complejo (ye2 regulan su propia expresion. En
lugar de ello, la actividad del promotor Pw esta regulada por un dimero w; un
regulador global de la transcripcion. Ademads, los niveles basales de  y & son
expresados por un promotor constitutivo pero muy débil Pe. También el médulo de
paR-paaA-parE codificado por un operon de E. coli O157: H7 representa un sistema de
tres componentes donde parR ubicado corriente arriba es necesario para el control
transcripcional del médulo TA. Sin embargo, en contraste con w-e-C, el complejo parE-
paaA estd implicado en la regulacion de su propia transcripcién. El prototipo del tercer
grupo de los sistemas TA tipo II de tres componentes es el médulo pasA/pasB/pasC del
plasmido pTF-FC2 de Thiobacillus ferrooxidans, donde la autorregulacion se logra
mediante la antitoxina PasA y su complejo con la toxina PasB. El tercer componente,
PasC, no esta involucrado en la regulacion de la expresion, pero mejora la formaciéon
del complejo toxina-antitoxina (Lioy y co 2012; Unterholzner y col 2013).
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Sistema TA tipo 111

Al igual que los sistemas de Tipo I, la antitoxina de los sistemas tipo III es un
ARNSs. Sin embargo, el modo de interaccién es diferente. Hasta ahora el tinico miembro
caracterizado de esta clase es el médulo toxI/toxN del plasmido pECA1039 de
Pectobacterium carotovoum, que fue descrito originalmente como un sistema de
proteccion de las bacterias contra la infeccion por bacteriofagos. El gen toxN esta
precedido por una repeticién invertida corta y por una disposiciéon en tandem de
repeticiones directas (Figura 6). La repeticion invertida sirve como un terminador de la
transcripcion, y regula los niveles de ARN de la antitoxina y ARNm de la toxina. La
proteina ToxN tiene actividad ARNasa y corta al transcripto toxl/toxN en las
repeticiones directas para liberar el ARN activo de la antitoxina de 36 nt. En contraste
con los sistemas TA tipo I, el ARN de la antitoxina de tipo III neutraliza la toxina
uniéndose directamente a ella. En un estudio filogenético se identificaron un total de
125 posibles sistemas TA del tipo III y fueron asignados a 3 familias, toxIN, cptIN y
tenpIN. La mayoria de los sistemas de tipo IIl estdn codificado en el cromosoma
bacteriano pero aproximadamente el 15% de toxIN y tenpIN son codificados en
plasmidos, y s6lo un médulo toxIN estd codificado en un profago (Unterholzner y col
2013).

Figura 6. Esquema de regulacion de sistemas TA tipo III (modificado de Unterholzner
y col 2013). La toxina, ToxN, y los trancriptos, ToxI, forman un complejo tripartito
ToxN-ToxI. La degradaciéon de ToxI, por un mecanismo desconocido, libera la toxina la
ToxN, con actividad endonucleasa

Sistema TA tipo IV

La designaciéon de un sistema TA tipo IV fue propuesto para el moédulo
yeel/yeeV (también llamado ctbA/ctbB) de E. coli. Un andlisis funcional de este médulo
revel6 que la toxina YeeV interactda con MreB y FtsZ y por lo tanto interfiere en la
polimerizacién y ensamblado del citoesqueleto MreB-FtsZ (Figura 7). La proteina de la
antitoxina YeeU contrarresta a YeeV al estabilizar los polimeros de MreB y FtsZ. Un
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modo de accién similar también se informé para cptA/cptB (ygfX/ygfY), otro médulo TA
de E. coli. Mientras que la toxina y la antitoxina de todas las demads clases TA
interacttan ya sea en el ARN o a nivel de proteinas, la toxina y la antitoxina de esta

clase TA no interacttian directamente (Unterholzner y col 2013).
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Figura 7. Esquema de regulacién de sistemas TA tipo IV (modificado de Unterholzner
y col 2013). La toxina YeeV interfiere en la polimerizacién de FtsZ y MreB en la
formacién del citoesqueleto. La antitoxina YeeU estabiliza los polimeros de FtsZ y
MreB

Sistema TA Tipo V

Recientemente, el moédulo ghoS/ ghoT de E. coli fue designado como un sistema
TA tipo V (Figura 8). La proteina de la antitoxina GhoS tiene una actividad
endorribonucleasa especifica de secuencia para la escision del ARNm de la toxina
GhoT y por lo tanto impide la traduccion de la misma (Unterholzner y col 2013).
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Figura 8. Esquema de regulacion de sistemas TA tipo V (modificado de Unterholzner y
col 2013). La antitoxina, GhoS, es una endoribonucleasa que degrada el ARN mensajero
de la toxina, GhoT, impidiendo su traduccién
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Sistemas toxina antitoxina en bacterias lacticas

Los estudios sobre los sistemas TA en BAL son escasos y han sido localizados
principalmente, luego de un anélisis in silico, en el ADN cromosémico y plasmidico de
algunas especies de Lactobacillus. Klimina y col (2013) identificaron cinco posibles
sistemas TA en el genoma de Lb. rhamnosus. Alpert y col (2003) describieron un sistema
TA tipo I en el plasmido pRV500 de Lactobacilo sakei RV332. A su vez, Sorvig y col
(2005) encontraron que los ORF2 y ORF3 del plasmido p256 de Lb. plantarum NC7 son
homoélogos a Peml y PemK, respectivamente, dos miembros que pertenecen a la familia
de proteinas de mantenimiento de plasmidos. Fang y col (2007) encontraron, en el
plasmido pSF118-44, dos sistemas TA similares a la familia RelB y RelE y, en el
plasmido pSF118-20, un sistema TA de la familia PemI y PemK. Finalmente, Alegre y
col (2009) describieron la presencia de un sistema TA en el plasmido pRS5 de
Pediococcus pentosaceus, una cepa aislada de vino. Un sistema TA tipo III fue descripto
por Samson y col (2013) el cual forma parte de un mecanismo AbiQ (abortive infection),
o sistema de defensa contra el ataque de bacterioéfagos en L. lactis.

Antecedentes de los sistemas lactocina Lac705 y antilisteria AL705,
bacteriocinas producidas por Lb. curvatus CRL705

La cepa Lb. curvatus CRL705 ha sido aislada en nuestro laboratorio a partir de
una muestra obtenida de salame artesanal argentino, y ha sido usada como modelo de
estudio por su capacidad de producir bacteriocinas (Vignolo y col 1993). La cepa
CRL705 pertenece al grupo de BAL heterofermentativas facultativas, ya que fermenta
las hexosas por la via de Embden-Meyerhof, con produccién de lactato, y las pentosas
por medio de una fosfocetolasa inducible. La especie Lb. curvatus esta
filogenéticamente relacionada a la especie Lb. sakei (Fadda, 1999). Las cepas de ambas
especies son aisladas de diversos habitats, i.e., a partir de pre-masa en la elaboracion de
panes, de vegetal fermentado y de carnes frescas y fermentadas. Ambas poseen un
gran valor tecnolégico, por lo que se utilizan cada vez mas como cultivos iniciadores al
contribuir en los procesos de fermentacion y conservaciéon de la carne. Un andlisis
numérico de los patrones RAPD de cepas de Lb. sakei y Lb. curvatus revel6 dos
subgrupos dentro de cada especie, con uno de los subgrupos de Lb. curvatus mas
estrechamente vinculado a los subgrupos de Lb. sakei (Berthie y col 1999).

Lb. curvatus CRL705 produce dos bacteriocinas: lactocina 705 (Lac705; activa
contra la flora deteriorante de embutidos) y AL705 (activa contra L. monocytogenes).
Lactocina 705 es una bacteriocina del tipo IIb, cuya actividad antimicrobiana depende
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de la accién complementaria de los péptidos Lac705-alfa y Lac705-beta. Estos péptidos
se sintetizan como prepéptidos de 54 y 56 aminoacidos, respectivamente, con una
secuencia lider en sus extremos amino terminal, y ambos son secretados como péptidos
activos de 33 aminoéacidos (en los Bancos de Datos no se encuentran depositadas secuencias
homdlogas a lactocina Lac705). Lb. curvatus CRL705 posee dos plasmidos, pRC12 y
pRC18, de 12,5 y 18,6 kb, respectivamente. El fenotipo de lactocina Lac705 fue asociado
al plasmido pRC18, el cual fue completamente secuenciado (Cuozzo 2002). El genoma
de este plasmido contiene 18.664 pares de bases con un porcentaje de G + C de 34,5%.
El analisis de sus 25 marcos de lectura abierta (MLA) sugiere que pRC18 posee una
estructura en mosaico, producto de madaltiples eventos de recombinacion,
principalmente entre ADN de origen plasmidico (proteinas de replicacién y MLAs 6,
17, 21 y 23); tagico (MLAs 1 y 4, que codifican posiblemente para un represor y una
proteina de recombinacion sitio especifica, respectivamente); y de elementos
transponibles (MLAs 8, 10, 18, 19 y 22). El sistema genético de lactocina Lac705 (Figura
9) esta integrado por dos operones divergentes y superpuestos (Py y Pi). El primer
promotor controla la expresion de los genes estructurales de lac705a y lac705f los que
expresan los genes estructurales para los prepéptidos Lac705a y Lac705p,
respectivamente. El segundo promotor controla a los genes que codifican para las
proteinas de inmunidad (inm705) y las del sistema de transporte tipo ABC y su
proteina accesoria (genes abc705 y acc705, respectivamente, que participan en el
procesamiento, transporte y secrecion de Lac705). Se confirmé experimentalmente que
la proteina Inm705 es la proteina de inmunidad de Lac705, y que los sistemas de
inmunidad de lactocina 705 y del factor antilisteria AL705 son sistemas independientes.
La localizaciéon de promotores divergentes y superpuestos sugiere un sistema de
regulaciéon coordinado. Por otro lado, la actividad antilisteria AL705 no ha sido
caracterizada aiin, aunque Cuozzo (2002) observé que la proteina ABC del sistema
Lac705 es necesaria también para la secrecion de AL705.
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Figura 9. A. Representacion del sistema genético de lactocina Lac705, presente
en el pldsmido pRCI18. Se indica la posicion de los promotores divergentes y
superpuestos Py y Pi que controlan, respectivamente, la expresion de los genes
estructurales de Lac705 y los de inmunidad, proteina de transporte ABC y proteina
accesoria. Las flechas indican el sentido de la expresion. B. Secuencia de aminodacidos y
actividad complementaria de los péptidos 705a y 7058 (Lac705)

Los cultivos de Lb. curvatus CRL705 fueron sometidos a diferentes
tratamientos con el objetivo de aislar variantes curadas de pldsmidos y negativas en la
produccion de Lac705 (Cuozzo 2002). Las distintas estrategias aplicadas fueron
principalmente: a) aislamiento de mutantes espontdneas; b) uso del agente curante
naranja de acridina; y ¢) mutagénesis (mediante el uso de nitrosoguanidina o de
vectores de integracién). Aunque varias mutantes Lac705/5 fueron aisladas, ninguna de
ellas fue realmente curada de pRC18, resultados que sugieren que el plasmido pRC18
es muy estable. Al no disponer de una variante de Lb. curvatus CRL705 libre de pRC18,
nos propusimos como objetivo establecer las condiciones que permitan el curado de
este pldsmido, considerando que la cepa curada es un ambiente isogénico ideal para
realizar futuros estudios de regulacion de los promotores divergentes del sistema de la
lactocina Lac705. A su vez, la variante curada permitird optimizar los protocolos de
electroporacién con vectores genéticos basados en las funciones de replicaciéon de
pRC18, al eliminar potenciales mecanismos de incompatibilidad.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar las bacteriocinas producidas por la
cepa Lb. curvatus CRL705, a fin de aplicarlas en un sistema carneo modelo. Para ello se
propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar las actividades antilisteria AL705 y lactocina Lac705:

— -Determinar el efecto de la fase de crecimiento, de la temperatura, y de los
componentes del medio de cultivo en la producciéon de las bacteriocinas
lactocina (Lac705) y antilisteria (AL705);

— -Regulacion génica del sistema lactocina Lac705

— -Identificar y caracterizar los potenciales genes responsables del factor AL705
presentes en el genoma de Lb. curvatus CRL705; y

2. Aislar y caracterizar variantes de Lb. curvatus CRL705 curadas de plasmidos.
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Caracterizacion de la actividad antilisteria AL705 de Lb. curvatus
CRL705

Introduccion

La capacidad de Lb. curvatus CRL705 de producir una bacteriocina activa contra
cepas de las especies Lb. casei, Lb. plantarum, Leuconostoc lactis, B. subtilis, St. aureus, y L.
monocytogenes fue descripta por Vignolo y col. (1993). Estudios posteriores
determinaron el efecto de los parametros de crecimiento en la produccién de esta
bacteriocina [Vignolo y col. 1995; Palacios 2000]: se observé que posee un limitado
espectro de inhibicién, y que su 6ptima produccién se observa en el medio MRS sin el
agregado de peptona, a una temperatura de crecimiento entre 15 a 30°C. La
bacteriocina fue detectada en el sobrenadante del cultivo celular a partir de las 4 h de
crecimiento (a 30°C), alcanzando el maximo nivel en la fase estacionaria (9 h),
manteniéndose constante durante 18-20 h de cultivo. Posteriormente, Cuozzo (2002)
puso en evidencia que Lb. curvatus CRL705 produce al menos dos bacteriocinas a las
que denominé Lac705, activa contra Lb. plantarum CRL691, y AL705, con actividad
antilisteria. Demostr6 también que la presencia de ambas bacteriocinas en el
sobrenadante de la cepa CRL705 requiere de la funcién de un mismo transportador
ABC (gen abc) del sistema Lac705. Estos ultimos estudios pusieron en evidencia que
Vignolo y col. (1995) y Palacios (2000) describieron las condiciones de produccién de
lactocina Lac705 y no los de la bacteriocina antilisteria AL705, ya que los mencionados
investigadores utilizaron siempre en sus estudios a Lb. plantarum CRL691, como cepa
indicadora de la actividad antimicrobiana.

En base a lo expuesto, nos propusimos evaluar la expresion de la actividad
antilisteria AL705 a la largo de la fase de crecimiento de Lb. curvatus CRL705 e
identificar y caracterizar los potenciales determinantes genéticos responsables de dicha
actividad. Se estudio también el efecto de los componentes del medio de cultivo y de la
temperatura en la produccién de ambas bacteriocinas (Lac705 y AL705).

26



Resultados

Efecto de la fase de crecimiento, de la temperatura y de los componentes del
medio de cultivo en la produccion de las bacteriocinas lactocina (Lac705) y
antilisteria (AL705)

La produccién de Lac705 y AL705 se estudi6é primero usando el medio De Man-
Rogosa-Sharpe (MRS), un medio de crecimiento nutricionalmente muy rico y
ampliamente utilizado para la produccién de bacteriocinas de BAL (Appukuttan y
Kadirvelu, 2014). Los niveles de ambas bacteriocinas en los sobrenadantes de las
células de Lb. curvatus CRL705 fueron determinados en medio MRS a 30 y 39°C,
respectivamente. Para su deteccién se usaron como células indicadoras a Lb. plantarum
CRL691 y L. monocytogenes. Como se muestra en la Figura 10, a 30°C la produccién de
Lac705 se observé a las 6 h de crecimiento (fase exponencial tardia; 12.800 UA/ml), lo
que confirma las observaciones realizadas por Vignolo y col. (1995) y Palacios (2000).
Sin embargo, a esta temperatura la actividad AL705 fue detectada a partir de las 3 h de
crecimiento, alcanzando el maximo en fase exponencial (12.800 - 25.600 /UA/ml a las
6 h). Con respecto al crecimiento a 39°C, no se observé produccién de Lac705 en
ninguna de las fases estudiadas, mientras que la produccién de AL705 no variaba a lo
largo de la fase de crecimiento. La temperatura de 39°C es una temperatura subéptima
de crecimiento para la cepa Lb. curvatus CRL705 (Figura 10). Para descartar la
posibilidad que estos resultados se deban a un efecto directo de la temperatura sobre la
actividad de las bacteriocinas y no sobre la produccién de las mismas, se realizaron
pruebas de estabilidad incubando a 39°C durante 48 h el sobrenadante libre de células
de un cultivo Lb. curvatus CRL705 crecido a 30°C y midiendo luego la actividad
remanente de ambas bacteriocinas (Figura 11). Idénticos titulos de actividad se
observaron entre las muestras tratadas o no, lo que indica que ambas bacteriocinas son
estables a 39°C, y que los valores observados en la Figura 10 se deben a un efecto de la
temperatura sobre la produccién de las bacteriocinas o sobre su liberacion al medio de
cultivo.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de la cepa CRL705 en MRS y produccién de lactocina
Lac705 y antilisteria AL705, a 30°C y 39°C (+ = 200UA/ml; — = no detectable). Los
experimentos fueron realizados por triplicado

Sin embargo, las altas temperaturas podrian afectar también la estabilidad del
plasmido pRC18, inducir su pérdida y generar células curadas del mismo, lo que
podria explicar el fenotipo “no productor” de ambas bacteriocinas observado a 39°C.
Sin embargo, descartamos esta dltima posibilidad ya que ambos fenotipos fueron
reversibles a 30°C. Cuando las células crecidas a 39°C fueron sembradas en un medio
MRS agarizado e incubadas a 30°C, mostraron el fenotipo “productor” de Lac705 y
AL705, lo que indica la permanencia de pRCI18 en ellas. Asi, concluimos que la
produccion de las bacteriocinas estudiadas varia durante la fase de crecimiento de Lb.
curvatus CRL705: mientras la producciéon de AL705 se inicia en estadios tempranos de
crecimiento y es continua durante la fase exponencial, la produccién de Lac705 es
tardia y se observa principalmente al final de la fase exponencial y comienzos de la fase
estacionaria.

%N—{ Incubar 48h a 39°C
| — 2
W
\J

Figura 11. Esquema del protocolo de estabilidad de las bacteriocinas a 39°C.
Similares resultados se observaron para Lac705 y AL705
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Los resultados observados sugieren también que la actividad detectada en los
sobrenadantes de ambas bacteriocinas estaria modulada por la temperatura, siendo
menor su deteccién a mayores temperaturas. Para confirmar esta prediccion, se
determinaron los niveles de AL705 en células crecidas en medio MRS en un rango de
temperatura de 20 a 39°C (Figura 12). En estos experimentos, las células usadas fueron
Lb. curvatus Sac7 transformadas con el plasmido p3.3 (Figura 13), plasmido que carece
del gen estructural de Lac705a y que complementa la funcién ABC necesaria para
detectar la actividad AL705. A la temperatura 6ptima de crecimiento de 30°C, el titulo
maximo de AL705 fue 25.600 UA/ml. Conforme la temperatura fue aumentando la
actividad AL705 detectada y el crecimiento celular disminuyeron, observandose
valores minimos de 200 UA/ml a temperaturas superiores a 37°C. Los valores
maximos de actividad (51.200 UA/ml) fueron detectados en el rango de 20-30°C,

temperaturas no 6ptimas para el crecimiento celular.
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Figura 12. Niveles de AL705 producidos por Lb. curvatus Sac7 (p3.3) a diferentes
temperaturas. Los experimentos fueron realizados por triplicado
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Figura 13. Esquema del plasmido p3.3, que porta una delecciéon en el gen Lac705a. La
region del plasmido pRC18, marcada entre lineas, fue clonada en el plasmido
pBlueScriptSK::Cm, resultando el plasmido p3.3. Este plasmido complementa la actividad
AL705 en Lb. curvatus Sac7
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Efecto de los componentes del medio de cultivo sobre el crecimiento de la cepa
CRL705 y produccion de Lac705 y AL705

El crecimiento de las cepas productoras de bacteriocinas y la produccién de las
mismas depende de los nutrientes suministrados por el medio de cultivo. Por lo tanto,
se realizaron estudios comparativos sobre el efecto de diferentes medios de cultivo,
nutricionalmente simples o complejos, en la produccién de Lac705 y AL705. Los
medios utilizados en una primera instancia fueron: MRS, BHI+TW80, LB+Gluc+TW80,
M9, TS+TW80 (Figura 14A). Los resultados mostraron que a 30°C el medio MRS fue el
Optimo tanto para el crecimiento como para la deteccion de ambas bacteriocinas
(maximo titulo observado para ambas de 12.800 UA/ml). Titulos maximos de 6.400
UA/ml fueron obtenidos para AL705 en los medios BHI+TW80, LB+Gluc+TW80 y
TS+TW80, mientras que los titulos maximos para Lac705 fueron de 800 UA/ml en el
medio BHI+TW80 y de 400 UA/ml en los medios LB+Gluc+TW80 y TS+TW80. No se
observé crecimiento en el medio minimo M9. Estos resultados indican que la
produccién de Lac705 esta fuertemente asociada con el crecimiento celular.

Por otro lado se probaron diferentes variantes del medio MRS quitando algunos
de sus componentes, como el acetato, citrato, fosfato (POs=) o Mg**/Mn** (Figura 14B).
Lb. curvatus CRL705 mostré un mayor crecimiento en los medios MRS modificados
libres de acetato, PO4= o citrato, mientras que la ausencia de las sales de Mg y Mn
limitaron su crecimiento al 50% respecto al medio control MRS (24h). En todas las
condiciones, la produccién de AL705 no se vio afectada (12.800 UA /ml), mientras que
los niveles de Lac705 fueron de 6.400 UA/ml en los medios MRS-modificados.
Similares observaciones fueron realizadas en medios MRS modificados donde se
eliminaron en forma conjunta 2 6 3 sales (medios MRS-acetato-PO,= y MRS-acetato-
POy=-citrato), indicando que el agregado de estos tres componentes no es necesario
para el crecimiento de Lb. curvatus CRL705 y produccién de AL705, en las condiciones
ensayadas, pero si reducen los niveles maximos de Lac705 (6.400 UA/ml; Figura 14B).
Por dltimo, el reemplazo de la peptona del medio MRS por extracto de carne (0,1%) o
Casaaminoécidos (0,1%), redujo el crecimiento celular y los niveles detectados de
Lac705 (3.200 UA/ml en los medios modificados), sin modificar los niveles de AL705
(12.800UA /ml) respecto al control (Figura 14C).
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Figura 14. Crecimiento de Lb. curvatus CRL705, a 30°C, en: A) MRS, BHI+TW80, LB+GLUC+TW80, M9 y TS+TW80, a 30°C; B) MRS (“droga por
droga”), MRS-fosfato, MRS-acetato, MRS-citrato, MRS-sales de Mg/Mn, MRS -acetato-fosfato, MRS-acetato-fosfato-citrato; C) Medio base, Medio
base + peptona, Medio base + ext. carne, Medio base + Casaaa. GL=glucosa; TW80=Tween 80; TS= Triptona de soja
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Estudio de la regulacion de los promotores divergentes del plasmido pRC18 por
RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) y PCR
en tiempo real cuantitativa (gRT-PCR)

El sistema genético de lactocina Lac705 esta integrado por dos operones
divergentes y superpuestos; el primero contiene los genes estructurales de Lac705-alfa
y Lac705-beta, que se transcribe en sentido inverso al segundo operén que contiene el
gen de inmunidad (inm705), los genes de un sistema de transporte tipo ABC y su
proteina accesoria (genes abc705 y acc705, respectivamente). Se evalué el efecto de la
temperatura y de la fase de crecimiento en la expresiéon de los promotores divergentes
usando cebadores especificos a los genes estructurales (lac705-alfa y lac705-beta) y al gen
de inmunidad (inm705) (Tabla 22, MyM). Las extracciones de ARN se realizaron a
partir de cultivos celulares en las fases de crecimiento exponencial (temprana y tardia)
y estacionaria, a 30 y a 39°C. En los estudios de RT-PCR, la presencia de amplicones en
todas las condiciones ensayadas sugiere que ambos promotores son activos a 30 y 39° C
y en todas las fases de crecimiento (Figura 15A).

Los estudios de qRT-PCR en tiempo real fueron realizados con ADN copia de
células en fase exponencial (6 h), crecidas a 30 y 39°C. Como gen normalizador se
utilizo el gen gyrB (que codifica para la enzima ADN girasa) y los valores de expresiéon
relativa (CT) de los genes se determinaron mediante el método 2-4ACT (Schmittgen y
Livak, 2008). En la Figura 15B se muestra una grafica representativa de las sefiales
fluorescentes correspondientes a las diferentes condiciones ensayadas en funcién de los
ciclos de amplificaciéon. La interseccién entre la linea threshold y cada curva de
amplificacion determina el CT (o Ciclo umbral; del inglés threshold cycle) de cada
muestra; ciclo en el que el aumento de la fluorescencia es mayor al nivel basal y es
inversamente proporcional a la concentracion inicial del ADN presente en la muestra.
Las curvas de melting correspondientes a las muestras de los genes a/p y de inm705
generaron un solo pico, en las distintas condiciones, a la temperatura esperada de 75°C,
indicando la especificidad de los amplicones (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos muestran que no hay cambios en los niveles de
expresion para los genes a4/ y de inmunidad respecto al gen interno (Tabla 2). Esto
indica que, en las condiciones ensayadas, no hay cambios en los niveles de actividad de
ambos promotores y que las diferencias observadas en los niveles de ambas
bacteriocinas, detectados en los sobrenadantes de los cultivos celulares, estarian
controladas a nivel post-transcripcional.
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Figura 15. Estudio de la expresion de los genes a/p, inm705 y gyrB. A. Electroforesis en
geles de agarosa de los amplicones de la reaccién RT-PCR a 3, 6, y 9 h, a 30 y a 39°C; B.
Curva de amplificacién (intensidad de fluorescencia contra ciclos de amplificacién CT)
indicando la diferencia de expresion de cada gen representada por sus
correspondientes CT a las 6h, a 30 y a 39°C.

Tabla 2. Valores de CT de los genes a/f, inm y gyrB, a las 6h

CT(30°C) CT(39°C)
gyrB 20,62 18,74
Inm 13,95 11,76
a/p 15,29 13,36
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Identificacién y caracterizacién de potenciales genes responsables de la
produccion del factor AL705 presentes en el genoma de Lb. curvatus CRL705

Como se indic6, la cepa CRL705 produce dos bacteriocinas: lactocina Lac705 y
antilisteria AL705. Mientras que la bacteriocina de dos componentes Lac705 ha sido
caracterizada y asociada al plasmido pRC18, los determinantes genéticos de la
actividad antilisteria AL705 no han sido atun determinados. Recientemente, nuestro
grupo de trabajo ha obtenido la secuencia nucleotidica del genoma de Lb. curvatus CRL
705 (nimero de acceso en GenBank: AGBU01000000). Procedimos por lo tanto a
identificar, mediante el uso de herramientas de bioinformatica, la presencia de
potenciales genes de bacteriocinas en el genoma de Lb. curvatus CRL705 y asociarlos a
la actividad AL705.

El genoma de L. curvatus CRL705 consiste en un cromosoma circular de
1.833.251 pares de bases (con un contenido GC de 41.9%); su secuencia no esta
completa y ha sido anotada como un “borrador” de 145 “contigs”. La cepa CRL705
posee ademds dos pladsmidos: pRC12 (12.342 pb) y pRC18 (18.664 pb; GenBank
AF200347.3). La basqueda de los genes asociados a bacteriocinas presentes en el
genoma de CRL705 se realizo con el programa Bagel3

(http:/ /bagel.molgenrug.nl/index.php/bagel3), y se complementé con una andlisis
sistemético de los genes anotados mediante el programa Blastp (en este caso, haciendo
uso de secuencias de bacteriocinas descriptas en la especie Lb. curvatus; i.e., sakacina A,
sakacina G, etc.).

Tabla 3. Bacteriocinas identificadas en el genoma de Lb curvatus CRL705 mediante el
programa Bagel3

Bacteriocina Contig Actividad antilisteria
sakacina Q 53 s1 (Mathiesen et al. 2005)
sakacina Talfa/Tbeta 88 no
sakacina X 88 si (Vaughan et al. 2003)
sakacina P 84 si (Holck et al. 1994)
enterocina NKR 5 3D 47 si (Ishibashi et al. 2012)
7 (XT) 23
Lactocina (Lac705 alfa/beta) plasmido pRC18 no

¢? = Bagel3 no brinda un informe detallado
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El programa Bagel permitié identificar la presencia de los genes estructurales
de 6 bacteriocinas en 5 contigs del genoma de CRL705 (uno de ellos, el plasmido
pRC18; Tabla 3). El programa también detect6 al contig00023, aunque no identificé en
el mismo a ninguna bacteriocina (como se describe a continuaciéon, en el mismo se
ubica parte del operén sakacina T/X). Cuatro de las bacteriocinas detectadas (sakacinas
P, Q, Xy enterocina_NKR_5_3D) poseen actividad antilisteria; no asi las bacteriocinas
de dos componentes, sakacina T y lactocina Lac705. Enterocina_ NKR_5_3D es un
péptido homologo (91% identidad) a IP-TX, un péptido inductor de las sakacinas X y T.
Estas bacteriocinas han sido estudiadas en cepas de Lb. sakei y sus determinantes
genéticos estan localizados en dos operones distintos: operones sakp/q y sacx/t. A
continuacién se describen los pasos realizados en la caracterizacién de estos sistemas
en la cepa CRL705.

Sistema sakacinas P y Q

Sakacina P es una bacteriocina de tipo Ila, descripta por primera vez en Lb. sakei
Lb673 (Tichaczek y col. 1994), pero también presente en las cepas de Lb. sakei Lb674
(Huhne y col. 1996) y 1151 (Urso y col. 2006a). La produccién de esta bacteriocina
requiere de los siguientes tres grupos de genes, todos ellos precedidos por promotores
inducibles (Figura 16): i) un operén que consiste de los genes estructurales de la
sakacina P (sppA) y su gen de inmunidad (spiA); ii) un operén de regulacion basado en
un sistema de quorum-sensing que codifica para un péptido inductor (sppIP), una
histidina quinasa (sppK), que detecta al péptido inductor, y un regulador de respuesta
(sppR), el cual activado por la histidina quinasa induce a los promotores spp; y (iii) un
operén que codifica un sistema de transporte ABC (sppT) y su proteina accesoria
(sppE), necesarios para el transporte y el procesamiento de la bacteriocina y del péptido
inductor. Los promotores que preceden estos operones son designados como Pgya,
Popip, v Pgypr, respectivamente. Tanto la bacteriocina como el péptido inductor
contienen una secuencia amino terminal que presenta una sefial tipica “doble glicina”,

la cual es reconocida por la maquinaria de transporte (Nissen-Meyer y col 2010).

Corriente abajo del grupo de genes de la sakacina P se ubica el grupo de genes
que codifica para la sakacina Q, bacteriocina que pertenece a la clase IId de las
bacteriocinas. Tanto el gen estructural para la sakacina Q, sppQ, como su gen de
inmunidad, spiQ, se encuentran en marcos de lecturas superpuestos. sppQ esta
precedido por el promotor Pg,q el cual se encuentra bajo el control de los mismos genes
que regulan el sistema de la sakacina P (Figura 16) (Holck y col. 1994; Brurberg y col.
1996; Hiihne y col. 1996, Mathiesen y col. 2005).
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Figura 16. Esquema de la organizacion del fragmento Lb674p/q que contiene los
operones de las sakacinas SakP y SakQ en Lb. sakei Lb674. Se indica la posicién de los
promotores Pgypa, Poypip, v Pyypr. Las flechas indican el sentido de la expresion de los
genes

Los operones de las sakacinas Py Q fueron originalmente descriptos en Lb. sakei
como sistemas independientes, y sus secuencias nucleotidicas fueron incorporadas en
el GenBank con los nimeros de acceso Z48542 (sakP; 7.597 pb) y AJ844594 (sakQ; 1.602
pb). Sin embargo, ambas secuencias son contiguas en el genoma de la cepa Lb. sakei
Lb674, siendo los 365 pb del extremo 3’ de Z48542 (sakP) idénticas a la secuencia 5" de
AJ844594 (sakQ), por lo que procedimos a unificar las mismas (secuencias 748542 y
AJ844594) en un tnico fragmento de ADN de 8.537 bp, que denominamos Lb674p/q.
Cuando comparamos la secuencia Lb674p/q con la secuencia del genoma de CRL705,
mediante el programa Blastn2Seq, observamos que se correspondia a cuatro contigs de
CRL705; se ubicaban de la siguiente forma: contigl18rc (rc=reverso complementario),
contig84, contiglllrc y contigb3rc (Figura 17).

Para confirmar que estos 4 fragmentos son contiguos y se localizan en el
genoma de CRL705 de la forma propuesta en la Figura 17, se realizaron reacciones
PCR, utilizando cebadores especificos disefiados a partir de los extremos 5, del primer
contig, y 3 del segundo contig. En la Tabla 4 se indican los tamafios esperados y
observados (Figura 18) de los amplicones. Los fragmentos amplificados con la mezcla
de cebadores 118{-84r y 84f-111r, de 385 y 434 pb, respectivamente, se corresponden
con los tamafios esperados. Sin embargo, el tamafio del amplicon generado con los
cebadores 111f-53r, denominado PQcontigl11f{-53r, de 1.400-1.500 pb, es
aproximadamente 1.000-1.100 bp mayor al esperado (420 bp). Cuando PQcontig111{-53r
fue secuenciado, se observé que la secuencia nucleotidica interna del mismo se

corresponde con la secuencia del contigl13rc de CRL705 (Figura 17).

Por ello, se procedi6 a unir las secuencias de los 5 contigs: 118rc-84-111rc-113rc-
53rc (eliminando las bases duplicadas en los extremos), lo que dio lugar al fragmento
CRL705p/q, de 16968 bp. De esta manera, se localizaron los operones de las sakacinas
Py Qen la cepa CRL705.
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EREA Contig84 & __111 Contig53
Contigll8 onti
9 +/4 i, T /=
+/ -
Contigll3
/-

Figura 17. Contigs de la cepa Lb. curvatus CRL705 homologos a la secuencia Lb674p/q
(marcada como Query) generados mediante el programa Blastn2Seq. +/- indica que la
secuencia del contig en la cepa CRL705 es complementaria reversa de la secuencia
presente en Lb674p/q. +/+, indica que la secuencia del contig en la cepa CRL705 es
idéntica a la secuencia presente en Lb674p/q

100bp 115-54 11184 111-38

1500pb 1080pb

500pb

Figura 18. Productos de amplificacién obtenidos (“tamafio observado” en Tabla 4) con
los cebadores 118f-84r, 111f-84r, 111f-53rc (Tabla 22)

Tabla 4. Tamafio de los amplicones esperados y observados

Nombre del fragmento Esperado (pb) Observado (pb)
PQContigl18-84 385 385
PQContig84-111 434 434
PQContigl11-53 420 Aprox. 1.500
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Un andlisis comparativo entre las secuencias Lb674p/q (8.537 nt) y CRL705p/q (16.968
nt), realizado con el programa Blast (bl2seq), indica que las mismas comparten 8492 nt:
las regiones de nucledtidos 46-4.594 y 4.590-8.537 de Lb674p/q se corresponden con las
regiones de nucle6tidos 646-5.194 y 6.248-10.198 de CRL705p/ q, respectivamente.

Lb674p/q
f
spplP sppA  spiA sppQ  spiQ enl putativa spiA
CRL705p/q
R  spoR 2V : = TR = Zym |
‘ lsppT | [sppT =
F;_:Jplp sSppA  spiA 1530 transposasa sppé spiQd putativa spiA

Figura 19. Esquema comparativo de los operones P/Q entre las cepas CRL705 y Lb674.
La principal diferencia entre ambos sistemas es la presencia de una secuencia IS,
inserta en el gen ABC, y de un gen extra de inmunidad localizado en el extremo 5" del
fragmento (celeste)

En la Figura 19 se observa una organizacion del operén SakP/SakQ de Lb.
curvatus CRL705 similar a la descripta en la cepa de Lb. sakei Lb674: el orden de los
genes spplP, sppK, sppR, sppA, spiA, sppT, sppE, sppQ, spiQ, entA, y spiA putativa se
corresponden en ambas cepas. Los genes sppIP, sppK, y sppR constituyen el operén de
un sistema regulador de tres componentes y codificanpara las proteinas péptido
inductor de sakacinas P y Q, respectivamente, histidina quinasa, y el regulador de la
respuesta. A su vez, los genes sppA, spiA, sspT, y sppE constituyen un segundo operén y
codifican, respectivamente, para las proteinas sakacina SakP, proteina de inmunidad a
sakacina SakP, transportador ABC, y proteina accesoria. Estas dos tltimas proteinas
participan en el transporte y procesamiento de los prepéptidos de las bacteriocinas y
factores de induccién. Los genes sppQ y spiQ forman el tercer operén y codifican para
la sakacina SakQ y la proteina de inmunidad a sakacina SakQ, respectivamente.
Finalmente, los pseudogenes entA y spiA forman el cuarto operén y codifican,
respectivamente, para proteinas truncas de inmunidad de la familia de enterocina
EntA (homologa al extremo carboxilo de las mismas; regién de aa 40 a 95) y para una
posible proteina de inmunidad a sakacina P.
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Los fragmentos Lb674p/q y CRL705p/q comparten una identidad del 99%
(Tabla 5); las principales diferencias observadas en esta regién compartida son (Figura
20; Tabla 6):

a)

un fragmento extra de 1.058 nt, presente en CRL705p/q, entre los
nucledtidos 5195-6247, el cual corresponde a una IS insertada en la posiciéon
4590 del fragmento Lb674p/q; la insercién de la IS duplica en ambos
extremos la secuencia de 5 nt, CTATG (Figuras 19 y 20) e inactiva el gen
sppT (transporte ABC)

una diferencia de 28 nucledtidos (se muestran en rojo en la secuencia de la
Figura 20; Tabla 6), de los cuales 13 nt se ubican en regiones intergénicas [10
nt entre los genes Imm1 (proteina putativa de inmunidad) y sppIP (péptido
inductor IP-P); 2 nt entre los genes sppE y sppQ; v 1 en el extremo 3"del
fragmento Lb674p/q] y 15 nt en regiones codificantes. Como se indica en la
Tabla 4, 5 de estas mutaciones son neutras (no modifican el aa en la
secuencia primaria de las proteinas), 3 modifican un aminoacido en la
secuencia de las proteinas SppK (L232F), SpiA (F80S), y SppQ (G55D); y dos
modifican dos aminoacidos en la proteina SppE (F11L e 1416T). La IS (con
una transposasa de 284aa) interrumpe la secuencia de la proteina SppT (718
aa), dejando una proteina SppT trunca e inactiva de 387 aa. Otras tres
mutaciones observadas en la proteina SppT (Y491H y las bases extras en
posicion nt 7067-7068, que producen un “frameshift”) se ubican en la regién
carboxilo de la misma, luego de la IS.

Ademas, corriente abajo del gen spiA putativa en Lb. curvatus CRL705 (extremo

3’; no mostrado), se encontraron genes no relacionados con sistemas de bacteriocinas y

comprometidos aparentemente con el metabolismo de treonina y NAD, entre otros.

Mientras que la secuencia comprendida entre los nucleétidos 1-645 del extremo 5

CRL705p/q no se encontr6 en el fragmento Lb674p/q. En esta region (Figuras 19 y 20)

localizamos dos genes que codifican para proteinas que presentan una alta identidad

con proteinas de inmunidad a bacteriocina: i) la proteina Imm1 (84 aa), homdloga a la

proteina Immuy.c7os del sistema lactocina 705, presente en el plasmido pRC1S; y ii) la
proteina Imm_EntA (33 aa) la que presenta identidad con proteinas de inmunidad de
la familia EntA. Esta proteina ha sido descripta también en el extremo 5" del grupo de

genes de sakacinas P y Q en la cepa Lb sakei LTH673, aunque en esta region no se
detect6 homologia a nivel de ADN entre LTH673 y CRL705p/q.
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Tabla 5. Identidad entre los sistemas sakacina Py Q determinada por comparacion de los

fragmentos CRL705p/q (Lb. curvatus CRL705) y Lb674p/q ( Lb. sakei Lb674)

MLA Gen Proteina Tamafio (aa) Identidad con
(Marco de lectura sistema P/Q Lb.
abierto) sakei674 (%)
Observaciones
296..550 inml Proteina de inmunidad 84 71
720..833 sppip Factor induccion 37
840..2198 sppk Histidina kinasa 460
2200..2946 sppr Regulador de respuesta 248
3080..3301 sppa Sakacina P 43
3372..3668 spia Proteina de inmunidad 98
4019..5182 sppt Tranportador ABC 387
5340..6194 is Secuencia de Insercion 284
6244..7059 sppt Tranportador ABC 271
7071..7235 sppt Tranportador ABC 54
7250..8626 sppe Proteina Accesoria 458
8790..9228 sppq Sakacina Q 67
spiq Inmunidad SakQ 60
9324..9686 enta Proteina de inmunidad 120
9787..9984 spia Proteina de inmunidad 65 67
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Tabla 6. Bases mutadas presentes en el fragmento CRL705p/q respecto a su

secuencia homoéloga del fragmento Lb674 p/Q

Posicion Base Region Aminodcido
Lb674p/q Lb674p/q
> CRL705p/q > CRL705p/q

658 C2A RI

659 G->T RI

665 AT RI

666 A=2G RI

667 C2>A RI

678 AT RI

691 AT RI

693 C2A RI

694 C2A RI

695 G-=>T RI

751 A=>C sspIP Neutro (I)
758 A=2G sspIP K-=>E
1570 G=>C sspK L>F
2089 G-=>C sspK Neutro (T)
3633 T=>C spiA E =5
4101 T=>C sppT Neutro (A)
4701 A>T sppT Neutro (S)
5194 IS sppT

6570 T=>C sppT Y->H
7067 —=2A Frameshift

7068 —=>G GAP

7206 A>T sppT

7303 T=>C sppE E=>L
8519 T=>C I>T
8653 G-=>T RI

8791 C->T RI

9015 G=2A sppQ G-=>P
9096 A=>G sppQ Neutro (L)
10080 — 2A Frameshift
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En sintesis, las principales diferencias observadas entre los sistemas de
sakacinas P y Q de Lb. sakei y Lb. curvatus CRL705 son: la presencia en el sistema
CRL705 de una proteina extra de inmunidad, ubicada en el extremo 57y un sistema de
procesamiento y transporte no funcional, debido a la presencia de una secuencia IS en
el gen sppT que inactiva a la proteina de transporte ABC. Asi, ambas bacteriocinas,
sakacina P y sakacina Q, son candidatos viables de la actividad antilisteria detectada en
la cepa Lb. curvatus CRL705, a condicién que el procesamiento y secreciéon de las
mismas sea complementado por un transportador ABC funcional presente en el
plasmido pRC18.
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GCAATCTACCAATATCTAACAGT
proteina
5 0@ 6 0iko oo ollio oo
GCATTTGATTTATCCGGATGCGCCATTAGACTGTTGTAAAGTGTATGGATGTTTTCTTTTGTAATTGATA
A N S K D P H A ML S NY L T H I N E K T I S
AACTTGTCATTTAAACCCCTCCGTATTACAATAATTCACACTAGTTATAGTTCCCTTTTAGTTATTTGTC
L S T M
AATGATGCAAATAAGCGCTATGACGATTAACGTTTAATTTTAAACGTTAATCTTTTTTTTGAATATTGAT
CGAATCTTGGTCCATAATAAAGTTTGTCAGAGACTTAGTTGGCCAATTAAAGTACTGAGAACTATTGTGA
TTAGGAGGATGTCATTTGAGCTTATTACTGAATCAATTTCAGAATTATCAAAAGATTCTTTCTTTGGTAA
M S L L L N Q F Q N Y Q K I L S L V M
TGTCAATTATCATTATTGTCGCTGTCTATCTGAACGACTCACAACCGGTTTTAGCAGTTTTAATTGTTTT
s 1 1 1 I VvV A VvV Y L N D S Q P V L A V L I V L
AGGCATTGCTAGTTTAGGGGAACACTTCTTACTTTATTCATCGAATATTGAAAGTAATTGGGCAGGAAAA
G I A S L G E H F L L Y S S N I E S N W A G K
GTGGACCTAATGTTTAAGATAGCTTGCTTATTATATGTGTTGTATAAATTTTCAGATTAGTTAAATATTC
v Db LM F K I A C L L Y V L Y K F S D stop
CTAATAAAAAGGTTGGCATAAAATCATTTTATGCCAACCTTTTTATTTTTTATAAACCGTAATTAACGTT

AATCATAAAAAT GATAACGTTAAT T TTAAAAAATAAG T TAAT CTTGTGAATTATGTATAATTTGATTAGA

CTAAAGAATAGGAGAAAGTATGATGATCTTTAAAGAACTTTCAGAAAAAGAATTGCAAAAAATAAACGGT
Péptido
Mm Mm fE F Kk EL s EKETILOQQZ K I NG
GGTATGGCAGGAAATAGTTCTAATTTTATTCATAAGATTAAACAAATTTTTACCCATCGTTAAGATAGGT
G M AGDN S SNTFTIHZ KTITZ KOQTIF T H R stop
TGTTGGTGAGCATGTTATATACGGATGTATCGGTTTCCTTAATGCAAAATTTTGTTGCTATCTTATTAAT
M L Y T DV SV S LMOQNTFUVATITILTLI
quinasa
TTTTCTATTATATAGATATATTCAAAGAAAGATAACATTTAAACGGATCATATTAGATATTTTAATAGCG
F L L YR Y I Q R XK I T F KU R I I L D I L I A
ATTATTTTTTCAATATTATATCTGTTTATTTCAGATGCGTCATTACTTGTAATGGTATTAATGCGATTAG
I 1 FSsS I L Y LF I SDA ASTLZLUVMVTILMZ RTILG
GGTGGCATTTTCATCAACAAAAAGAAAATAAGATAAAAACGACTGATACAGCTAATTTAATTCTAATTAT
W H F HQ Q KEDNK I K TTODTANTLTI L I I
CGTGATCCAGTTATTGTTAGTTGCGGTTGGGACTATTATTAGTCAGTTTACCATATCGATTATCAAARAGT
v I QL L L VAV GTTITISsSO QFTTISTI I K S
GATTTCAGCCAAAATATATTGAACAATAGTGCAACAGATATAACTTTATTAGGTATTTTCTTTGCTGTTT
D F S QUNTITILDNUNS SA AT DTITTZLTLSGTIFTFAUV L
TATTTGACGGCTTGTTCTTTATATTATTGAAGAATAAGCGGACTGAATTACAACATTTAAATCAAGAAAT
F DG ILFF I L L KNI KU RTTETLGQUHTILNOQE I
CATTGAATTTTCGTTAGAAAAACAATATTTTATATTTATATTTATTTTATTTATAGTAATAGAAATTATT
I EF S L EXK QYT FTIVFTITFIILF IV IE I I
TTAGCAGTTGGGAATCTTCAAGGAGTAACAGCCACGATATTATTAACCATTATCATTATTTTTTGTGTCC
L AV GNJLOQGVTATTITLTILTTITITITIFTCUV L
TTATCGGGATGACTTTTTGGCAAGTGATGCTTTTTTTGAAGGCTTATTCGATTCGCCAAGAAGCCAATGA
I G M T F WOV MTILFTL KA ATYSTIUROQE AN D

CCAATTCGTCCGGAATCAACAACTTCAAGATTATCTAGTCAATATCGAACAGCAGTACACCGAATTACGG
Q F VvV R N 0 0 L ¢ DY L VvV N I E Q Q Y T E L R
CGATTTAAGCATGATTATCAAAACATCTTATTATCGTTGGAGAGTTTTGCCGAAAAGGGCGATCAGCAAC
R F K H DY o NI L L S L E S F A E K G D Q Q Q
AGTTTAAGGCGTATTACCAAGAATTATTAGCACAACGGCCAATTCAAAGTGAAATCCAAGGGGCAGTCAT
F K A Y Y Q E L L A Q R P I Q S E I O G A V I
TGCACAACTCGACTACTTGAAAAATGATCCTATTCGAGGATTAGTCATTCAAAAGTTTTTGGCAGCCAAA
A Q L DY L K N D P I R G L V I 9 K F L A A K
CAGGCTGGTGTTACTTTAAAATTCGAAATGACCGAACCAATCGAATTAGCAACCGCTAATCTATTAACGG
Q A G VT L K F EM T E P I E L A T AN L L T V
TTATTCGGATTATCGGTATTTTATTAGACAATGCGATTGAACAAGCCGTTCAAGAAACCGATCAATTGGT
I R I 1T G I L L D N A I E Q A V Q E T D Q L V
GAGTTGTGCTTTCTTACAATCTGATGGTTTAATCGAAATTACGATTGAAAATACGGCCAGTCAAGTTAAG
s ¢ A F L Q S b L I E I T TIT E N T A S Q V K

AATCTCCAAGCATTTTCAGAGTTAGGCTATTCAACCAAAGGCGCTGGTCGGGGGACTGGTTTAGCTAATG
N L 9 A F S E L G Y S I K 6 A G R G T G L A N V
TGCAGGATTTGATTGCCAAACAAACCAATTTATTCTTAGAAACACAGATTGAAAATAGAAAGTTACGACA
Q b L I A K QTNTL F L E T Q I E N R K L R Q
GACATTGATGATTACGGAGGAAACTTAATTTGTATCCCGTTTATTTATTAGAGGATGATTTACAGCAACA
T L M I T E E T stop
M Y P VY L L E D D L Q Q Q
AGCGATTTATCAGCAAATTATCGCGAATACGATTATGATTAACGAATTTGCAATGACTTTAACATGCGCT
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A I Yy 9 ¢ I I A NT I M INUEUFAM T L T C A
de
GCCAGTGATACTGAGACATTGTTGGCGGCAATTAAGGATCAGCAACGAGGTTTATTCTTTTTGGATATGG
A S D T E T L L A A I K D Q Q R G L F F L D M E
AAATTGAGGATAACCGCCAAGCCGGTTTAGAAGTGGCAACTAAGATTCGGCAGATGATGCCGTTTGCGCA

I E D NIROQAGULEV AT K I R OQMMUP F A Q
AATTGTCTTCATTACAACCCACGAGGAACTGACATTATTAACGTTAGAACGAAAAATAGCGCCTTTAGAT

I v r I T T H E E L T L L T L E R K I A P L D
TACATTCTCAAGGACCAAACAATGGCTGAAATCAAAAGGCAATTGATTGATGATCTATTGTTAGCTGAGA
Yy I .. KX b g T™MAUZE I K R QL I D DL L L A E K
AGCAAAACGAGGCGGCAGCGTATCACCGAGAAAATTTATTTAGTTATAAAATAGGTCCTCGCTTTTTCTC

Q N E A A A Y H R EN L F S Y K I G P R F F S
ATTACCATTAAAGGAAGTTGTTTATTTATATACTGAAAAAGAAAATCCGGGTCATATTAATTTGTTAGCC

L P L K E V Vv Yy L Y T E K E N P G H I N L L A
GTTACCAGAAAGGTTACTTTTCCAGGAAATTTAAATGCGCTGGAAGCCCAATATCCAATGCTCTTTCGGT
v T R K v T F P G N L N AL E A QY P M L F R C
GTGATAAAAGTTACTTAGTTAACCTATCTAATATTGCCAATTATGACAGTAAAACACGGAGTTTAAAATT

p x s vy L vN <L S NI AN Y D S K T R S L K F
TGTAGATGGCAGTGAGGCAAAAGTCTCGTTCCGGAAATCACGGGAACTAGTGGCCAAATTAAAACAAATG

v b G S E A KV S F R K S R E L V A K L K Q M
ATGTAGCGCATATTAACGTTTAACCGATAAAGTTGAACGTTAATATTTTTTTTGCGCAGAAATGGTAAAT
M stop
TGAAGCATAATAGTCTTGTAAGGTATTTAGCTGGCTGGCGTAAAGTATGCTTTATAAAATAATATATAGG
AGTATGATTCTAATGGAAAAGTTTATTGAATTATCTTTAAAAGAAGTAACAGCAATTACAGGTGGAAAAT

M E K F I E L S L K E v T A I T G G K Y
ATTATGGTAACGGTGTACACTGTGGAAAACATTCATGTACCGTAGACTGGGGAACAGCTATTGGAAATAT
Yy G N G VvV H C G K H s ¢ T VvV b W G T A I G N I
CGGAAATAATGCAGCTGCAAACTGGGCCACAGGCGGAAACGCTGGCTGGAATAAATAATAAGCAAAACTT

G NN A A A NW AT G G N A G W N K stop
AATTTAGATTTAAGGACTCTCTATCATTTGATGGGGATTTTTTAGCTTATAGTAACAGAATAAAATAAGA
GGTGTCAGATTATGAAAATATTGAAGTGGTATTCAGGTGGTAAGGATCGCGGAGAACGGGCAAATGATAT

M K I L K W Y S G G K D R G E R A N D I
TATAGGCCAATTGTTGCTAGATCTGAACCATGATCCAAAAAATGAACATTTAGAAGCAATATTAATAAAT

I G ¢ L. L L DL N HD P KN E H L E A I L I N
TATCAGAATGAAATTAAAAGGAAAGAAAGTTCGGTGCCATTTATTTTGAGTCGGATGAATATATCAATAG
Yy o N E I K R K E s s v p F I L S R M N I S I A

CCAATACAATCAGAAGAGATAGGCTCATTTTAACCGATTCTCAAGAAGATAAATTGAAATTGTTAACTGC
N T I R R DR L I L T D $§ 0 E D K L K L L T A
GTTGTCTAATATAAGATATGGCTATTAGCAGCTTAATTCTGTAGCACACTATTCTAAGAATACGCTAGAA

L S N I R Y G Y stop
CTGTTATATGGAATTTTCAATATTAATTTGGTTGATAGTGAACTTGATGAGATATTCATTATTATAATGT
GTCATATAGTACGATTCGTTATTGCTGGTTATGAATACATTGTAATGAAAAGATTAACGTTTAATCTATA
CAATTATACGTTAGTCTTTTTATTTTATAAGGAATAGCCATAATATAACAGCTTAGATTTTAAATGCAGC
ATTAACGTTAATTTTGATAAACGTAACGTTAATGGATAATCATCCTGTTTACAAATAGTGTATGACATAA
TTAAGTAATTAACTTACGGAGGCTCTTGATGATAGATCGTAAAATTTATATACCACAAGTAGATGAAATG

M I DR K I Y I P Q V D E M

ABC
GATTGTGGCGTAGCAGCCTTAGCGATGATTCTTAAACATTATGGTTCTTCAGCTTCGCTGGCTTATTTAC
D C G V A I L A M I L K HY G S s A s L A Y L R
GTAATGAGGCTAAAACTGATTTAGAAGGAACAACGGCGCTTGGACTAGTGAAGACAGCTGAGAATTTAGG
N E A XK T DL E G T T A L G L V K T A E N L G
TTTCGAAACGAAGGCGATTCAAGCTGATATGAGTTTGTTTGAAGTCGCAGATTTACCATTTCCTTTTATT
F E T K A I 9 A DM S L F E V A D L P F P F I
GCACATGTTCTAAAAAATGGCGAGCTATTACATTATTATGTTGTACTAGGGATAAAAAAAGATGCCATTA
A H V L K N G E L L H Y Y V Vv L G I K K D A I I
TAATCGCCGATCCTGATCCAACAGTGGGCATCGCTAAGATGACGCAATCACAGTTTAAATCGGAATGGAC
I A D P D P TV G I A KM T Q S Q F K S E W T
GGGCGTTGCATTATTTATTGCTCCAAAACCGAGCTATCAACCAGTTAAGCAGCAAACAAAAGCGAGTTTA
G v A L F I A P K P S Y Q P V K QO QQ T K A S L
TTTTCATTTGTTCCAACTTTGATGCAGCAAAAGCGATTGGTAATTAATATTACTTTGGCGGCGCTACTCA
F S F VP T L M Q Q KR L V I N I T L A A L L I
TAACCATTATTAGTATTCTAGGATCTTATTTCTTACAGACTGTCATTGATACCTATATCCCAAATAACAT
T r 1 s I L G S Y F L © T V I D T Y I P N N M
GCAGAGCACGCTGGCGATTGTTGCAATTGGTTTAATTATCTTTTATGGCTTCCAGTC TATCTTTACATAT
Q s T L A I v A I GG L I I F Y G F Q I I F T Y
GCTCAAAATTTTTTATTGGCGGTTTTAGGACAGCGGTTATCAATTGAGATTATTTTAAGTTACTTAAGAC
A Q N F L L AV L G Q R L s I E I I L S Y L R H
ATGTTTTTGAATTACCAATGTCTTTTTTTGCAACACGTAAAACAGGTGAAATAATTTCACGATTTAATGA
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v ¥F E L P M S F F A T R K T G E I I S R F N D
CGCGAATAAAATTATTGATGCGCTAGCAAGCGCAATTATTTCAATTTTTTTAGATATTACAGTCGTTGTT
.A° N K I I D AL A S A I I s I F L D I T V V V
ATTATGGGGATTATTCTGATCATTCAAAATACAACTTTATTCTGGTTAACCTTAGCAGTGATTCCAATCT
I ~m 6 I I . I I ¢ N T T L F W L T L A V I P I Y
ATATTGCCGTGATTACTTTATTTGCAAAACCTTTTGAAAAATTAAATCAAAAGGAAATGGAAAGTAATGC

I A Vv I T L F A K P F E K L N QQ K E M E S N A
AGTATTGAATTCGGCGATCATTGAAGATTTACATGGCATTGAAACGATTAAAGCGTTAACTAGTGAAAGT

v L N S A I I E D L H G I E T I K A L T S E S
GAACGATATCAAAAAATAGATACAGCATTTGTTGATTATCTGAAGAAGAGTTTTG. GCAGATTGT

ERY Q K I D TAUF V DY L K K S F D Y r r 1 stop

AAAATTTAAGTTGAACATTTAAGTGGACAGAAAAACCCATCAAGGTCTTTAATGGTGTTACCACACAATC
CATTAGAAAGAAGGACCTTGATGAGCACCACTATTTTATCATTCCAGAACCGTGTTGTCATTGAAACGCT
Transposasa

M s T T I L S F Q N R Vv v I E T L
TCATAATGAAGGACGTTCCTTGCGATACATCGCTAACTACTTAGGCTTTAGTAAGACCACCATCTTTAAC
H N E G R S L R Y I A N Y L G F S K T T I F N
GAACTTCACCGGCTAAATAGTGAGTACCAGGCTGGGCTAGCGCAAACTGACTTTGAACGAAAGGTTAGTC
E L H R L NS E Y Q A G L A Q T D F E R K V S Q
AACGGGGGCGGAAGTCTTCGCTCACTAAAAACCTTAAACACTTGATCGAGGAAAAGATTCAAGTCCAGAA
R G R K S s L T K N L K H L I E E K I QO V Q0 K
GTGGTCCCCTGAACAAGTTGCCCATGTGGTGGGGATTGCCTACAAGACGGTCTATAACTGGATTGATCAA
w s P E Q VA H V V 6 I A Y K T V Y N W I D Q
GGATGGCTTGATATACAGTTGCCCGATTTGCCTGATCATGGAATTCGTCGTCATCGTGCTAAAGAAAAGC
G w L. b I 9 L P DL P D HG I R R H R A K E K R
GTGGTACGTTCAATCACGGCCGCTCCATTGAGGAGCGGCCTCATAAAGTCGAAACTCGCCAGGAATTCGG
G T F N H G R s I E E R P H K V E T R Q E F G
CCACTTTGAAGCTGATACCGTACTTTCTGGTAAACGTAAAGGTCAAGCTGTGGCTACTTTTGTGGAGCGT
H F E A DT V L S G K R K G Q A V A T F V E R
AAGAGTCGCCTGACAATTGTTAAACGGCTCCATGGTCGCGACAGTCAGTCCATGACTCAAGCCGTACTTG
K s R L T I Vv K R L H G R D S @ s M T Q A V L E
AACTAGCTAGTCAACTTCAAGACAAGCTCAAGACGCTTACCGTAGATCATGGTAAAGAGTTCGCTAACTA
L A S 9 L 9 DK L K T L T V D H G K E F A N Y
TCAGACAATTGAACGGCGAACTGGTACACAGGTTTATTTTGCCCATGCCTATTCACCGCATGAAAGAGGC
Q T I E R R T G T Q VY F A H A Y S P H E R G
AGTAATGAGAACCGTAACCGAGTTTTGCGGCGCTTTATTCCCAAAGGCCAAGCCATTGAAGAACTAAGTG
S N E N RN RV L R R F I P K G Q A I E E L S D
ATCACCAATTGGTTCAAATTAATTGGTATTTGAATTCACGGCCACTTAAATGTCTTAATTGGCATACACC
H o L v I N W Y L N S R P L K C L N W H T P
AATCGAGATCTTCTTGCTTAATTTACGTCATTAAATTCGTTCAZ—\GTTZ—\TTTCTTGCZ—\Z—\TCTGCC-

I E I F L L N L R H stop

TAAAAGCTG
ATACATTGCAACAAGCAATTAAGTTGTTTGTCCAATTAGGGCTGAATGTCTTTGTGCTGTGGGTAGGCGC
TATTTTAGTCACGCATAACGAGTTATCAATTGGGCAATTGATGACCTACAATGCCTTGCTGGCGTATTTT
GTAAATCCGTTACAGAATATCATCAATTTACAGACTAAGTTACAGAGCGCGAGGGTAGCCAATAATCGGT
TGAATGAAGTTTATCTGGTTGATTCTGAGTTCAAGACAGAACGACCAATTAAATCCGAGTCACAGTTGGT
AGGCCCAATTGAGTTACAAAATGTGAGTCACCAATATGGTTATGGGCAGAGAGTGCTTGAATCGATTAGT
TTAAAGATTGAGCCGAATGAAAAATTAACAATTGTGGGCATGAGCGGTTCGGGGAAATCAACATTGGTTA
AGTTACTCGTTAATTTTTTTGAACCAACGGAGGGAAAGGTTCTTTTTAATCAACAAGATACACAGACAAT
TGATAAAAAGACATTGCGGCAGTTTGTTAACTATATTGCACAGACACCGTACATTTTCTCAGGAAGTATT
TGGGATAATCTTAAGTTAGGTAATCGGCCAGGAATCACACAAGCGGACATCATGCATGCGTGTGAGCTAG
CAGAGATAAAGAATGATATTGAAAAAATGCCGCTCCAATTTGAAACATTATTGGATGAAGATGGAAACAC

ATTGTCAGGTGGTCAAAAACAGCGATTAACAATTGCGCGAGCACTATTATCACCAGCTCGGGTACTAATT

TTTGATGAGTCTACTAGTGGGTTAGATACGATAACAGAGAGGGGCTATTAGTTGATCATCTAATGGCGTTAG

AAGAAAGAACAATCATTTTCATAGCGCATCGTTTAGCGATTGCTAAGAAAACGAACAATATTCTTGTTTT
E R T I I F I A H R L A I A K K T N N I L V L
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AGAAAATGGTAGTGTTGTTGAAACTGGGACACTTGATGCGTTGGTGGATACACAAGGGCGATATTACCAA

TTGCTCAATCATTAGTGGGGGATTAAAGTAEQGATAAAGAGTTTCTGGAGAGCAGTGAGCTTTATAGTGC
Proteina
M D K E F L E S S E L Y S A
GCGGTTTAAAAATTTTTCAACACTATTAATTATGCCAATTGCAGTTCTACTTTGTCTCGTATGCATCTTT
.R F K N ¥ s T L L 1 M P I A V L L C L Vv C I F
TCTTTTTTTGGTAAACGAGAAATTACGATTGAAGGTCAAGGTGATTTAACGACGAATAAACAGATTCCAA
s F F 6 K R E I T I E G Q G D L T T N K Q I P I
TATTACAAGCCTCTACTAATAGTGTATTAAAGCAAAATTATTTAAAAGAAGGAAAGTTTGTCAAGAAAGG
L ¢ A S T N S V L K Q N ¥ L K E G K F V K K G
GCAGACTTTGCTTGTGTATCAAAATACTAAAAATCAGAATCAGAAACGGCTATTAGAAAAACAACAGGAT
Q T L L VvV Y Q N T K N Q N Q K R L L E K Q O D
AATCTGAGTTATCAGATTACGAGTTTGGAAACATTGAAAGCTAGCATTCGCAGTAATCAAGACCAATTTG
N L s Yy o I T s L E T L K A s I R S N Q D QO F E
AGAATAATGATCAGTTTGGTTACAGAGATTTATTACGAGGTTATCTTGACCAAAGACAAGTTTATTTGAT
N N D Q F G Y R DL L R G Y L D Q R Q V Y L I
TGAAAATCAGATGGTGACAGATAAAGCAGCGACAAGTACAACTAAACAACAGACATTGACAGCGATTATG
E N Q M V T D K A A T S T T K Q @ T L T A I M
GATAAGACAATTCAACGAGATCAAACAAATCTTGACGCGTATCAAGCTTTATATCAGTCAATCAAAACTA
b K T I Q9 R D Q T N L D A Y Q A L Y Q S I K T N
ACAAGGTATATTCAAGTACTGGTAAATATAATTATCTTTACGAGAACTATCAAACGAAAGTAAAAGCGAT
K vy s s T GG K Y N Y L Y E N Y Q T K V K A M
GTCTGATAAAAATGAACAAAGTGGTTTAAAAGCAGATATTTTAGCAACGACGCAACAACAAATTGATAGT
s D K N E Q S G L K A D I L A T T Q Q O I D s
TTACAAGGTAGTATAGCGAATGCCGAAAATCAAAAAGTTTCCATAAAAGAATTTGACGATAGCCGGTTTA
L ¢ G S I A N A ENQ KV s I K E F D D S R F N
ATACGAATACTAATAATGAAAAGTTAGCATTATTAGAAGCACAGCAAACACAATCAGCAAATGAACAGCT
T N T N N E K L A L L E A Q Q T Q@ S A N E Q L
TGTAAAAGCTAAACAATCACTTGTCGAAATACAAACAACTTTAAAACAAATAACGAGTGATTCTAAGGAA
vV K A K Q s L v E I ¢ T T L K @ I T S D S K E
TACGTGGTTAAAGCACCTAAAGACGGAGTTCTACATGTTGATGATCACTATCAAGGGATTAAGTATACGA
Yy v v. Xx. AP K D GGV L HV D D H Y Q G I K Y T S
GTGCTGGTACCAGTATGGCGCGGATTTATCCGGTATTAGCTGATCAGAAGAGATTAAAAATAGAAGCGCT
A G T S M A R I Y P V L A D Q K R L K I E A L
TATTCCAGTTGATGATATTTCATCAGTTAAAATTGGACAAAGACTACGTTTGAAAATTACGCGGAATGTT
I p V D D I s §S VvV K I G ¢ R L R L K I T R N V
CCAAGACCAATTATTATTGAAGGAAAGATCAATCAAATTAGTGTTTCGCCTACTGTTATTAACCAGGGGA
P R P I I I E G K I N OQ I S VvV s P T V I N QO G S

GTTACTACACTATTACAGGTCTGGCAACTATTTCTAATAATAATAGGAAATTACTGCATTATGGAATGAC
y vy T T T 6 L AT TI sS NNNIRI KL L HY G M T
CGGTAAAATAGCAATTATCACTGGTAAGACAACATTCTTCAACTATTACAAAGATAAGTTGTTGAATAGA
G Kk 1 A I I T GG K T T F F N Y Y K D K L L N R

AATTAGGTGT GTATTACCATATAAATTATGAGAGTTTCCTTGGTTTAAAATTAATTTGAAAATTGATATT
N stop
AGCGTTTAACAGTTAAATTAATACGTTAATAATTTTTTTGTCTTTAAATAGGGATTTGAAGCATAATGGT

GTTATAGCGTACTTAGCTGGCCATCATATATGTATTCTATAAAATACTATTACAAGGAGATTTTAGATAT
Sakacina Q
M
GCAAAATACAAAAGAACTAAGCGTAGTAGAATTACAACAAATTCTTGGAGGAAAACGTGCTAGCTTTGGT
Q N T K E L §S v VvV E L QQ @ I L G G K R A s F G
AAATGTGTAGTTGGTGCTTGGGGAGCTGGTGCAGCTGGTTTAGGAGCCGGAGTCAGTGGTGGTCTCTGGG
K ¢ vv G A WGA G A AGUL GA GV S G G L W G

GAATGGCTGCTGGTGGTATCGACGGAGAATTAGCTTACATGGGGGCTAACGGGTGTCTCTAAACAAGCGT
Inmunidad
M A A G G I D G E L A Y M G A N G C L stop
v S L N K R

GTTGCTTATTGGCTAACCCAAACTACGAATTT GTTATTGATAACCATATTATTGCTACCCGCTATTCTTG
vV A Y W L T QQ T T N I L L 1 T I L L L P A I L D
ATCAAGAATATCATGCAATATTCTATCTTTTAATTTTAGTAGCAATTATTAATAACGTTGTCGTTATATT

Q E Yy H A I F ¥ L L I L Vv A I I N N V V V I F
CTTTTTAAGGCGTCAACTTAAATAGGCATTATTAAATATTGACTAACAGAATAGAAGTTGTTATCTAAGC

F L R R Q L K stop
CATGGCGATTTGAATATTGACGTTCATCGAAAGAAGTTGAACGTTAATATTTTTTTTGGCTTAAATTTAG
GTTTTGCGTCATAATGGCTGTGTAAAGGAGTTGGGGATATTGACAGAGAGTGAACAAACATTATTCGATT

M T E S E Q T L F D L

Inmunidad
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TAATTGATAAAGCCTACAATGAGGATTTAACGAATCAACCACAACCGTACAAAACTAATTTATTGAAAGC
I b K A Y N E DL TNQQ P Q P Y K T N L L K A
TGCTCAGCAGTTGGTTGATGGGACGGACGAATTCAACCTTTGTTTAGGGATCTATAACAGTTACCATGAA
A Q 9 L Vv D G T D E F NV C L G I Y N S Y H E
AACTATATCGTCCCACTGACATTGCCGCAGGAAAATCGTAATCTATACGGCTATATCCATCAGAAATTAA
N Y I v pPp L T L P Q E N RNTL Y G Y I H Q K L I
TAAAACTTGATCGAAAAAGACTGCGCGATTTTAATTTGGGCTACGGTTTAATTGCTAGCTCGATAACCTT
K L. D R KR L R D F N L G Y G L I A S S I T F

TGGTGGTTTTCATTAAAATGGGGAGTGAGCAAATATGAAGTGGTATGCAGGTGGACAGGAACGGGGGAAT proteina de
G G F H stop M K W Y A G G Q E R G N inmunidad
CAAGCAATTACGATAATCAGTACGTTATTAACTGACTTGAAACAAGATGACCAAACGGTACCATTGCAGT putativa,
SpiA

Q aAa I T I I s T L L T D L K Q D D Q T V P L Q s
AACAGCTATCAAGCTGAACTTGAAGCACAAACAACAGCCGTGCCATTCATTTTAAGCCGGATGAACATTG
top
CAATTGCGAATGTGGTTCAAAAAGAAGGCTTGCAGCTATCAGCCAGTCAACAAGCTAAGTTAAAAGAAAT
GACGGCGTTGTCGACGATTAGATATGGTTATTAGTGAAAAAGAGCGTAACGTTTATATAGCGTTACGCTC
TTTTTTGAGCTAAGCCGATAGTTTCGCTAAAAAGTTAACCACTGCTTTTGTCGACAGGGTTGATAACGCTA
GCGCATCGAGTTGATAAATCCGGTTTGAGTCAAAATTACTTTGATTAAATTGGTGCTGAAGACCATTTTT

Figura 20. Region homoéloga entre las secuencias de los sistemas CRL705p/q y
Lb674p/q. Las bases diferentes entre ambos sistemas se indican en rojo. Los
aminodcidos en verde representan las mutaciones neutras y en celeste a los cambios en
aminodcidos. En el extremo 5, la regién en gris indica las secuencias identificadas solo
en CRL705 p/q. La secuencia de aminoacidos de las proteinas comunes entre ambos
sistemas se resaltan en amarillo y el nombre de la proteina se indica a la derecha de la
figura. En fucsia, la region duplicada debido a la inserciéon de la IS. Las bases
subrayadas indican regiones terminadoras de la transcripcién y “XX”, en rojo, bases
extras que generan un frameshift

Sistemas sakacinas T/X y enterocina_NKR_5_3D

El segundo sistema de bacteriocinas detectado en el genoma de la cepa CRL705
fue el sistema de las sakacinas X y T. La secuencia primaria de la
enterocina_ NKR_5_3D es idéntica al factor IP-TX, o péptido inductor de las sakacinas T
y X, por lo que se lo incluye en el presente analisis. Sakacina T y sakacina X son
bacteriocinas de la clase IIb (bacteriocina de dos componentes) y Ila, respectivamente.
Estas fueron identificadas y caracterizadas originalmente en la cepa Lb. sakei 5. Los
genes estructurales y de regulacion descriptos para estas bacteriocinas forman parte
del locus sakacina TX el cual consiste en dos operones adyacentes pero orientados de
manera divergente (Figura 21). El primer operén estd compuesto por los genes stxP,
stxR, stxK y stxT, los cuales codifican para un péptido inductor (IP-TX), y proteinas
involucradas en la regulaciéon (StxK y StxR) y en la secrecion (StxT) de estas
bacteriocinas. El segundo operdén esta compuesto por los genes estructurales y de
inmunidad para la sakacina T (SakT./SakTp y Saklr, respectivamente) y para la
sakacina X (SakX y Saklx, respectivamente). La produccién de ambas sakacinas es
inducida simultdneamente por IP-TX (StxP; también descripto como
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enterocina_NKR_5_3D con actividad antilisteria). Sin embargo, no identificamos una
secuencia que codificara para una proteina accesoria del sistema transportador StxT en
el locus sakacina TX; posiblemente esta proteina no se requiere para el procesamiento y
transporte de estas sakacinas (Vaughan y col; 2003, 2004).

PstxT Psak

H

sle Stx sakT alfa sakx saklx

Figura 21. Estructura del locus sakacina TX de la cepa Lb. sakei 5. Esquema de la
organizacion del fragmento Lb5t/x que contiene los operones de las sakacinas SakT y
SakX en Lb. sakei 5. Se indica la posicién de los promotores PstxT y Psak. Las flechas
indican el sentido de la expresién de los genes

La secuencia (17.234 nt) de los determinantes genéticos del locus sakacina TX de
Lb. sakei 5 fue incorporada en el GenBank con el namero de acceso AY206863. Para
facilitar nuestros estudios comparativos, procedimos a eliminar de la misma 2.737 nt
de su extremo 5’ y 6.533 nt de su extremo 3, por ser secuencias nucleotidicas extras que
no se corresponden con los genes del sistema sakacina TX, generando asi el fragmento
Ls5t/x de 8.071 nt. Para identificar los contigs de Lb. curvatus CRL705 que contienen al
sistema TX, procedimos a comparar con el programa Blastn2Seq la secuencia Ls5t/x
con el genoma de CRL705. Como se muestra en la Figura 22, los contigs identificados
fueron cinco: 47, 101, 123, 88rc, y 23, los cuales se mencionan de acuerdo a la
localizacién encontrada por homologia. Es importante resaltar que en el contig00088rc
se detectd una secuencia IS ausente en Lsbx/t.
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<40 40-50 80-200 >=200
Query I ————————\
|1 15I00 30|00 45!)0 60%)0 75|00
CRL704
Contig 47 Contig 101 Contigl23 Contic 88 Contig 23

Figura 22. Contigs de la cepa Lb. curvatus CRL705 homologos a la secuencia Ls5t/x
(marcada como Query) generados mediante el programa Blastn2Seq. +/- indica que la
secuencia del contig en la cepa CRL705 es complementaria reversa de la secuencia
presente en Lb5t/x. +/+, indica que la secuencia del contig en la cepa CRL705 es
idéntica a la secuencia presente en Lb5t/x

100bp 47-10L

101-122 123-88 88-23

1500pb —

500pb —p

Figura 23. Productos de amplificacién obtenidos (“tamafio
observado” en Tabla 7) con los cebadores 47f-101r, 101{-123r, y
123£-88r 88f-23r (Tabla 22)

Tabla 7. Tamafio de los amplicones esperados y observados

Nombre fragmento Tamafno esperado Tamano observado
TXContig47-101 951 pb >1500 pb
TXContig101-123 781 pb 1500 pb
TXContig123-88 491 pb 1000 pb
TXContig88-23 881 pb 1500 pb
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Para confirmar que los cinco contigs fueran contiguos en la secuencia del
genoma de CRL705, se realizaron reacciones de PCR usando cebadores especificos a los
fragmentos mencionados. Como se muestra en la Figura 23 y en la Tabla 7, ninguno de
los 4 fragmentos amplificados mediante PCR fue del tamafio esperado, sino 600-700 bp
mayores, lo que sugiere que 4 fragmentos extra de ADN se encuentran entre los
mismos (la secuencia nucleotidica de los fragmentos extra de ADN no fue
determinada).

Lsst/x mmmm 00 L SBK

stxP stxR sakT alfa \éakx saklx

CRL705t/x

mm= o) ook o e[ g -

stP sakTalfa sakK  saklx  brochocina

Fragmentos extra de ADN

Figura 24. Esquema comparativo de los operones sakacinas X/T entre las cepas
CRL705 y Lb. sakei 5. La principal diferencia entre ambos sistemas es la presencia de
una secuencia IS, inserta entre los promotores divergentes de los genes sakT y sakTalfa,
y de cuatro fragmentos extras de ADN no identificados (rosa)

Posteriormente, procedimos a unir las secuencias de los 5 contigs: 47-101-123-
88rc-23, lo que dio lugar al fragmento CRL705t/x de 43.747 bp. Asi, observamos que
en una region de 9.170 nt de dicho fragmento (Figuras 24 y 25; bases 11.061 a 20.230), se
localizaron los operones de las sakacinas SakX y SakT (y enterocina_NKR_5_3D) de la
cepa CRL705. Como muestra la Tabla 8 y Figura 24, el orden de los genes del sistema
de sakacina XT en Lb. curvatus CRL705 es stxIP, stxR, stxK, sakTalfa, sakTbeta, saklt, sakX,
saklx y berl-like, similar a lo descripto en la cepa Lb. sakei 5.

Las secuencias de ambos sistemas comparten una identidad mayor al 99%
(Tabla 8); las principales diferencias observadas en esta region son:
i) 6 cambios de bases localizados en una regién de 6.295 nt: 2 de ellos en la
region intergénica entre saklx y el gen berl-like Imm, y 4 en los genes stxR
(2), stxK, y stxT; estos cambios aparentemente no afectarian la funcién de
las proteinas StxR, StxK, y StxT (Tabla 9; Figura 25)
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ii) tres fragmentos extra de ADN detectados en el sistema sakacina XT de
Lb. curvatus CRL705 presentes en la region interna de los genes stxK (1
fragmento) y stxT (2 fragmentos), lo que sugiere que las proteinas
histidina quinasa (S5txK) y el transportador ABC (StxT) serian inactivos
en este sistema (Figuras 24 y 25). El cuarto fragmento extra de ADN fue
localizado en la regién intergénica sakX y saklx, lo que sugiere que la
proteina de inmunidad SakIx no se expresaria, ya que su transcripcién y
traduccién esta ligada a la transcripcién y traduccién de la proteina
SakX (Figuras 24 y 25)

iii) por ultimo, una secuencia IS localizada en la regién de promotores
divergentes PstxT y Psak, promotores que controlan la expresion del gen
stxT 'y de los genes del operon sakTalfa/sakTbeta/saklt/sakX/saklx,
respectivamente (Figuras 24 y 25). Aparentemente, la expresion de StxT
no estarfa afectada por la insercién IS ya que las regiones de union al
regulador de respuesta StxR activo (StxR fosforilado), que induce la
expresion de estos promotores, estin intactas en el promotor PstxT
(AATATACTTGTAT; TGTCCTGAAAT y TATCCTAAAGT) (Figura 25).
Sin embargo, la IS si afectaria la actividad del promotor Psak, ya que las
secuencias de unién al regulador StxR fosforilado, ATTTCAGTACA y
ATCTTGAGACA, quedan ubicadas hacia la regién 5°de la secuencia IS
(Figura 25). Esto sugiere que los genes que codifican las proteinas
SakTalfa, SakTbeta, Saklr, SakX, y Saklx serfan inactivos y las
mencionadas proteinas no se sintetizarian

En sintesis, como en el sistema PQ, se observa que el gen stxT (proteina de
transporte ABC) es aparentemente no funcional. Los datos sugieren ademds que,
debido a la insercién de IS en la regién de promotores divergentes PstxT y Psak, los
genes estructurales y de inmunidad de las sakacinas T y X no se expresarian; a menos
que su expresiéon no esté ya controlada por el péptido inductor IP-TX sino que sean
controlados por secuencias promotoras constitutivas aportadas por la IS, como se
muestra en la Figura 25. En este caso, si no hubiera expresion de la sakacina X, el tinico
candidato viable con actividad antilisteria del sistema sakacina T/X presente en Lb.
curvatus  CRL705 serfa el péptido inductor IP-TX, conocido como
enterocina_ NKR_5_3D.
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Tabla 8. Identidad entre los componentes de los sistemas de sakacinas SakX y SakT y

enterocina_NKR_5_3D de Lb. curvatus CRL705 y Lb. sakei 5

MLA Gen Proteina Tamatio
(Marco de (aa)
lectura abierto)
11174..11311 stxP Péptido inductor 45
11742..12422 stxR regulador de respuesta 226
12502..13815 stxK proteina histidin quinasa 437
13908-16079 stxT Transportador ABC 723
16366..17289 s Secuencia de insercion 307
17420..17629 sakT SakT alpha 69
alpha
17643..17834 sakT SakT beta 63
beta
17856..18194 sakTIM | proteina de inmunidad 112
SakT
18342..18527 sakX sakacina X 61
18658..18951 | sakXIM Proteina de inmunidad 97

SakacinaX

Identidad con

sistema T/X Lb.
sakei (%)-
Observaciones

Tabla 9. Bases mutadas presentes en una regién de 6.295 nt del fragmento CRL705t/x
respecto a su secuencia homologa del fragmento Ls5t/x

Posicion Base Region Aminodacido
Ls5t/x = CRL705t/x Ls5t/x = CRL705t/x
1012 C>T stxR V1671
1195 T->C stxR T106A
1818 A>G stxK sin cambio
3357 T>G stxT N577T
8205 G2>A 1G* saklx-berl-like Imm
8396 T->C 1G saklx- berl-like Imm

*IG = region intergénica
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GACTATTCTCATCCGCATAGGAATTTTGCGGAGCAAATGACAGCCCAATTGTAATTGAAAATAATAATAC
TATTAGGGGTAAAAATTTTTTCTTCATTCTTCTCTCTCCACTTCTATTTAAAAAAGTCCTTTATTGCATT
inductor
TAATACATCCTGGGCGACATGAGGACCGCCAGAAATGATATCAAATCCTCCAGGAGTTCCTCCTTTGATT
3D)
TTTTTCAATTCTTCTTTTGGTAATGTTTTTCGATTTGTCATCTGAACCACTCTCCTTCTATTTGATGACA
TTAGTATATTGTTATCTTTGACTATTTAGTGACTTATATCCGGAAATCAACAATTTATGTCTTGAAATGA
ATCCCTATTTTGAGTTCAAAAAGGTGCTATTTTTATGATTTTTTCTCAAAAGATGATTCCGCAATAGAAA
AAACTCAAGAGCGCAGGTTCTTGAGTTTTTTCTATCTATTACATTTTAATGTTAAATCACAATTAGTTAT
TCAAATTGAGAATATCTAAAGACACAAATAGATATTGGATAATGTATTCTAATTAAGGGACTTGGAATTT
AAACTCATGATAAAAAATACAAGAATAAATTTCAAGCCGCCACTAAATTGTTGCGGCATCATTTAGCTAA
ATTTGATGAGTATTCCTGTCTATTGTTCTTTCAATCGTTATATCATAGTACCTATTTACGAATTGAGCTT
TCAGTGCTATCTAAGGTTTTTCTTAAGATTTTGTTTTTTGCCAATGGGAACCTACAAGAATACTCTTCTG
GAAAGAATATCATTCTACTCTTATAATCTACAGAAATTACTTTATTTGGATTGATTAAAAACGACTTATG
CACACGAAGTAATTCAGGATATTCTTTTTCTAAATCATTCATCTTTCCATAAAATTCATACATCATGTTT
TCGCCGTATAATATAATTTTATGAGGCGTAAICGACGTTTCTAAGAAATAAATCGAAGTAATATCCACTC
TAAAATTCCTTGCACCAATCATAAAGGATAGATGACGTTCATTGGTTCTATTATCTACAAATGTTAACTT
GTGGCGTCCATCTAATACATTTTCTATTTGTCCTTTTTCACTTTGTTCGTCCTTAACAATATAATCTAAC
GGTGITATTTGTCGTTTCAACGTCTCCATTGCCAACTCTTGATGAGAAGTGATAAAGACGATTTGAGCGA
ACTCGTTATCAGTTCTAATACGTTGTGCGACATCAATTCCATCTAAATGTTTTCCAAGATCGATATCCAA
AAAGTATAAACTATTTGTTACCTTGTTTTTTGATAAATACAAGAAAATATCTCCCGGATCAGTCGTTGCT
AAAACCAATTGCATATCATAATCATTGATCATGACCCAATTATCGATAATTGCCTTGTAATGAGACATCA
ATATTATGTCATCTTCGCAGAGAATAATTGGTAATGTCATATTATTCACTCTTTCTTATAGTTAGTGTAG
AAACAAACATTCCTTGATTTGAATAATGTGCCAGATCAGCTTGCTTAGTTGCAGTAAGGATATCCTGTGC
ATTGGATAAGCCTAGTCCCCTGTTCTTTCCCTTTTTGCTAAACCCTACTTTTTTCATCTCTGATAAAGAA
Quinasa
GGCAGCTTACCAAGGAAAGAATTTTCAATTGAAATCTCAATCGAATCGGTGGAATCAATGAACAATGTGT
TTATTCTTTTTTCTTCTGATTCAATTGCTGCTTCCACCGCATTGTCGATTAATATACCTAAGATTCGIéé
AAGTTTGATTTCATCCATGTTGATGTTTGCTATTGGAATAAGACATTCAAAATTTACCTCAATGCCAGAT
TGTTCTGCATGGATTAACTTTGCTACCATCAAGGATTTTACGGAGTCTACTTTTAAGTTGCTTAGTCCTG
AAAAACGCATCACACTGTTATCTATCATCTGATGAGAATAATCGATCATCTTATTTAAATACCCTTCATC
GATCGCAGATTCATTTTGCATTGCCTTGAGACCTAGTAGCATATTTTTATAGTCATGGCGGAATTTACGC
AGTTCCTGATAGTTTCTCTCAATGTCCGCAGTATAGACTCGCATCATTTCCATCTGTTCTTTAAGGTTGC
TCAATTCAGTTTTTTCGTGATTCTTTTTCAAAGTAAGATAAGTAAAATACATCGTAACCGAGAATTGAGT
AACTAAAAAACTGATCATTACGATTTGAAAAATGCCTAGTATTTGCATCCTTCTTAATACTTCTCCAAAC
AAATAGACAAACGTCAAAAATACTCCTAGTTGCATACAATACACTTTTTCTTCTTCGGAAGGAATTGTAC
GTTTCATTACCTTTGATTTTATTGTCAACGTAATGATGATTGACAGAATCCAATCAAATCCAATCAAAAT
AACTACTAACAAAGGTCCTCGTTCATTCAATACGTTTAATTCGAGTITTAAAGATTCTAGATATAATGATA
GATGAAAAGAGTGGTACTATGCTATAAATCGTTAAGGAAAGCAAAAGACCCAATAACTCGGTAAATTTGA

CTTCTGGTTCCTTTCGCCAAGACTTAAATCTTAGTATTACAATTAAAGAGATCAGTGCGATTCCAGTCAA
AAGCGCATCTGTTACTGAAAGTAATGTGAGTGGAAAAAGGAATATAAGTAGAGCAAAATAGAATGATTTT
TTTCGAATATTTGTTAGTAGCCCAATCATGAATAGAAACAGCAACAGATCAAATAATTCTTTAAAAAAAT
ACGAGAAAGAATCTACAAAAACCATATAAACACTTCCCTATTATTATAGATATCTAATTATAACAAGAAT
CAATAAAAATAGGCAGAATGTTTATAGTGCTTTATATTGTTCTTTTTTTAAGCGATTGCCATCATTTCCC
AAAGTTCTTCATAGGTCCCATGTAGTGCTCTTAATTGGGTATGAGTTCCAGATTCGACAAGCTGCCCTTT
ATCTAAGACAAATACCTGATCACAATCTTTTGCAATGGATAAGTGATGGGCGATGAACAGAATTGTTTTA
TTCTCTAAGTTCATCAAATTTTGAATTATTTGATGCTCTGATCGAGTATCTAAACCGCTAGTTATTTCAT
CGAGGATGAGAATTTCTGAGTTCTTTAACAACGCTCTCGCCAGAGCTAAACGCTGTTTCTGACCACCTGA
AAGATTGCTGGCACCTTCTTCAATAGGAGACTTGAATTGAAGGGGCAGTCCTTCAATGTATTCTTTTATC
TGAGCCATTTCACATGCCCAAAGAATCTGTTCCTCCGTGGGTTGATAGTCTATACCAAAAATTAAGETTT
CAAAGATGCTGCCACTAAAAAAGAAGGTTTCTTGTGATACATACCCAATCTTATTTCTCAAATCAATTCT
TGGAATATCTTGAATAGATTTTCCTTGAATTTCTATTTCACCTTTTTGAGCAGTATAGAAGTTCACGAAC
AATTTAGCTAAAGTCGATTTTCCTGATCCACTCATTCCAACGATTGCTACTTTCTGATTTGATTTAATTG
AAAAGGAAAGATCATTTAGAACGTTTTCGTCGAATCCATATGCAAAGGATAAGTGCTTTACTTCGATTAA
TGGCTTTTTCGTAAACAATTCAACATTATCCATTTGTTGACTGGTTGGTTCGCCCATCAATTCTCGATCC
AGAAAGAAAACTTCATTTAGTCGATCGTTAGCTACTTTAGCCGTTTGAATCTTTACCTGAAGATTAATGA
TATTTTGCAAAGGTGTTGTGAAGAAAGACATCAGGGCATTATAAGTAATCAATTGTCCAATAGACAAGCT
CCCTTCGATTACTAAGTACGTACCTACCCACAATAACGTAGTAGAACCTAATACTTGAAGTGCCGTTTTT
AGGTTCGATTGCAGGTTATCAAGATTCGCATTTTTGAATGACTTATCCATCATCTCTTTGAATTGACTCT
GAACTTTCTCAAATACTTGATCTGTCGCATTAAAGGACTTTATTGTCTCTATCCCTTTCAAACTTTCAAT
AATCTGAGAATTGACTACAGCACTAGATTCCATTTGCTCTTCATTTGTTCGATCAAATGGTTTCATAAAT
AGAAAGACGATTAAGCCGTAAATTGGAAGTGTACTGAAACTAATTAAAAACAAAAGACGATTTTGTAAAA

ACAAAGAAGTTCCAATAAATATAACCATTGACACATCTAAAAATAAGGATAGTGTGGCATTCGCCAAGGC
ATCGATAATTTTATTGGCATCTAAAAATCTTGAGACAATCTCCCCTGATTTTCTTGTTGAAAAGAAGTTC
ATTGGTAAATTCAAAACATGCTTGAAATACCTCAGCATAATCGAAGAACTCAGCTGTTGTCCTAACCTAA
TTAAAAGATACTGTTTAAAATATTGGAATAGTGTTTGTATCACATACATTGATAAAAGACCAATTGAGAT
TATTTCTAATAAGTTCACAGATCTTGAGGGAACAATTCGATCAATTATCACTTGAAAATAATAAGAACCT
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ATGATGCCAAACCCAGTTAATATAAAAGAAAGAAATACAATACCAGCGATTGTCTTCTTATGACTTGCCA
ATAACGGCACAAAAGAGAATAAACCATTGGATTTATCTTGTGTGGGATGATAATTTTCAGTAGGAGCAGT
AGTTAATAAGATTCCTGTCCATATAGAAGCAAACTCTTTTGGCGTTCGTTCAATTTTTCCTTTAGCTGGA
TCAGCCAGAAGCAACTTCCCATTTTTCATTCCATAAACGACAACATAATGGAAGAAAGCTCCATCAATGA
TTACATGGGCAATCAATGGATAGGTCACTTCTTCTTCCTTCCAAATTGATTCATCAGTTTGAAAAACCTG -
CGTTTGAAATTGGAAATCATTTAATGCTTGAACTAATCCAAAGGCTGAGGTACCCTGGCTGTTTGTCCCT

GACATTAAACGTAATTTACTGATAGGAACGCTCGTATCATAAAAATTTAGGATCATAGAAAGACAGGCAA
CACCACAATCTTTTTCATCATGTTGCTTAACCAATTTTATTTTTCTCATTGTACTTACACCTTCTCTAGC

GCTTAACTTAATATGGTGTAAATATACTTGTAT TCATAGAATATTATTCAGAATTGTCCTGAAATCTCTC
ATTCATATCCTAAAGTGAATAGAAT TACAGCTGAAACGATARATAAGTAARATTACAT TAAARAGACACA

GATGGATAGGTTCGTTTAC TATTATT_ATTTACATTAACAATTCAA
TTCGAATGATATATTTTTTT]

Promotor IS?

EEFMA A A A AATTATATGGGAGGT TTTACTATGAAARATGT sakTalfa
TCAAAGTTTAAGCAAAGAAGAATTGGTACTTGTAGTCGGTGGCTATACTGCTAAACAATGCTTGCAAGCA bacteriocina
ATTGGCAGTTGGGGTATTGCTGGTACAGGAGCAGGAGCAGCAGGAGGTCCTGCTGGAGCTTTCGTAGGCG
CACACGTCGGGGTCATTGCTGGGTCAGCGGTATGCAT TGGTGGATTTTTAGGACAATAAGGAGGATATGA

AAATGAAAACTGCAAATATTAAATTATTAACAAACCAAGAAATGATAGAAATTTTTGGAGGTAAAACTAA sakTbeta
TTGGGGATCAGTCGTGGGTAGCTGCGTGGCAGGTGGATTAGTCGGTGCATTGGGTGGAACTCCAATTTCT bacteriocina
ATTGGAGCCGGATGCTTAGTCGGTGCAGGACAAGATTGGATTTCACAAAAATAAATCTTTATAAGGAGGA
TTACTATGCCGAAGAACGAAAAAAAGGATCTCTTTTTAACTGCTTCTATAGCGATAATTGGGCTGACAGC sakIt
AATATACTTTTCAAATACATTTTTGAATAGTTTAGCGATGTCGTTTTTATTAATCGGCATAGTAGTCTTA Proteina
ACTACTCTACCAGTTCAAATCAGAAAAAAGAAACAACGCAGATTAATTACGGATTATTTAAATAGAATCG inmunidad

ATACTACTTTACAAAAAAATATTTATGAAGCTACTCAAGTCACTCCGAACCAATTAAAAAATTATACTGT
ACTAGGGACTGGCATAGCATCTTCTAAGCTTTATAAAATTGAAGAAATCATATCAAAGATGTAGATAGCA
TGTTCATTTAATCATTTAGTAGTATTTCTATTACATTATAATTGATGAAAATAGATTCTTATAGGCAGTA
TTTGAACCAAGGTAGATGGTCGTTGAATACAATTTTCGATGTACAAAAAAATAAAGATGGAGTGTGTTAT
TATGGAAGCAATCAAAAAATTAGATTTACAAGCTATGAAAGGTATTGTCGGGGGAAAATACTACGGTAAT sakX
GGATTGTCTTGTAACAAAAGTGGTTGTTCAGTTGACTGGAGTAAAGCTATTAGTATTATCGGGAATAATG bacteriocina
CTGTAGCAAATTTGACTACCGGTGGAGCTGCTGGCTGGAAATCTTAACATTCTTTGGTATCCGCCTTTTC
TAATACCTTTTTTATAGTAGATTTTTCAATTAGTAGTAATTTAATCTACTGCTTTATATCGAAGAAGTAT

TGAATAAACATATGAATAATTATTAGTAGGTGAAAATATGTCTAAAGTTAAATGGTTTTCTGGTGGAGTC
GAAAGAGGTAACCAAGCAGTACAAATTATTAATGAATTGCTTAACGATGACAAGATAATTTCAGACAGTC
CATTAGAAATAACTCTAAAGAAATACAGAATAGAGCTACAGCAAAAAGAATCATCTATACCTTTTATTCT sakIx
AAGCCGAATGAATCTAGATATATCAAAAGCTTTGCGAAGTGATCCGAATCAACTCAGCAAAGAACAAACT Proteina
AATAAGCTAAAAAATCTAACTTCTTTGTCAAATATTAGATACGGTTATTAAGTAGATAAACAGACGATTT inmunidad

TCTGTGGTTTGGTATATTTCATTTTATTTAGAAGGCATTGGTTAAAGAAAAAGAGGATAATCATAACCAC
TTTTCAAAAGGGTGACTTGCTCTGGGGCTATGTGTCCCCACCACGAGCCAGCGTCTCAAGGCGCTGGCTT
TCCACTTTGTTCAAGTCACATTGGTTTTAGTTTGCGATTCTCCGAGACCATGAAACAGCTTGATAGTGGA
TTGATTTCTAAAAA.CTCTCGATAAATTCGTCCACTTTATTAACACAGATCCAATTTATATCCTATAAAC
ATGAAATACGTTTTATCAGAACGTATCAGTTCCAATAGCTCTTTCCAGTGCTCTTGTTGATTCCTTGTAT
GTTTGACAAATATTCATCTGTAGTTACCTTTATTATTGTTGGCTGTTCTTCATTTGTACTAACGCIAGAT
TCTGCCGCAAAAACAGTTTGCGGCAGGCAAGCTGAGCAATTTGATACTCCAATTAGGGCTCTTAATTAGA
GCTCTTAATATTACTTTGACAAATTTTTTCAAATTGATCACCTCTGATTTTTTCAAATTAATTTGAATTG
TTAACTCTAAATATATCGTTAAAATATAATAGAAATCTGCATCACAGAATGTCTTAAGACAACGCCATGA
TGCAGATGAATTTCTCGAAAAAAGTAATTTAAATTACGTAACAGTTTGATTTATCCTCCTCTCTAGAATA

CAAATGACATTATCTATCAAGCGAAACTACTCCAGAAAAATTCATAGATAATCAAAAAAATTGCTATGGC brochocin
AACCGTTAAAATCAATTTCTTTTTCGAAGGTAAATCTTTCTTCTTTAGATAGTTACCCAATGCAATTAAA immunidad
GAGATTACAGCAGAGAAAATTAATGCTTTTACCATTGGTCCCAAATACTTCCAATAGCTCCCGTCAGACA proteina BcrI-
like

Figura 25. Region homoéloga entre las secuencias de los sistemas CRL705x/t y Ls5x/t.
Las bases diferentes entre ambos sistemas se indican en rojo. Las secuencias de

55



Resultados

(Figura 25 cont. leyenda) nucleétidos subrayadas indican los MLA de las proteinas
comunes, indicadas en el margen derecho (Figura 25 continuacién) de la figura. En
fucsia, la region duplicada debido a la insercion de la IS. Se indican en gris+celeste las
regiones donde se ubican los fragmentos extra de ADN. Las secuencias en negritas
identifican las regiones, en los promotores PstxT y Psak, reconocidas por regulador de
respuesta StxR; y en amarillo, la secuencia promotora de la IS

Andlisis comparativo de las proteinas de transporte ABC de los sistemas de
sakacinas P/Q y T/X de Lb. curvatus CRL705 y Lb. sakei Lb674, y del sistema
lactocina Lac705 del plasmido pRC18

Las bacteriocinas y los factores de induccién producidos por las BAL se
sintetizan, en general, como prepéptidos con una secuencia amino terminal lider que es
reconocida y procesada por un sistema dedicado al transporte y secreciéon de las
bacteriocinas y los factores de induccién activos al medio de cultivo. Estos sistemas,
formados por una proteina de transporte ABC y su proteina accesoria, utilizan la unién
e hidroélisis de ATP para activar la translocacién de una amplia variedad de sustratos a
través de la membrana celular, sustratos que van desde moléculas simples hasta
macromoléculas.

Un transportador ABC esta organizado en varios dominios: un dominio amino
terminal, el cual reconoce, une e hidroliza el péptido lider de la bacteriocina; dominios
transmembrana (TMDs), que proporcionan un paso para el sustrato; y dos dominios
citoplasmaticos de unién a nucleétidos (NBDs), los cuales unen e hidrolizan moléculas
de ATP liberando la energia necesaria para la translocacion del sustrato. En los NBDs,
el sitio de unién a ATP estd formado por dos secuencias conservadas, los motivos
Walker A (o P-loop, que une los fosfatos de ATP y ADP) y Walker B (sitio de unién al
ion Mg?*); y tres motivos: un loop de histidina (postulado para polarizar la molécula de
agua necesaria para la hidrélisis), un motivo conservado LSGGQ (especifico de los
transportes ABC) y un motivo Q que interactda con grupos fosfatos a través de un
enlace de agua (http://pfam.xfam.org/family/PF00005). Por otra parte, la funcién

especifica y dominios presentes en la proteina accesoria no han sido atin definidos.
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Figura 26. Construccién del plasmido p3.3 y transformacién de la cepa Sac7 no productora y
sensible a Lac705; y no productora y resistente a AL705. La cepa transformada recupera el
fenotipo productor AL705
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Durante su trabajo de Tesis Doctoral, Cuozzo (2002) demostré que la proteina de
transporte ABC del sistema lactocina Lac705 complementa la actividad antilisteria en
Lb. curvatus CRL705. Asi se demostré que la cepa Sac7, no productora de AL705,
recupera su fenotipo productor cuando es transformada con el plasmido p3.3 que porta
el gen abc del sistema Lac705 (Figura 26). A su vez, el analisis del grupo de genes de las
sakacinas P/Q y T/X presentado previamente sugiere que los transportadores ABC de
estos sistemas son inactivos en Lb. curvatus CRL705, debido a la presencia de una
secuencia de insercion y de dos fragmentos extra no identificados de ADN,
respectivamente.

A continuacién presentamos los resultados de un estudio comparativo de las
proteinas ABC de los sistemas de lactocina Lac705 y de las sakacinas P/Q y X/T de Lb.
sakei. Este estudio fue realizado con el propésito de definir las caracteristicas comunes
de estas proteinas que nos permitan anticipar cudl es el sistema AL705 de Lb. curvatus
CRL705 que se complementa con la proteina ABC de pRC18.

En la Figura 27, se muestra el andlisis comparativo entre las proteinas ABC de
las sakacinas P/Q de Lb. sakei Lb674 y la del sistema Lac705 presente en pRC18. Las
secuencias primarias de las proteinas fueron alineadas mediante el programa
ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Los resultados indican
que ambas proteinas, de 718 aa cada una, poseen una identidad del 78% (562/718 aa),

porcentaje que se eleva a un 89% cuando se consideran las sustituciones conservadas
(645/718). Debido a la insercién de la secuencia IS, la proteina de transporte ABC del
sistema sakacina P/Q de CRL705 es una proteina truncada de 387 aa. Los 384 aa de
esta region amino terminal son 100% idénticos a las proteinas ABC de las cepas
CRL705 y Lb674, mientras que con la proteina ABC del plasmido pRC18 alcanza el 82%
de identidad (314/384; positivos 352/384 = 91%). Como se observa en la Figura 28, la
proteina ABC de la cepa CRL705 carece del dominio ABC_ATPase superfamily: el NBD
necesario para la unién e hidrélisis de ATP est4 ausente, por lo que este sistema no
seria funcional.
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Figura 27. Comparaciéon de las secuencias de aminoacidos correspondiente al
transportador ABC del sistema sakacina P/Q de la cepa Lb. sakei Lb674 con la proteina
ABC presente en el plasmido pRC18. Los aminoacidos idénticos estan indicados por
asteriscos. Los cambios conservados estan indicados por dos puntos; un sélo punto
indica sustituciones menos conservadas
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Figura 28. Comparacion de los dominios presentes en los sistemas ABC de la cepas
Lb674 y del pldsmido pRC18 (posicion superior) y de la cepa CRL705 (posicion
inferior), segtn el programa BLAST (blastp)

Un estudio comparativo similar realizado con el programa ClustalW2 (datos no
mostrados) entre las proteinas ABC de las sakacinas X/T de Lb. sakei 5 y la proteina
ABC del sistema Lac705 presente en pRCI18 indica que estas proteinas tienen una
identidad del 44% (314/713 aa), porcentaje que se eleva a un 67% cuando se consideran
las sustituciones conservadas (478/713). No fue posible realizar este estudio con la
proteina ABC del sistema sakacina X/T de CRL705 debido a la presencia de dos
fragmentos extra de ADN en su secuencia; sin embargo, cuando ignoramos estos
fragmentos, se observé una identidad del 99% entre las secuencias compartidas de los
sistemas ABC de las sakacinas X/T de CRL705 y Lb. sakei 5.

Las proteinas ABC de los sistemas sakacina PQ y sakacinaTX poseen, como todo
sistema ABC, los dominios “Peptidase_39”, “ABC_membrane superfamily” y
ABC_ATPase superfamily” (Figura 29). El dominio peptidasa, ubicado en el extremo
amino terminal de estas proteinas (los primeros 150 aa de la proteina ABC), es el
responsable del reconocimiento y procesamiento de los prepéptidos de las
bacteriocinas y factores de induccién que portan una secuencia lider del tipo “doble
glicina”. La Figura 30 muestra el alineamiento del dominio peptidasa de las proteinas
ABC de los sistemas lactocina Lac705 (pRC18), sakacina PQ (SppT) y sakacina TX
(StxT). Para facilitar nuestro andlisis, incluimos también el dominio peptidasa del
factor de competencia ComA de St. mutants, que ha sido cristalizada y su estructura
tridimensional ha sido determinada recientemente para los residuos 5-141 (esta
peptidasa tiene como sustrato la secuencia lider del factor de competencia ComC; (Ishii
y col. 2010). En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos, donde los indices de
alineamiento generados por el programa ClustalW indican que la mayor identidad
(indices >57.33) se encuentran entre las peptidasas Lac705, sakacina PQ y ComA,
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siendo el valor de mayor identidad el de los dominios peptidasa de Lac705 y SakP/Q
(SppT).

1 125 50 375 500 B35 723

ﬂuer:_q zeq,.
putative active site )3 i ATF binding site
ABC transporter sianature mobif
Halker AF-loop Halker B
B-loop<1id D-loop
H-leoprswitch region
Specific hits
Superfanilies Peptidase_C1 superfamily ABC_membrane superfamily r AEC_ATPase zuperfardly 1
Hulti-donains transport/processing_ATP-binding_protein

Figura 29. Esquema de los dominios presentes en los sistemas ABC

PpRC18 -MFQNKNYIAQVDEMDCGVAALAMILKHYGSTYSLAYLRQQAKTNLEGTSALGLLKTAET 59
SppT -MIDRKIYIPQVDEMDCGVAALAMILKHYGSSASLAYLRNEAKTDLEGTTALGLVKTAEN 59
ComA MKFGKRHYRPQVDQMDCGVASLAMVEGYYGSYYFLAHLRELAKTTMDGTTALGLVKVAEE 60
StxT ——MRKIKLVKQHDEKDCGVACLSMILNFYDTSVPISKLRLMSGTNSQGTSA.GLVQALND 58
H . * ~k * Kk Kk Kk Kk ~k ~k . _*_: 3] * % . * ~k~k * ** . .
PRC18 LDFETKALQADMSLFDIKDLPLPFIAHVVKPGGILHYYVVLAVKKDGIIIADPDPTVKIT 119
SppT LGFETKAIQADMSLFEVADLPFPFIAHVLKNGELLHYYVVLGIKKDAIIIADPDPTVGIA 119
ComA IGFETRAIKADMTLFDLPDLTFPFVAHVLKEGKLLHYYVVTGQDKDSIHIADPDPGVKLT 120
StxT FQFQTQVFQTDESIWKEEEVTYPLIAHVIIDGA.FHYVVVYGMKNGKLLLADP AKGKIE 117
HERH S I S HEE kO R R R R S

PpRC18 KMNWNQFESEWSGVALFIAPKTNYKPVNEAN 150

SppT KMTQSQFKSEWTGVALFIAPKPSYQPVKQQT 150

ComA KLPRERFEEEWTIVTLFMAPSPDYKPHKEQ- 150

StxT RTP- KEFASIWTGILLTTAPTENYHPTQDKS 147

Figura 30. Ahneamlento de los dominios peptidasa de las proteinas ABC de los
sistemas lactocina Lac705 (pRC18), sakacina PQ (SppT), y sakacina TX (StxT) de Lb.
curvatus CRL705 y de ComA de St. mutans. En amarillo, se resaltan los aminoacidos del
sitio activo; en celeste y fucsia, los aminoédcidos de la superficie concava adyacente al
sitio activo. Los aminodcidos idénticos estan indicados por asteriscos. Los cambios
conservados estdn indicados por dos puntos, mientras que un sélo punto indica
sustituciones menos conservadas

Tabla 10. Indices de alineamiento de los dominios peptidasa

Secuencia Nombre Longitud Secuencia Nombre Longitud Puntaje
1 ComA 150 2 pRC18 150 57.33
1 ComA 150 3 SppT 150 60.67
1 ComA 150 4 StxT 147 31.29
2 pRC18 150 3 SppT 150 73.33
2 pRC18 150 4 StxT 147 35.37
3 SppT 150 4 StxT 147 37.41

*Indicados en Figura 30
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En este estudio demostramos que las cuatro peptidasas pertenecen a la familia
tipo de la papaina. Estas son cistein proteasas cuyo sitio catalitico esta formado por la
diada Cys e His (C y H; marcados en amarillo en Figura 30); donde dos aminoécidos
mas, Gln (Q) y Asp (o Asn; D o N; Figuras 30 y 31), completan el sitio activo. Estos
cuatro aminodcidos estan presentes en todas las peptidasas analizadas. Se propone que
la Gln, que precede al sitio catalitico Cys, contribuye en la formacién del hueco
oxyanion, un centro electrofilico que estabiliza un intermediario tetrahédrico; mientras
el Asp (o Asn) ayuda a estabilizar la orientacion espacial del anillo imidazol y la forma
protonada del sitio catalitico His (Figura 31). En la clasificaciéon de peptidasas y sus
inhibidores, tomada del banco MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/cgi-
bin/pepsum?mid=C39.UPW), las peptidasas de los sistemas Lac705 y sakacina PQ se

clasifican como miembros de la familia C39.001, o peptidasas que procesan
bacteriocinas; mientras que la peptidasa del sistema sakacina TX se incluye en el grupo
de peptidasas no asignadas de la familia C39.

/\V
Asp16
Tyre7
N/ cCysi7

| /\‘
His96 Gin11
'.. —
i val21 T ala20

Asp112 ':'

Figura 31. Estructura tridimensional del dominio peptidasa (residuos 5-141) del factor
de competencia ComA de St. mutants (tomado de Ishii y col. 2010)

En el sistema ComA-ComC de S. mutants, se determiné que la estructura de la
peptidasa ComA consiste en 6 cadenas antiparalelas de laminas [, alrededor de las
cuales se empaquetan 5 hélices a formando dos subdominios: un subdominio amino,
formado por tres hélices a (residuos aa 5-62) y un subdominio carboxilo, formado por
las 6 cadenas P y dos hélices a (residuos aa 63-141) (Figura 31). En la interfase de estos
dos subdominios se ubica el sitio activo GIn-11, Cis-17, His-96 y Asp-112, y adyacente
al mismo, en una superficie céncava no muy profunda. Esta corresponde al sitio de
unioén a la secuencia lider del péptido ComC, el cual estd formado por los residuos
hidrofébicos Ala-51, Leu-52, Val-55, Leu-94 y Val-134. En la regiéon N-terminal de
ComC, hay cuatro residuos hidrofébicos conservados que se extienden desde la region
-15/-4 [Phe-(-15), Ile-(-12), Leu-(-7), y Ile-(-4)], y dos Gly, ubicadas en las posiciones -
2/-1, los cuales son criticos para la interaccion con la peptidasa ComA. Durante la
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union, la estructura de la region lider pasa de una estructura desordenada (region lider
libre) a una estructura a amfifilica (region lider unida). El modelo propone que la
unién del péptido lider ComC a la peptidasa ComA ocurre a través de una interaccion
de la regién extendida -15/-4 del prepéptido con la region hidrofébica ubicada en la
interfase entre los dos subdominios de la peptidasa; esto ubica a las dos Gly (-2/-1) del
péptido lider en el sitio activo, donde se produce el clivaje en el extremo C de la Gly -1.
Es decir, la enzima hidroliza el péptido a una distancia de 15 aa del sitio de
reconocimiento. Esta extendida regiéon de reconocimiento explicaria la estricta
especificidad de sustrato de las peptidasas que hidrolizan solo los prepéptidos de las
bacteriocinas.

Como muestra la Figura 30, todas las peptidasas aqui estudiadas tienen
aminodacidos conservados (hidrofébicos) en la region de reconocimiento y unién al
péptido lider, lo que sugiere que mas alld de diferencias significativas en sus
secuencias, poseen una estructura comin que se corresponde con el de las cistein
proteasas. Las peptidasas especificas de Lac705 y SakP/Q (SppT) poseen los
aminodacidos o sustituciones conservadas correspondientes a las posiciones Ala-51-Leu-
52- Ala-51, Leu-52, Val-55, Leu-94, y Val-134 descriptas en la péptidasa ComA; en
cambio, en la peptidasa del sistema SakX/T (StxT) se observa que una fenilalanina (F)
sustituye una leucina (L) en las posiciones 52 y 94 (se ignora el efecto que produce este
cambio).
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A

Ip-Tx === MTNRKTLPKEELKKIKGG 18
sacTalfa -=--——- MKNVQSLSKEELVLVVGG 18
sacQ  —————= MONTKELSVVELQQILGG 18
comC MKNTVKLEQEVALKEKDLQKIKGG 24
Lac705beta ME-SNKLEKEANISNKDLNKITGG 23
sakP —————= MEKEIELSLKEVTAITGG 18
Lac705alfa MD---NLNKEKKLSDNKLQATIGG 21
sacTbeta ————-MKTANIKLLTNQEMIEIFGG 20
sacX —-——-MEA--IKKLDLQAMKGIVGG 18

. . * *

B

sacTbeta 0.23214

sacX 0.26786

IP-TX 0.21875

sacTalfa 0.28125

sacQ 0.22949

comC 0.24219

Cur705beta 0.25781

sakP 0.25195

Cur705alfa 0.28776

Figura 32. A. Alineamiento de secuencias lideres de los prepéptidos estudiados; B.

Valores de identidad entre las secuencias lideres. En colores, se resaltan los residuos
hidrofébicos conservados descriptos en ComC

Cuando analizamos la relaciéon de identidad que existe entre las secuencias
lideres de los prepéptidos estudiados, observamos tres grupos (Figura 32A y 32B): uno
formado por los péptidos lideres del sistema de sakacina TX; otro formado por los
péptidos lideres de los sistemas Lac705, sakacinas P y ComC; y un tercero formado por
sakacina Q. Se destaca que soélo los sistemas de sakacina P y lactocina Lac705 (tanto el
péptido a como el péptido P), poseen una fenilalanina (F) en la region -15 (Figura 32A),
considerada esencial en los estudios realizados con el sistema ComC.

En base a los analisis comparativos realizados podemos concluir que, debido la
mayor identidad observada entre los sistemas ABC, peptidasa y secuencias lideres de
los prepéptidos de los sistemas de lactocina Lac705 y sakacina PQ, el transportador
ABC de Lac705 complementaria, en Lb. curvatus CRL705, a las sakacinas P y Q, dos
bacteriocinas con actividad antilisteria.
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Aislamiento y caracterizacion de variantes de Lb. curvatus CRL705
curadas de plasmidos

Introduccion

Los plasmidos son entidades auto-replicativas de ADN extra-cromosémico que,
a través de la expresion de los genes que codifican ayudan a sus células hospedadoras
a enfrentarse a retos ambientales o a adaptarse a nichos especificos. Los pldsmidos
también contribuyen a la evolucién microbiana al facilitar la difusién horizontal de los
genes que portan, con frecuencia a través de las especies (Millones-Weaver y Camps,
2014). Algunos plasmidos son inestables y pueden, luego del proceso de segregacion a
cada célula hija durante la divisién celular, ser eliminados espontdneamente. Sin
embargo, la mayoria son extremadamente estables y es necesario el uso de agentes de
curado, tales como naranja de acridina, bromuro de etidio, SDS, o el uso de
temperaturas de crecimiento elevadas, para aumentar la frecuencia de su pérdida
(Trevors, 1986).

Tabla 11. Frecuencia de mutantes Lac705-y protocolos utilizados

Tratamientos Espontanea NA pVE6087 pTV1-OK NG

N° de colonias 30 2300 5000 100 5000
estudiadas

% de mutantes 1 1,7 0,3 9 0,2
Mutantes - V1000, Sac7 1Bac- G 28B

seleccionadas

NA: Naranja de acridina; NG: nitrosoguanidina; pVE6087 y pTV1-OK, plasmidos que portan secuencias IS
y Tn, respectivamente (Cuozzo 2002). Se indica el nimero de cepas analizadas luego de cada tratamiento,
la frecuencia de mutantes Lac705- aisladas y la variante representativa que fue posteriormente estudiada.
Lac705—indica cepa no productora de Lactocina Lac705

La capacidad de fermentar sacarosa y la de producir las bacteriocinas Lac705 y
AL705, fenotipos de gran importancia tecnolégica, estdn asociados en Lb. curvatus
CRL705 a la presencia de los pldsmidos: pRC12 (12,5 kb) y pRC18 (18,6 kb),
respectivamente. En estudios previos, los cultivos de Lb. curvatus CRL705 fueron
sometidos a diferentes tratamientos con el objetivo de aislar variantes curadas de
pldsmidos y negativas en la producciéon de Lac705 (Cuozzo 2002). Las distintas
estrategias aplicadas fueron principalmente: a) aislamiento de mutantes espontdneas;
b) uso del agente curante naranja de acridina; y c) mutagénesis (mediante el uso de
nitrosoguanidina o de vectores de integracion). Como se observa en la Tabla 11, varias
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mutantes Lac705/5 fueron aisladas. Sin embargo, ninguna de ellas habia perdido el
plasmido pRC18, resultados que sugieren que el pldsmido pRC18 es muy estable. Por
ejemplo, la mutante Sac7, la cual posee los fenotipos Lac705/5 AL705/R, es decir no
productor de ambas bacteriocinas y de sensibilidad a la accién antimicrobiana de
Lac705, no presenta los plasmidos pRC12 y pRC18 en los ensayos de electroforesis en
geles de agarosa (Figura 33A). Sin embargo, la presencia del plasmido pRC18 en Sac7
pudo ser detectada mediante ensayos de PCR (Figura 33B), indicando que pRC18
podria estar presente como plasmido con un niimero de copia muy bajo y por lo tanto
indetectable en los geles de agarosa, o bien integrado en el cromosoma de Sac?7.

A 705 Sac7 B

705 Sac7

pRCIS

pRC12

Figura 33. Electroforesis en geles de agarosa de: A) ADN plasmidico de Lb. curvatus
CRL705 (calle 1) y de la mutante SAC7 (calle 2) (Cuozzo 2002); y B) Amplicones
obtenidos con cebadores especificos al plasmido pRC18 (Olaya 2007)

Curado de los fenotipos Lac705+ y AL705+ en CRL 705 a 39°C

Para aislar las variantes de Lb. curvatus CRL705 libres de plasmidos y negativas
en la produccién de las bacteriocinas Lac705 y AL705 se tomaron en cuenta dos
pardmetros: altas temperaturas de incubacion y diluciones seriadas del cultivo.

El uso de temperaturas de incubacién elevadas (5-10°C por encima de la
temperatura 6ptima de crecimiento) es un método usual de curado de plasmido. Esta
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aproximacion experimental ha sido utilizada con éxito para curar varias cepas de
bacterias lacticas y demostrar que multiples fenotipos de importancia industrial estan
asociadas a elementos extracromosdémicos (i.e., en L. lactis, el metabolismo de lactosa, la
produccién de bacteriocinas, la actividad proteinasa, y los mecanismos de resistencia al
ataque de bacteriéfagos, entre otros, estan asociados a la presencia de pldsmidos;
(McKay, 1983). En el caso de Lb. curvatus CRL705, la alta estabilidad de pRC18 podria
explicarse por el efecto toxico de la lactocina Lac705, presente en el medio de cultivo,
sobre las células libres del plasmido: las células que pierdan al mismo, luego del
periodo de segregacion (post-segregacion), serian sensibles a Lac705 y eliminadas del
cultivo al haber perdido las funciones de inmunidad codificadas en el plasmido pRC18
(en esas condiciones, las células se mostrarian adictas al plasmido). Como se describié
previamente, no se detect6 lactocina Lac705 en los sobrenadantes de células crecidas a
39°C, por lo que la incubacion del cultivo a esta temperatura podria ser adecuada para
proteger a las células curadas de pRC18 de la acciéon téxica de la bacteriocina.

Por otro lado, se ha observado que es posible aislar variantes de Lb. sakei y Lb.
plantarum Cll no productoras de bacteriocinas luego de realizar nuevos inéculos muy
diluidos del cultivo productor (diluciones mayores a 1000 veces; Diep y col. 1995). Esto
se observa en aquellos sistemas de bacteriocinas que dependen de una respuesta del
tipo quorum sensing; la dilucién marcada del cultivo productor diluye también la
concentracion del péptido inductor el cual es necesario para activar al sistema. Si bien
en el sistema de la lactocina Lac705 no se han detectado genes asociados a una
respuesta quorum sensing (histidina quinasa y regulador de respuesta), decidimos
evaluar el curado de pRC18 usando cultivos iniciales muy diluidos de Lb. curvatus
CRL705 ante la posibilidad que algtin mecanismo similar criptico sea activo en el
sistema Lac705. Una segunda razén para usar un inéculo inicial diluido se refiere al
nimero de generaciones necesario para saturar el cultivo (serd mayor el nimero de
generaciones cuanto menor sea el nimero inicial de células). Asi, si una célula curada
se produce en los primeros estadios de division celular, habrd un mayor namero de
generaciones de la misma y, por lo tanto, mayor sera el nimero de sus células en la

poblacién final, lo que facilitara su aislamiento.

En base a las consideraciones expuestas, se realizaron diluciones seriadas (hasta
10%) en medio MRS caldo a partir de un cultivo de 16 h de Lb. curvatus CRL705, las que
se incubaron a 39°C por aproximadamente 48 h (>20 generaciones). Luego, diluciones
seriadas, a partir del tubo de mayor dilucién que mostré crecimiento, se incubaron en
medio agarizado a 30°C y colonias aisladas fueron evaluadas por la pérdida de los
fenotipos productores de Lac705 y AL705, y por la sensibilidad a Lac705. Variantes con
los fenotipos buscados fueron aisladas con una frecuencia del 3-5%. La ausencia del
plasmido pRC18 en tres variantes aisladas de manera independiente una de otra, y
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designadas como Lb. curvatus AR3, AR49 y AR54, se puso en evidencia mediante
reacciones PCR (Figura 34A).

La caracterizacion de las mutantes AR3, AR49 y AR54 indic6 que sus fenotipos
Lac705/5 AL705/R fueron estables durante las sucesivas generaciones de crecimiento.
La ausencia de contaminacién en las mismas se puso de manifiesto mediante ensayos
de RAPD [con los cebadores M13 y (GTG)s] y geles en SDS-PAGE de proteinas totales.
Los perfiles observados entre la cepa Lb. curvatus CRL705 y las mutantes AR3, AR49 y
AR54 fueron idénticos (Figura 34B-D). Estos resultados confirman que las células Lb.
curvatus AR3, AR49 y AR54 son células curadas del pldsmido pRC18. Asi, por primera
vez, y luego de una intensa biisqueda que llevo varios arios de trabajo en nuestro laboratorio, se
han definido las condiciones adecuadas para realizar un curado sistemdtico de los pldsmidos
naturalmente presentes en Lb. curvatus CRL705.

Estudios comparativos entre las cepas Lb. curvatus CRL705 y AR3

A fin de evaluar el impacto del plasmido pRC18 en la fisiologia de la cepa en
estudio, se comparoé el crecimiento de Lb. curvatus CRL705 y una de sus variantes
curadas, la cepa AR3, en diferentes medios de cultivo. Los medios utilizados en una
primera instancia fueron: MRS, BHI+TW80, LB+Gluc+TW80, M9, TS+TW80. A las 24 h
y a 30°C, se observé un comportamiento similar para ambas cepas en los distintos
medios, siendo el 6ptimo el medio MRS (datos no mostrados). En los medios MRS
modificados se observé que ambas cepas crecen mejor en medios MRS libres de
acetato, PO,= o citrato. La ausencia de las sales de Mg y Mn afect6 principalmente el
crecimiento de la cepa AR3 (datos no mostrados). Por tltimo, se evaluo el crecimiento
de ambas cepas en un medio MRS “base”, compuesto por Mg/Mn (0,0038%), acetato
(0,3%), Tween80 (0,1%), glucosa (2%), y extracto de levadura (0,3%), al cual se le
adicion¢ al 0,1%, ya sea peptona, extracto de carne, o Casa-aminoécidos. La densidad
final de los cultivos, a las 24 h, fue aproximadamente un 50% del alcanzado en el
medio original MRS (datos no mostrados).

Sistema cdarneo modelo

Uno de los objetivos planteados en nuestros estudios fue evaluar el
comportamiento de Lb. curvatus CRL705 y AR3 en un sistema carneo modelo. Para ello,
utilizamos un medio carne, descripto por Lopez (2013). Si bien el crecimiento y
cinéticas de acidificacién de ambas cepas, a 22°C, fueron idénticas, no se obtuvieron
resultados reproducibles en la produccién de Lac705 y AL705, a pesar de numerosos
intentos.

68



Resultados

AR49 AR54
CRL705 AR3 5 CRL705 SAC7 691 AR3  AR49  AR54
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Figura 34. A. Productos de PCR realizadas con cebadores especificos al plasmido pRC18 (cebadores 1-2, 3-4 y 5-6) con ADN de las
cepas CRL705 y las variantes AR3, AR49 y AR54; B. Amplificaciéon polimérfica del ADN con el cebador M13 (“RAPD”); C.
Amplificacién polimérfica del ADN con el cebador (GTG)s D. Andlisis de proteinas totales mediante electroforesis en geles SDS-
PAGE. Idénticos resultados fueron observados para las variantes AR49 y AR54. En C y D se incluye la muestra de Lb. plantarum
CRL691 como control de contaminacién
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Estudios comparativos entre Sac7 y AR3, variantes Lac705 /5 de Lb. curvatus
CRL705. Diferencia en la sensibilidad a lactocina Lac705

Las cepas Sac7 y AR3 fueron aisladas como variantes negativas en la
produccion de lactocina Lac705 y antilisteria AL705. En la Tabla 12 se muestra el
fenotipo de cada una donde se observa que estas cepas no fermentan la sacarosa. Sus
velocidades de crecimiento (i) a 30°C en medio MRS fueron similares a las de la cepa
control, CRL705. Las curvas de crecimiento muestran una fase exponencial a partir de
las 4 h del cultivo, alcanzando la fase estacionaria a las 7 h; la fase lag para la cepa Sac7
fue algo més extendida con respecto a las cepas CRL705 y AR3 (Figura 35). Un valor de
pH final de 4,5 fue observado en el medio de cultivo de todas las cepas.

Tabla 12. Fenotipos de las cepas Lb. curvatus CRL705, Sac7 y AR3

Cepas =2 CRL705 Sac7 AR3

{ Fenotipos

Lac705 Produccién + = =

AL705 Producciéon + = =
Sensibilidad a Lac705 R S S
Sensibilidad a AL705 R R R
Fermentacion de sacarosa + - -

u (ht) 0,73 £0,01 0,68 +0,04 0,70 £0,11
Final DOeoo: (MRS) 2,51 2,17 2,5

Cepa indicadora de Lac705 (UA/ml) | 0 6400 1600

R= Resistente; S= Sensible; += productor de bacteriocina/fermentador de sacarosa; —=
no productor de bacteriocina/no fermentador de sacarosa. Las cepas AR49 y AR54
presentaron el mismo fenotipo que la cepa AR3
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Figura 35. Curvas de crecimiento de las cepas CRL705, Sac7 y AR3 en medio MRS a
30°C

Las cepas AR3 y Sac7 fueron resistentes a la acciéon antimicrobiana de la
bacteriocina AL705 y sensibles a Lac705. Es en este fenotipo donde se observa una de
las principales diferencias entre ambas cepas: Sac7 fue mucho més sensible como célula
indicadora de los niveles de la lactocina Lac705. En las condiciones ensayadas, en Tabla
12, el titulo de de sensibilidad a lactocina Lac705 fue de 6.400 UA/ml en la cepa Sac7 y
de 1.600 UA/ml en la cepa AR3. Estos resultados fueron confirmados mediante CIM en
medio liquido: en la Figura 36 se observa que, en un caldo MRS suplementado con una
concentracion diluida (1/16; 400 UA/ml) de Lac705, la cepa Sac7 no crece, mientras el
crecimiento de la cepa AR3 fue ligeramente inhibido. La menor sensibilidad a lactocina
CRL705 fue observada también en las variantes AR49 y AR54 (resultados no

mostrados).

Es importante aclarar que en la cepa AR3 fue posible reproducir la
complementacion del fenotipo AL705* cuando estas células fueron transformadas con
el pldsmido p3.3; observaciones realizadas originalmente por Cuozzo (2002) con la
cepa Sac7. Sin embargo, las frecuencias de transformacién de la variante curada AR3
con plasmidos portadores de la funcién RepB de pRC18 no mejoraron; las frecuencias
observadas fueron similares a las de la cepa Sac7 (102-10° transformantes/pg de ADN).
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Figura 36. Sensibilidad de las cepas AR3 y Sac7 a lactocina Lac705 (400 UA/ml) en
medio MRS a 30°C. Sb = sobrenadante. Los experimentos fueron realizados por
triplicado

Las variantes AR3, AR49 y AR54 fueron menos sensibles a Lac705 que la
variante Sac7. La principal diferencia entre ellas es que las tres primeras son libres de
pRC18 mientras Sac7 atin posee este plasmido (Figura 37). Esto plantea la pregunta de
si es el plasmido pRC18 responsable de la mayor sensibilidad de Sac7 a la bacteriocina
Lac705; y si ese fuera el caso, qué gen/genes presentes en el mismo podrian estar

jugando un papel en el fenotipo observado.

Sac7 AR3

|

<€— Mayor sensibilidad a
Lac705

pRC18" pRC18-

Figura 37. Representacion esquematica de la principal diferencia entre la cepa Sa7 y
AR3: pRC18 esta presente solo en Sac7 aunque su estructura no ha sido determinada
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La secuencia nucleotidica del plasmido pRC18 ha sido determinada y
depositada en el GenBank con el nimero de acceso AF200347. Este plasmido consiste
en una molécula de ADN de doble cadena de 18.664 pb con un porcentaje de G + C de
34,5%. Como resultado del andlisis de su secuencia se identificaron 25 marcos de
lectura abierta (MLA; Cuozzo 2002). En un estudio reciente, Bleckwedel (Tesina, 2011)
determiné que los MLA anotados como orf2 y orf3 se corresponden a un sistema de
toxina-antitoxina (TA) de tipo II (es decir, ambos componentes del sistema son de
naturaleza proteica). Los sistemas TA, identificados originalmente como sistemas
estabilizadores de plasmidos de bajo niimero de copia y presentes en los cromosomas
de muchas bacterias (Shahar Amitai y col. 2004), se activan bajo diferentes condiciones
de estrés, tales como privacion de aminodcidos o de timina, dafios en el ADN,
presencia de antibiéticos, infecciéon de fagos, entre otros (Buts y col. 2005). Una
controversial hipoétesis les atribuye el rol de asesinos altruistas: cuando los sistemas se
activan bajo condiciones de estrés, una parte de la poblacién bacteriana muere para
permitir la supervivencia del resto de la poblacién como un todo. Por lo tanto, para
estudiar el potencial papel del médulo TA de pRCI18 en el fenotipo de mayor
sensibilidad a Lac705, observado en la cepa Sac7, expresamos el sistema TA en la cepa
AR3 y evaluamos su fenotipo. Previamente, realizamos una caracterizacién del sistema
TA, lo que se presenta a continuacion.

Sistema de toxina (RelE) y antitoxina (YefM/Phd) del plasmido pRC18

El analisis del sistema TA del pRC18 indica que el mismo es del tipo Il y esta
organizado en un operén que produce una antitoxina de 92 aminoacidos (ORF3),
miembro de la superfamilia YefM/Phd, y una toxina de 118 aminoacidos (ORF2), de la
superfamilia RelE.

La transcripcion del operén se lleva a cabo en contracorriente con respecto a los
demads genes del plasmido. La antitoxina (ORF3) se extiende desde el nucleétido
nimero 1689 hasta el nimero 1411, con 279 nt de longitud; la toxina (ORF2) se extiende
desde el nucle6tido 1411 hasta el 1055, con 357 nt, observandose que el codén stop de
la antitoxina se superpone al codén de inicio de la toxina. Por otro lado, se encontraron
dos posibles promotores, a 45 y 64 nt corriente arriba del inicio de la secuencia que
codifica para la antitoxina; y una secuencia Shine-Dalgarno ubicada a 6 nt del codén de
inicio. Finalmente, se observaron dos secuencias invertidas que podrian formar una
estructura de tallo-bucle (stem-loop) responsables de la terminacién de la transcripciéon
de los genes de dicho operén (Figuras 38 A y B).
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A
1055nt 1411nt 1689nt  1766nt 2353nt
5.0 I I l I I 3
Y Toxina ‘
(J Posibles promotores
€}  Terminador
B 3

37 TTGAGARCATTTGARTCTITGATGGG TARGACAAC TTGTIGCATAGTTTTAGC TOC TTARARAATTGAT
I

TTTTAGTACARATTARAGTACARTATTARGTACAATGA A GG T AR AT ATGACATTAGCGTTARCA
M T L A L T
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RI 1
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RI1 RI2 RI2

Figura 38. A. Esquema del operén TA presente en el pldsmido pRC18. Los nliimeros
indican la posicion de los nucleétidos en la secuencia anotada del plasmido
(AF200347). Se indican la posicion de promotores y terminador. B. Secuencia de
nucleétidos y aminoécidos del sistema TA de pRCI18. Flechas azules: indican los
posibles promotores; resaltado en verde: posible sitio de unién a ribosoma (Shine-
Dalgarno); violeta: Antitoxina; verde: Toxina; subrayado: codones de inicio (ATG) y
terminaciéon (TAA); resaltado en fucsia (RI 1): repeticiéon invertida 1 (posible
terminador); resaltado en turquesa (RI 2): repeticiéon invertida 2 (posible terminador)
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Comparacién con otros sistemas y familias TA

Realizamos una comparacion de las proteinas RelE y YefM/Phd del sistema
pRC18 con otros sistemas TA  utilizando la  herramienta  Blast
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). En ambos casos estos sistemas han sido

descriptos tanto en plasmidos como en cromosomas. Se observé que la secuencia de la
proteina de la antitoxina muestra un 97% de identidad con la antitoxina presente en un
plasmido de Lactobacillus brevis ATCC 367 y un 76% de identidad con la antitoxina
presente en el cromosoma de Lactobacillus helveticus DPC 4571 (Tabla 13): estas
antitoxinas poseen un dominio tipo PHD (superfamilia YefM/Phd “prevent host dead”)
y se caracterizan por ser multifuncionales ya que se unen tanto a la toxina, para
neutralizarla, como al promotor del sistema para reprimir la transcripcion del operén
(McKinley y Magnuson 2005). También se caracterizan por ser proteinas que se
encuentran predominantemente desplegadas en condiciones fisiol6gicas (Cherny y col.
2005). En cuanto a la estructura secundaria, en el extremo C-terminal predominarfan a-
hélices, y en el extremo N-terminal segmentos de a-hélices y hojas p (McKinley y
Magnuson 2005). La antitoxina YefM/Phd tiene también una identidad mayor al 70%
con antitoxinas presentes en bacterias del género Lactobacillus y Weissella.
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Tabla 13. Anélisis Clustal W entre secuencias crrespondientes a la antitoxina del plasmido pRC18

Origen

Secuencia

Hipotética antitoxina de pROCIE Lactobacilius curvains CRL 705
Antitoxina de Lactobacillus brevie ATOC 367

Antitoxing de Lactobact ffus il gardii ATOC B290

Antitoxina de Welssella paramesenterofdes ATCC 33313
Antitoxina familia PHD de Lacotobaeiffus hefverions DSM 2007 5

MTLALTOSDFRANLEKYLDOVHNDEDETVY I ARSHSEAV ATV SOEKMDWLERALKAKEGSLEYATARDD LIKRHWVLFDOE IWVES
MTLALTQOSDFRANLEEKYLD
MTLALTOSDFRANLEEYLD
-MTLALTQSDFRANLEEYLD
MTWVALTOSDFRAHTIKEYLDODVH DDDE TVY WARSH SRE

dk e ko ok dh o .

WHNDEDETVYIARSHSEAVA
WHDEDETVYIARSHSFAVA
VN SEEETVY I ARSHORR

QEKMDWLERALEKAKE

LOYATARDDLIKRHVLE
SOEEMDWI ERALERAKE LEYATARDODLIKRHVLT
SQOEKMEWLERALERKE LEYAVARDQLIORHVLE Il

VI SQEKMYWMEKAT QAKEDSLDYAVARDODLIRENVLFDDF IWVES

Hhhk o .k ek sk hk k. ko k. ok ok ko

Hookhkd ok .. hkhhdk . hohkodh ok .

DY WEKFEK—

T e

* - finica, residuo totalmente conservado
: - conservacion de un grupo fuerte
. - conservacion de grupos débiles

- no conservado

Tabla 14. Analisis Clustal W entre secuencias correspondientes a la toxina del plasmido pRC18

Ornigen

Secuencia

Hipotética toxina de pRC1S de Lactobaciillus corvens CRL TOS

Toxina, familsa RelE de Laciobecillus brevis ATOC 367

Sistema loxin=antitoxina, familia RelE de Lacobacilius kelvetices HI10
Sistema loximee-antitoxin, familia RelE de Lacobacilius keeticies DS 20075
Toxina, famila RelE de Listerin seefigeri FSL N106

Sistema toxinaeantitoxina, familia RelE de Lacobacilius aein DSM 16041
Toxina, familsa RelEfSihE de Leciobecillus aris PRO13.T2:3

Toxina, familsa RelEFStbE de Mobslumous mulieris ATOC 35243

Toxina, familsa RelEfSthE Mobiliaos mulieris ATCOC 35239

~EDHELNRRMSGYNEFH LRDTPRNKT PSETHDVLAY TIDEDELV LIGI RVGSH DR-LE PGONREKRY RKNDE
~EDHELHRRMSGYHEFH LRDTPRNKT PSETHDV LAY T I DKDELYV LIGI RV GSHER-LEPGONRAKRY RKNDK
~ADHPLERRLAGYREFHVRDTPRGEQ PHNDINDVLY INY IEHNNL W AGVRVGSHORLLFPGLNKSRKF RN
~ADHPLERRLAGY REFHVRDTPRGE] FHDINDVLY INY I EHNNL A AGVRVGSHOR-LEPGLNKSRKFRK
MESFITY-—EDTPRNKT PSETHDVLVYTIDEDELV L IGIRVGSHDR-LF PGONRSERYR
~HDHELEGHYTGYREFH LRDTFRGOO PTETT DIV I YEVHNQDLY LVAVN I GSHKE-LEHGRYHEER
_HOHELEGHYTGYREFHLADTFRGO] FTETHD IVV I YKVHNODLY LVAVN I GSHKE-LFRGRYHKER

~ADHALEGHWOGYREIHVEA-—————————— DWLVIYRIERDELLLVLSRTGSY DD-LE
~ADHALEGHNWOGYREIHVEA-—————————— DWLVIYRIERDELLLVLSRTGSHOD-LE

* - tinica, residuo totalmente conservado
: = conservacion de un grupo fuerte
. - conservacion de grupos débiles

- no conservado
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Respecto a la toxina RelE, hemos observado mediante analisis por homologia
que posee una identidad mayor al 50% con toxinas presentes en bacterias del género
Lactobacillus y Mobiluncus (Tabla 14). Un identidad de 94% se encontré con la toxina
presente en un pldsmido de Lactobacillus brevis ATCC 367, y de 61% con la toxina
presente en el cromosoma de Lactobacillus acidophilus NCFM. Se ha descripto que la
toxina RelE inhibe la sintesis de proteinas al hidrolizar ARNm en secuencias
especificas, con preferencia las de codén stop UAG, cuando estdn en el sitio A del
ribosoma (Pedersen y col. 2003). La superfamilia RelE esta caracterizada por poseer
una estructura formada por cinco cadenas de hojas 3 con cuatro cadenas antiparalelas,
mientras que la primera y la dltima cadena son paralelas. La hoja P esta flanqueada, de
un lado, por dos hélices a N-terminal (al y a2) y, del otro lado, por una a hélice C-
terminal (a3) que junto con el loop de conexiéon 2 y P3 forman una hendidura
profunda que abarca el sitio de actividad ARNasa (Barbosa y col. 2010).

El sistema TA del plasmido pRC18 contribuye al fenotipo de una mayor
sensibilidad a la lactocina Lac705

Con el fin de evaluar la participacion del sistema TA del plasmido pRC18 en la
sensibilidad a Lac705, procedimos a construir el plasmido pRA1TA; si el sistema TA es
responsable de la mayor sensibilidad de la cepa Sac7 a la bacteriocina Lac705, entonces
la cepa AR3 transformada con el plasmido pRA1TA deberia ser mas sensible a Lac705.
Para ello, los genes del sistema TA fueron amplificados mediante PCR usando los
cebadores especificos RRTA-f y RRTA-rev (Tabla22). El amplicén de 983 bp generado
fue luego tratado con las enzimas de restriccion EcoRI y EcoRV y clonado en los sitios
EcoRI 'y EcoRV del plasmido p3B1, obteniendo asi el plasmido pRA1TA (Figura 39). La
estructura correcta del pldsmido fue confirmada mediante estudios fisicos con enzimas
de restriccién y secuenciacion.
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pRC18
18,664 bp

RRtaf:"‘f R}itarev

Fragmento de PCR + EcoRI
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|
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CAT— pRA1TA
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Figura 39. Esquema de la construccién del plasmido pRAITA. El amplicon de 983 pb

fue tratado con una enzima de restriccion EcoRI y clonado en los sitios EcoRI/EcoRV

del plasmibo p3B1
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Luego de transformar células electro-competentes de AR3 con los plasmidos
PRAI1TA y p3B1 (plasmido vacio), se determinaron los niveles de sensibilidad a Lac705
en las cepas Sac7, AR3(p3B1) y AR3(pRA1TA) en medio sélido (datos no mostrados) y
un medio liquido (caldo MRS). En la Figura 40 se muestra la respuesta de las células
Sac7 y de AR3 transformadas con los plasmidos p3B1 y pRA1TA a la accién inhibitoria
de la lactocina Lac705, donde observamos que los transformantes AR3(pRA1TA)
fueron mas sensibles que la cepa AR3(p3B1) a Lac705 (400 UA/mL). Sin embargo, los
transformantes AR3(pRA1TA) no mostraron la misma sensibilidad a Lac705 que la
observada con la cepa Sac7. Estos datos sugieren que el médulo de TA de pRC18
contribuye a la mayor sensibilidad a Lac705 en células sensibles pero no explicaria el
fenotipo de la cepa Sac7, indicando que otro factor/es distinto/s a TA serian los
responsables del fenotipo de sensibilidad a Lac705 en esta cepa.

——3ac]
—8—3ac] + 1/16

—a— 2R3 (pRALTR)

DO=600nm
[
o

—8—2AR3 (pRALTR) + 1/1¢
—a—1AFR3 (p3B1)
AR3(p3Bl) + 1/1e6

3 4 5 ¢ 7 8 9 10 11 1z

[an]
—
]

Tiempo (h)

Figura 40. Sensibilidad de Sac7, AR3(p3B1), y AR3(pRA1TA) a lactocina Lac705
(dilucién 1/16 corresponde a 400 UA/mL) en medio MRS a 30°C. Los experimentos

fueron realizados por triplicado

Induccion de la funcién RelE por Bacitracina

Similares experimentos al descripto en la Figura 40 se realizaron también con
otros factores de estrés. Entre los diferentes factores de estrés ensayados, como
concentraciones sub-inhibitorias de eritromicina, H.O y la bacteriocina 1434, la cepa
AR3(pRAI1ITA) so6lo mostré una mayor sensibilidad a la bacteriocina 1434 (datos no
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mostrados). Estos resultados sugieren que la envoltura celular estaria mediando la
funcién toéxica de la toxina RelE inducida por factores de estrés, ya que el blanco de la
accion de las bacteriocinas de BAL es la membrana celular. Esto nos llevé a evaluar si
bacitracina, un antibiético cuyo blanco de accion es el undecaprenil-pirofostato, un
componente ubicado en la membrana celular e intermediario esencial en la biosintesis
de pared celular, podria inducir un efecto de estrés similar al observado con las
bacteriocinas Lac705 y 14324. Los resultados presentados en la Tabla 15 y en las Figuras
41 y 42 indican que la cepa AR3(pRAITA) fue notablemente mas sensible [su
concentracion minima inhibitoria (CIM) fue 1/8 respecto a las de las cepas CRL705 y
AR3] que la cepa AR3 transformada con el plasmido p3B1 vacio. Sin embargo, la cepa
Sac7 fue la mas resistente a la acciéon de este antibidtico (Figuras 41 y 42; Tabla 15).

Estos datos sugieren nuevamente que el sistema TA no seria activo en esta cepa.

1,6
1,4
1,2
= 1 - —+— Sac’
=
= —m— SacT+bac
o 0,8
ik ——2AR3 (p3B1)
= 0,6 —<—ALR3 (p3B1l) +bac
—=—AR3 (pRALTR)
0,4 —e—AR3 (pRAITL) +bac
0,2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 o] g 10 11 12 13
Tiempo (h)

Figura 41. Sensibilidad de las cepas Sac7, AR3(p3B1) y AR3(pRA1TA) al antibiético
bacitracina (0.5 pg/ml) en medio MRS a 30°C. Los experimentos fueron realizados por

triplicado
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Tabla 15. Concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de las cepas CRL705, Sac7, AR3,
AR3(p3B1) y AR3(pRA1TA) a bacitracina

CIM (ng/ml)
Cepas MH+MRS MRS
705 32 128
SAC7 128 512
AR3 32 128
AR3-pR1TA 8 16

MH+MRS = medio Muller-Hinton con MRS

Figura 42. Sensibilidad de las cepas Sac7, AR3(p3B1) y AR3(pRA1TA) a bacitracina (5
pg/ml) en medio MRS agar a 30°C. Los experimentos fueron realizados por triplicado
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En el presente trabajo de Tesis se estudia por primera vez al sistema antilisteria
AL705 presente en Lb. curvatus CRL705. Se puso en evidencia que los niveles de las
bacteriocinas producidas por esta cepa, lactocina Lac705 y antilisteria AL705, varian
durante las fases de crecimiento del microorganismo: a 30°C. Asi, mientras que los
niveles de AL705 se detectan a partir de estadios tempranos y se incrementan conforme
avanza el crecimiento exponencial, los niveles de Lac705 son detectables
principalmente al final de la fase exponencial y comienzos de la fase estacionaria.
Ademas demostramos que la produccion de Lac705 estd fuertemente asociada con el
crecimiento celular, aun cuando en su estructura genética no se ha detectado la
presencia de un sistema transductor de sefiales de tipo quorum-sensing (HK+RR). Por
otro lado, la deteccion de ambas bacteriocinas estd también modulada por la
temperatura a nivel post-transcripcional, ya que a 39°C no se observé una inhibicién de
la actividad de los promotores divergentes del sistema Lac705, pero si de la liberacion
de las bacteriocinas al medio de cultivo. Este fenotipo fue reversible a 30°C. También
demostramos que el medio MRS y la temperatura de 30°C fueron las condiciones
Optimas tanto para el crecimiento de la cepa como para la producciéon de ambas
bacteriocinas.

Los estudios bioinformaticos realizados permitieron identificar la presencia de
dos operones de bacteriocinas conocidos (sakp/q y sakt/x), aunque no funcionales, en el
genoma de Lb. curvatus CRL705. El anélisis indic6 que en ambos los sistemas de
transporte ABC serian inactivos. Asi, en el operén sakp/g, la presencia de una secuencia
IS de la familia 1S30 produciria una proteina ABC trunca de 387 aa, que carece del
dominio carboxilo ATPasa; mientras que en el operén sakt/x la proteina ABC resulta no
funcional por la presencia de una secuencia IS y de dos fragmentos extra de ADN no
caracterizados. Por otro lado, de las cinco bacteriocinas posibles encontradas (SakP,
SakQ, SaxT, SacX y el factor IP-TX o enterocina_NKR_5_3D), solo para SakT no se ha
descripto una actividad antilisteria. De las otras cuatro bacteriocinas con actividad
antilisteria, los anélisis realizados sugieren que SakX no se expresaria, debido a la
presencia de una IS en su regién promotora. A su vez, la potencia de la actividad
antilisteria de SakQ y enterocina_ NKR_5_3D es minima (Rivas y col. 2014, Ishibashi y
col. 2012), comparable con la descripta para SakP y a la observada en nuestros estudios.
Esto sugiere que la actividad antilisteria AL705 serfa atribuible a SakP. A su vez, la
mayor identidad observada entre los sistemas ABC, peptidasas y secuencias lideres de
los prepéptidos de los sistemas de lactocina Lac705 y sakacina PQ sugieren que el
transportador ABC de Lac705 (presente en pRCI18) complementa, en Lb. curvatus
CRL705, con el de sakacina SakP, bacteriocina con potente actividad antilisteria.

La produccién de sakacina SakP ha sido descripta en Lb. sakei LTH673
(Tichaczek y col. 1994), Lb. sakei Lb764, Lb. sakei 27 (Holck y col. 1994), Lb. sakei VB286A,
Lb. sakei CCUG 42687 (Mearetrg y col. 2000), Lb. sakei 1151 (Urso y col. 2006), y Lb. sakei
subsp. sakei 2A (de Carvalho y col. 2010), como asi también en cepas de Lb. curvatus:
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CWBI-B28 (Dortu y col. 2008) y L442 (Cocolin y Rantsiou 2007). Sin embargo, es comtn
detectar la presencia de operones de sakacinas no funcionales en el genoma de cepas
de Lb. sakei y Lb. curvatus. Hithne y col. (1996) reportaron la presencia de analogos de
genes sppR y spiA en el cromosoma de Lb. sakei Lb706X y Lb790, dos cepas no
productoras de sakacina SakP, e indicaron la presencia de grupos de genes spp
incompletos. Similares observaciones fueron reportadas por Meretre y col. (2005)
quienes encontraron en todas las cepas estudiadas la region correspondiente a los
genes sppKR, que codifican los elementos de regulacién; y sélo algunas tenian
homologos de sppE y sppT, responsables del transporte, como asi también el gen
estructural sppA y el de inmunidad spiA. En la cepa no productora Lb. sakei Lb790 se
encontraron los genes homoélogos a sppK, sppR, sppT y sppE, mientras en la cepa tipo Lb.
sakei 23K solo los genes homologos a sppK fueron identificados, aunque éste podria no
ser funcional ya que se encontraron mutaciones y/o una IS, y a sppR. Cocolin y
Rantsiou (2007), mediante PCR demostraron la presencia de los genes de las sakacinas
Py Q en el cromosoma de Lb. curvatus 1442 y LTH1174, cepas aisladas de productos
carnicos fermentados. Estudios comparativos entre los genes sppA de estas cepas
mostraron que éstos estan bastante conservados; sin embargo, el gen sppQ mostré una
delecién de 15 nucledtidos cuando fue alineado con otras secuencias sakacina SakQ, a
pesar de ello la ausencia de 5 aminoacidos no afect6 la actividad de la bacteriocina.
Estudios de expresion mostraron que la sakacina SakP se expresaba en Lb. curvatus
L442 pero no en Lb. curvatus LTH1174. La expresion del gen sppA fue detectada en un
megaplasmido presente en esta cepa. Rivas y col. (2014) detectaron la presencia de
genes para la sakacina SakQ en la cepa Lb. curvatus ACU-1 aislada de salame artesanal
en la provincia del Chaco; los genes estructurales de la sakacina SakP no fueron
amplificados sugiriendo que el grupo de genes de esta bacteriocina no estarian
presentes. Por ultimo, los genes de las sakacinas SakT, SakX y SakP fueron reportados
por Vaughan y col. (2004) en Lb. sakei 5, mientras la presencia de los genes estructurales
de las sakacinas SakT y SakP fueron descriptos por Héquet y col. (2007) en la cepa Lb.
curvatus 2711, la cual solo produce sakacina SakX. En sintesis, es comtn encontrar
operones no funcionales de estas cuatro bacteriocinas en los genomas de Lb. sakei y Lb.
curvatus. En general, la organizaciéon de los genes encontrados sugiere una estructura
de mosaico resultante de reordenamientos sucesivos. A pesar de la variada
reorganizaciéon en la estructura de los mismos, la alta identidad entre ellos (>97%)
indica que todos tienen un origen comdn y que se diseminan permanentemente. En el
caso particular de la cepa Lb. curvatus CRL705, la presencia del sistema ABC/Acc de
lactocina Lac705 presente en pRC18, reduciria la presion selectiva sobre el sistema ABC
de los operones presentes en el genoma y ello explicaria los reordenamientos genéticos
y la pérdida de funcién observada en los mismos.

Un aporte muy importante de este trabajo de Tesis es haber definido las
condiciones experimentales para el curado de los pldsmidos naturalmente presentes en
Lb. curvatus CRL705. Si bien las condiciones son simples (uso de altas temperaturas de
incubaciéon y un indéculo de células inicial muy diluido), el protocolo permite el
aislamiento sistematico de variantes curadas. Este plasmido posee un mecanismo de
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replicacion theta. Se han descripto diversos sistemas, presentes en plasmidos, que
controlan la segregacién, y por lo tanto la estabilidad, de los mismos. Entre ellos, se
mencionan: i) los iterones, secuencias directas repetidas, ubicadas generalmente
corriente arriba del gen estructural repB, que juegan un papel crucial durante el inicio
de la replicaciéon del ADN; controlan la expresién de la proteina Rep y el nimero de
copias del plasmido (Konieczny, 2014); ii) un sistema ParA/ParB (ATPasa y proteina
de unién a ADN, respectivamente). Estos genes, presentes en plasmidos de bajo
nimero de copia y también en cromosomas bacterianos, reconocen uno o mas sitios
que actian en cis, denominados secuencias “tipo-centrémeros”, que aseguran una
mejor particion de las moléculas de ADN (Bignell y Thomas, 2001); iii) un sistema
toxina-antitoxina que, como se describié en detalle en la Introduccién, son sistemas
genéticos que cuando se encuentran en plasmidos de bacterias y arqueas, generan una
adicciéon por éstas moléculas extra-cromosomicas y evitan asi la propagacion de
células curadas; iv) la expresiéon de pequefias moléculas reguladoras de ARN
antisentido que pueden controlar la estabilidad de ARN mensajeros o regular la
expresion de genes esenciales de replicacion (Brantl 2014); y, por taltimo, v) genes de
bacteriocinas: la presencia del antimicrobiano en el medio ejercerd una presion
selectiva sobre las cepas que han perdido el plasmido y por lo tanto el sistema de
inmunidad a la bacteriocina. En el caso particular de pRC18, no se observaron iterones
o un sistema Para/ParB (la expresion de ARN antisentido fue dificil de predecir), por
lo que su gran estabilidad podria atribuirse a la presencia de los operones Lac705 y TA.
Si bien, la frecuencia de pérdida de pRC18 fue del 3-5% a 39°C, dicha pérdida alcanzé
valores superiores al 40% cuando se realizaron experimentos de curado con los
plasmidos p3.3, p3B1 y pRA1TA (datos no mostrados), todos ellos pldsmidos que
portan la funcién RepB de pRCI18. Esto indica que el mecanismo que controla la
estabilidad de pRC18 no se encuentra a nivel de la RepB ni del sistema TA presente en
PRAITA (con este plasmido se observaron valores similares de pérdida, >40%, a las
temperaturas de 30 y 39°C). En otras palabras, el sistema TA no aporta un fenotipo pas.
Sin embargo, el sistema TA si contribuye a una mayor sensibilidad a Lac705 en células
susceptibles, lo que sugiere un nexo entre el receptor de Lac705 y el complejo toxina-
antitoxina: la interaccién entre Lac705 y su receptor genera una situacion de estrés el
cual media la degradacién de la antitoxina quedando de esta manera la toxina libre, la
cual ejercera su efecto toxico a nivel intracelular (Figura 43).

El andlisis del sistema TA presente en pRC18 indica que éste esta organizado
en un operén que produce una antitoxina de 92 aminoécidos (orf3), miembro de la
superfamilia YefM/Phd, y una toxina de 118 aminoacidos (orf2), de la superfamilia
RelE. Una situacién similar de sistema TA “hibrido” ha sido descripta para el sistema
TasA-TasB en Bacillus thuringiensis (Fico y Mahillon. 2006), donde la toxina TasB
pertenece a la superfamilia Doc y la antitoxina TasA a la superfamilia AbrB.

Recientemente, Kjos y col. (2014) observaron que la proteina de membrana
UppP, la cual defosforila el undecaprenil-pirofosfato (Upp) a undecaprenilfosfato (Up)
(Bickford y Nick, 2013), actuaria como receptor de las bacteriocinas de dos
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componentes (clase IIb) lactococina G, enterocina 1071 (Kjos y col. 2014) y lactococina
Q (Zendo y col. 2006). El gen uppp, conocido como baca (por “bacitracin resistance BacA
family protein”), ha sido asociado al fenotipo de resistencia al antibiético bacitracina. En
el genoma de Lb. curvatus CRL705 hemos identificado a este gen
(gi| 354514474 | gb | EHE86445.1); la proteina UppP presenta 9 dominios trans-
membrana (datos no mostrados). Si bien el receptor celular de Lac705 no ha sido
identificado atn, proponemos que, siendo Lac705 wuna bacteriocina de dos
componentes y en base a los resultados observados de sensibilidad aumentada a
Lac705 y a bacitracina en las células AR3 portadoras del sistema TA, el receptor de
Lac705 es también la fosfatasa UppP (Figura 43). Es importante recordar que el UppP y
la bacitracina compiten por el mismo sustrato, el Upp. Este compuesto es un lipido que
acttia como vehiculo en la translocacion de precursores de la envoltura celular desde el
citosol a la superficie extracelular de la membrana citoplasmatica. Mientras que la
accion de la fosfatasa es generar Up, el cual es requerido para cargar nuevamente, a
nivel citosélico, a las subunidades de biosintesis (NAcGlc-NAcMur-pentapéptido) del
péptido-glicano, la unién del antibidtico a Upp inhibe eficazmente la biosintesis de
péptido-glicano lo que conduce a la lisis celular (Stone y Strominger, 1971). Las
bacterias Gram-positivas han desarrollado varios mecanismos de resistencia a
bacitracina (Cain y col. 1993; Bernard y col. 2005). Entre estos, la sobreexpresiéon de
UppP confiere resistencia a bacitracina (Cain y col. 1993). Otro mecanismo muy
importante estd mediado por el sistema de dos componentes/ABC permeasa
(TCS/ABC), conocido como transportador BceAB/BceSR de B. subtilis (Ohki y col.
2003). Un sistema similar esta también presente en el genoma de Lb. curvatus CRL705
(datos no mostrados), el cual es homoélogo al sistema TCS/ABC SA2417/SA2418
descripto en St. aureus (Hiron, 2011).

Nuestro modelo por lo tanto propone que la fosfatasa UppP actuaria como
nexo entre el estrés, generado por la unién de Lac705 a la misma, y el sistema TA
(Figura 43). En este modelo tanto la cepa CRL 705 como la cepa AR3 muestran la
misma sensibilidad a la bacitracina. En las células CRL705, la presencia de la proteina
de inmunidad Inm705 impediria la interaccién entre Lac705 y UppP, lo que explica su
fenotipo de resistencia a Lac705, atun cuando en estas células se exprese el sistema TA.
En cambio, la ausencia de Imm705 en las células AR3, explica la sensibilidad a Lac705,
sensibilidad que se potencia cuando el sistema TA se expresa en AR3. Esto explicaria la
gran estabilidad observada en el plasmido pRC18: la pérdida del mismo
(principalmente de los genes inm705 y ta) no s6lo haria a las células sensibles a Lac705,
sino que tal sensibilidad seria amplificada por la presencia en el citoplasma de la toxina
estable y libre. Con respecto a la cepa Sac7, nuestros experimentos sugieren que en la
misma los genes del plasmido pRC18 estan silenciados (Lac705+/5; incluso el operén
TA). Los fenotipos observados en esta cepa, respecto a su sensibilidad a Lac705 y a
bacitracina, solo pueden ser explicados si en dicha cepa los niveles de UppP estan
aumentados: mayores niveles de UppP significa mayores niveles de receptor, y por lo
tanto mayor sensibilidad a Lac705. A su vez, mayores niveles de UppP compiten més
eficientemente con el sustrato comtn de bacitracina, Upp, y por lo tanto mayor
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resistencia al antibidtico. Estos resultados sugieren las proyecciones del presente
trabajo, entre otros, confirmar si UppP es el receptor de Lac705 y, a su vez, si éste acttia
como mediador del estrés entre Lac705 y el sistema TA.
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Figura 43: Modelo de interaccion entre los blancos de accion de lactocina Lac705 y de
bacitracina con el sistema toxina-antitoxina (TA) en Lb. curvatus CRL 705. Se propone
que la fosfatasa UppP acttia como blanco de Lac705 y que la proteina de inmunidad,
Inm705, bloquea la interacciéon entre UppP y Lac 705. Esto explica el fenotipo de
resistencia(R) /sensibilidad (S) a Lac705 (ver Tabla inserta en la Figura): la cepa
CRL705, al poseer el plasmido pRC18, expresa la funcién Inm705 y por lo tanto es
resistente a Lac705, mientras que la cepa AR3 carece de pRC18 y de la funcién Inm705,
por lo que es sensible a la accion de la bacteriocina. Los resultados de esta Tesis
sugieren que el sistema TA potencia la accion de Lac705: la union de Lac705 a UppP
genera un estrés, el cual activa la degradacion proteolitica de la antitoxina, liberando la
toxina del complejo TA. Esto explicaria la mayor sensibilidad (fenotipo S+) de las
células AR3(pRA1TA). Con respecto a la accién de bacitracina (Bac), su blanco de
accion es la molécula Upp (undecaprenil pirofosfato): la interacciéon de Bac con Upp
bloquea la biosintesis del péptido glicano produciendo la muerte celular . Se propone
que el estrés producido por la unién de Bac a Upp también induce, como en el sistema
Lac705 la inactivacion de la antitoxina; esto explicaria la mayor sensibilidad de las
células AR3(pRA1TA) a Bac (CIM=8ug/ml). Si bien en la cepa CRL705 el sistema TA
estd activo, la presencia de Inm705 inhibiria la trasferencia del estrés generado a nivel
de la membrana celular al sistema TA, evitando la inactivacion de la antitoxina
(CIM=32 pg/ml=CIM de la cepa AR3, libre de TA). Respecto a la cepa Sac7, niveles
aumentados de UppP podian explicar su fenotipo de resistencia a Bac (CIM=128
pg/ml) como se ha descripto en otros sistemas bacterianos (Cain y col. 1993): la mayor
actividad de UppP sobre Upp, reduciria el blanco de accién a Bac. Si bien en Sac7 el
plasmido pRCI18 estd presente, todos sus genes (i.e., inm705, lac705, ta) estan
silenciados. Los mayores niveles de UppP (mayor nivel de receptores para Lac705)
también explicarian el fenotipo de mayor sensibilidad (S+++) a Lac705 observado en
Sac7. Se indica también que el procesamiento y transporte de la lactocina Lac705 y de
la antilisteria AL705 se realizan a través de la proteina de trasporte ABC y su proteina
accesoria cuyos genes se encuentran codificados en el plasmido pRC18
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Tabla 16. Microorganismos empleados

Género y Cepa Caracteristicas Referencia/Origen
especie
Escherichia coli DH5 a supE44A lacul69[p 80 Sambrook et al. 1989
lacZAM15] hsdR17
recAl endA1 gy A96
thl-1relA1
Lactobacillus CRL 705 Lac*/R  AL*/R; cepa salvaje, | Vignolo et al. 1993
productora de las bacteriocinas
curoats Lac705 y AL705
SAC7 Lac/s AL-/R Cuozzo 2002
AR3 Cepa libre de plasmido Este estudio
AR49 Cepa libre de plasmido Este estudio
ARS4 Cepa libre de plasmido Este estudio
Lactobacillus CRL 691 Cepa sensible a Lac 705 Vignolo et al. 1993
plantarum
Listeria inocua 7 Cepa sensible a AL705 INRA

INRA: Unité de Recherches Laitiéres et Génétique Appliqueé, France.
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Tabla 17. Plasmidos empleados

Plasmido Caracteristicas Origen/Referencias
pBluescript SKII + (pBS) AmpR Stratagene!
pRC18 Lac705+*/R; 18,6 Kb Cuozzo 2002
pRC12 Sact; 12,5 Kb Cuozzo 2002
p3B1 pBS::HindIIl-Hpal pRC18; | Cuozzo 2002
CmR, AmpR, RepB; 7.5 kb
p3.3 pBS::HindIII-Ecol pRC18; | Cuozzo 2002
CmR,  AmpgR, Imm?705
RepB; 11,5 kb
pPRAITA p3B1:TApRC1S; 7,13kb Este estudio

Amp, ampicilina; Cm, cloranfenicol; Sac, sacarosa
1Stratagene Cloning Systems. 11099 North Torrey Pines Road. La Jolla, CA 92037, USA.

Condiciones para el cultivo de microorganismos.

Las cepas de E. coli fueron crecidas en caldo Luria-Bertani (LB) a 37°C con
agitacion (200 rpm/min). En el caso de Lactobacillus se utiliz6 MRS y para Listeria TSB,
ambas sin agitaciéon y a 30°C. Cuando fue necesario, se agregé al medio de cultivo
ampicilina (100 pg/ml) o cloranfenicol (5 pg/ml).

Medios de cultivos.

Medio_ MRS (Man et al, 1960): en g/l: proteasa peptona, 10; extracto de carne, 10;
extracto de levadura, 5; glucosa, 20; citrato de amonio, 2; acetato de sodio, 5, MgSQOs,,
0,2; MnSOy, 0,05; K.HPO,, 2; Tween 80, 1. pH = 6,5.

Medio LB (Sambrook et al, 1989): en g/1: cloruro de sodio, 10; tripteina, 10; extracto de
levadura, 5.
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Medio TSB Medio triptona-soja para Listeria (Biokar Diagnostics, Zac de Ther -
Allonne - RP10245-F60002 Beauvais CEDEX - FRANCE).

Medio Carne Realizado segtin segtin lo descripto en Lépez (2013).

Cuando fue necesario, los medios de cultivos fueron solidificados con agar:
1,2% (“agar duro”) o 0,6% (“agar blando”). La esterilizacion se realizé en autoclave
(121°C, 20 min, 1 atmésfera de sobrepresion).

Determinacion de la actividad de la bacteriocina Lac705 (modificado de
Cuozzo 2002).

Sobre una caja de Petri con 10 ml de MRS agar duro, se distribuyeron 10 ml de
agar blando conteniendo 70 ul de un cultivo o/n de la cepa indicadora L. plantarum CRL
691. Se dejo solidificar. Se sembraron 5 pl del sobrenadante de la cepa productora de
bacteriocina (por ejemplo, CRL705). Luego de incubar a 30°C durante 24 h, se observé
la presencia (Lac705+) o ausencia (Lac705-) de un halo de inhibicién alrededor del
pocillo. El titulo de Lac705 fue expresado en unidades arbritarias por mililitro
(UA/ml=1/vol siembraxfactor dilucion).

Determinacion de la actividad de la bacteriocina AL705 (modificado de Cuozzo
2002).

Sobre una caja de Petri con 10 ml de TSA agar duro, se distribuyron 10 ml de
agar blando conteniendo 70 pl de un cultivo o/n de la cepa indicadora L. inocua 7. Se
dej6 solidificar. Se sembraron 5 pl del sobrenadante de la cepa productora de
bacteriocina (por ejemplo, CRL705) y se incub6 a 30°C durante 24 h. Se observé la
presencia (AL+) o ausencia (AL-) de un halo de inhibicién alrededor del pocillo. El
titulo de AL705 fue expresado en unidades arbritarias por mililitro (UA/ml=1/vol
siembraxfactor dilucién).

Meétodo diferido de determinacion de la actividad de bacteriocina en placa
(Cuozzo 2002).

Se colocé una primera capa de 10 ml de MRS agar 1,2 %. Luego se agreg6 una
segunda capa de 10 ml de MRS agar 1,2 % con la dilucién correspondiente de la cepa
en estudio (para obtener aproximadamente 150 colonias por placa). Se afiadié una
tercera capa de 10 ml de MRS agar 1,2 %, y se incub6 o/n. Luego, se colocaron 10 ml de
MRS agar 0,6 % con la cepa indicadora y se incub6 por 24 h a 30°C. Se observé la

91



Materiales y Métodos

formacién de un halo de inhibicién alrededor de las colonias productoras del agente
antimicrobiano.

Preparacién de células competentes de E. coli por “Shock Térmico” (Ausbel et a.
1999)

A partir de un cultivo (3 ml) crecido durante 16 h, se transfirié una alicuota (400
a 500 pl) a 100 ml de LB caldo. Se incub6 a 37 °C con agitacién hasta alcanzar una
densidad éptica (DOsoonm) de 0,5. Se detuvo el crecimiento enfriando inmediatamente el
cultivo en hielo por 20 min. (A partir de esta etapa es importante mantener el cultivo
en frio). Se centrifugd a 4000 rpm por 10 min en centrifuga refrigerada (4 °C). Se
descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en 10 ml de una solucion de
CaCl> 10 mM frio y estéril. Se centrifugdé a 4000 rpm por 5 min y se descart6 el
sobrenadante nuevamente. El sedimento se resuspendi6é en 10 ml de CaCl> 10 mM frio
y estéril e incub6 en hielo por 30 min. Se centrifugé a 4.000 rpm por 5 min y se descart6d
el sobrenadante. Se resuspendi6 en 2 ml de CaCl; 10 mM frio y estéril y se fraccion6 de
a 50 pl en microtubos de 1,5 ml. Las células competentes se conservaron en freezer a -70
°C.

Transformacion

Se mezclaron 50 pl de células competentes con 10 ul de ADN , ( 0.1-2 pg de
ADN), e incub6 en hielo 15-30 min. Luego se colocé durante 2 min a 42°C (shock
térmico). Se agreg6 0,8 ml de LB tibio e incub6 a 37°C durante 45 min con agitaciéon
(300 rpm) antes de plaquear en el medio selectivo apropiado. Los transformantes

fueron seleccionados en medio LB agar con ampicilina.

Preparacién de células competentes de bacterias ldcticas por electroporacion
(Berthier et at. 1996).

Se activaron las cepas y realizaron tres repiques. El cuarto repique fue realizado
en un medio MRS conteniendo NaCl 0,9 M e incubado a 30°C por 16 h. Luego se
inocul6é 500 pl de las células en 50 ml de MRS-NaCl 0,9 M y se incub6 a 30 °C sin
agitacion hasta alcanzar una DOsoonm de 0,4-0,6. Las células se centrifugaron a 4000 rpm
por 10 min a 4 °C y fueron lavadas con H,O miliQ estéril 4 veces y centrifugadas a 4000
rpm 10 min a 4 °C. Luego de descartar el sobrenadante, las células fueron lavadas con
solucion sacarosa-glicerol (0,5 M/ 10 % g/v); se centrifugé nuevamente a 4000 rpm 10
min a 4 °C y se descart6 el sobrenadante. Finalmente las células fueron resuspendidas
en 100 o 200 pul de solucion sacarosa:glicerol y fraccionadas (50 ul) en microtubos de 1,5
ml. Las células competentes fueron conservadas en freezer a -70 °C.
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Electroporacién (Berthier et a. 1996).

En una cubeta de electroporacion fria se mezclé 50 ul de células competentes
con 100 ng del plasmido a transformar. Las condiciones de electroporacién fueron: 600
Q, 25 pF y 1,8 Kv. Luego se agreg6 700 pl de MRS en la cubeta lo més rapido posible e
incub6 a 30 °C durante 2:30 h. Por dltimo se sembré 100 uL de forma directa y una
dilucion 101 en el medio selectivo con cloranfenicol y se incub6 a 30 °C durante 48 h.

Ensayos de Curado y Estabilidad de Plasmidos

Curado de pliasmido

Diluciones seriadas de las células de Lb. curvatus CRL705 fueron incubadas
durante 15 generaciones a 39°C. A partir del tubo con la mayor dilucién que presenté
crecimiento, se plaquearon las diluciones correspondientes, para obtener
aproximadamente 150 colonias por placa, e incubaron a 30°C por 48 h. Se aislaron
colonias al azar para evaluar la produccién de ambas bacteriocinas.

Estabilidad de Pldasmidos

Se evalu6 el efecto de la temperatura (30 y 39 °C) sobre la estabilidad de los
plasmidos pRC18, p3Bl, p3.3 y pRAlta. Para ello, a partir de un cultivo o/n de las
células de Lb. curvatus crecidas en medio MRS en presencia de cloranfenicol (5 pg/ml),
se hicieron crecer por 20 generaciones en medio MRS fresco en ausencia del antibiético
a 30°C y 39°C. Luego, adecuadas diluciones de los cultivos fueron sembradas por
duplicado en medio MRS agar con y sin antibiético. Las placas fueron incubadas a 30
°C y se determinaron las UFC/ml. El porcentaje de células que perdieron el plasmido
se determiné mediante la relacion UFC/ml en el medio MRS sin antibi6ético/ UFC/ml
en el medio MRS con antibiotico.
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Caracterizacion de variantes libres de plasmido.

Todas las variantes libres de plasmido fueron sometidas a los siguientes
analisis:

* Reaccion RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Tabla 18. Reaccion de PCR

Buffer 5x 5ul
Cebador 10 uM 2,5 ul
dNTPs 2,5 mM 1ul
MgCI2 (25 mM) 1,5ul
Taq Polimerasa 2,5 U/100 pL 0,25 ul
templado (ADN) 0,5pg/ ul 2l
H>O csp 25 pl
Volumen final 25ul

Ciclo de Amplificaciones con el cebador M13 (Huey et al. 1989)

94°C 10°

94°C1”

45°C207 3 40 ciclos '
720C 2’ I— ————————————— 4

72°C 107

Ciclo de Amplificacién con el cebador GTGx5 (Gevers et al, 2001)
94°C 5’

94°C1”

40°CT i 30 ciclos '

65°C8 | ~~=""=TTmoooos !

65°C 10°
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Condiciones de electroforesis en geles de agarosa (1,5%): 80V 105 min. Las bandas de
los amplicones se detectaron mediante el uso del colorante fluorescente GelRed™
(Biotium Inc.; Hayward, CA, Estados Unidos) (dilucién 1/10.000).

*  Perfil proteico en geles en condiciones desnaturalizantes (PAGE_SDS)

El andlisis del contenido de proteinas totales se realiz6 en geles de
poliacrilamida-SDS, segtn lo descripto en Laemmli, 1970 (Cuozzo 2002).

* Deteccién de actividad/resistencia a Lac705 y AL705 (ver protocolos de
determinacién de la actividad de las bacteriocinas Lac705 y AL705,
descritos previamente).

*  Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento se determind a partir de la pendiente de la curva
en fase exponencial de crecimiento, segun:

p=In Xz-In X1)/t2 - t1
donde X>=ntimero de colonias en el tiempo t>
X1=numero de colonias en el tiempo t
t= tiempo [h]
y el tiempo de generaciéon (g) mediante :
g=In2/pn=0.693/p
* Fermentacion de sacarosa

Se prepar6 el medio MRS caldo con sacarosa (2%) en lugar de glucosa y se le
afiadié el colorante indicador puarpura de bromocresol, que vira su coloracién a
amarillo ante la disminucién del pH por la utilizacién de este aztcar. El medio
inoculado se incub6 en estufa a 30°C entre 24-48 h.

Construccién del plasmido pRAITA

El plasmido recombinante pRA1TA, de 7139 pb, fue construido a partir del
plasmido p3B1, al cual se le inserté6 un fragmento de 983 pb (fragmento TA) que
contiene la secuencia del sistema toxina-antitoxina del plasmido pRC18. El fragmento
TA fue generado por PCR a partir del ADN cromosémico de la cepa CRL 705, usando
la enzima Pfu ADN polimerasa (Promega) y los cebadores RRta-f y RRta-r (Tabla 22).
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El plasmido p3B1 fue tratado con las enzimas EcoRI y EcoRV y el fragmento TA con la
enzima EcoRI. Se lig6 ambos fragmentos con la enzima T4 DNA ligasa. Luego, 20 ul del
ligado fueron utilizados para transformar células E. coli DH5a competentes. Los
plasmidos recombinantes fueron recuperados en medio LB agar 1,2 % (con ampicilina
100 pg/ml), incubados a 37 °C durante 16 h.

Métodos de extraccion de ADN.

Extraccién de ADN cromosoémico de bacterias licticas (Pospiech y Neumann
modificada. 1995)

Las células de un cultivo (5 ml) crecido durante 16 h a 30°C fueron
centrifugadas durante 10 min a 10.000 rpm, lavadas con 500 ul de buffer Tris-EDTA
(TE) y; resuspendidas en 850 pl de solucién de lisozima (10 mg/ml buffer SET). Luego
de incubarlas 2 h a 37 °C, se les adicion6 85 ul de SDS 10% y 20 ul de proteinasa K (20
mg/mL) y se incub6 nuevamente por 2 h a 55 °C (mezclando periédicamente por
inversién). Luego se agregd 335 pl de NaCl 5 M y 1,3 ml de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se incub6 por 30 min a temperatura ambiente, mezclando el tubo
frecuentemente por inversion. Se centrifugé por 10 min a 12.000 rpm y la fase acuosa
(fase superior) se transfiri6 a otro tubo de centrifuga. Se precipit6 el ADN con 1
volumen de alcohol isopropilico y se lo recuperé por centrifugacién durante 3 min a
12.000 rpm. Se lavé el precipitado con 500 ul de etanol 70%, se centrifugd 3 min a
12.000 rpm y se descart6 el sobrenadante. El alcohol residual se dej6é evaporar y se
resuspendi6 el ADN en un volumen de 100-500 ul de buffer TE o HO mili-Q
esterilizada.

Protocolo de extraccion de ADN plasmidico para E. coli (Birnboim y Doly.
1979).

Las células a partir de 3 ml de un cultivo crecido durante 16 h a 37°C, con
agitacion vigorosa, fueron cosechadas y resuspendidas en 100 pl de solucion Tris-
EDTA-glucosa (TEG). Se agregé 200 pl de la solucién de lisis, mezclando por inversiéon
el tubo cinco veces. Luego se anadié 150 pl de acetato de potasio 3 M, pH 4,8 y se
mantuvo en hielo durante 3- 5 min. Luego de centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm,
se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo. Se precipité el ADN con un volumen de
isopropanol a temperatura ambiente y se centrifugd nuevamente durante 10 min a
13.000 rpm. El precipitado se lavé con 500 pl de etanol 70%, se secé a temperatura

96



Materiales y Métodos

ambiente invirtiendo el tubo y se resuspendi6 en 50 pl de buffer TE. Se trat6 la mezcla
con 3 pl de la solucién de RNAsa durante 30 min a 37°C.

Extraccién de ADN plasmidico a partir de lactobacilos por el método de
Muriana y Klaenhammer (modificado. 1991).

Las células, cosechadas a partir de un cultivo de 5 ml de MRS caldo crecido
durante 16 h a 30°C, fueron resuspendidas en 1 ml de solucién solucién A (sacarosa
8%, Tris 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Se agreg6 100 pl de solucién de lisozima (10
mg/ml en solucién A) y se incubé en hielo 1 h. Se centrifugd durante 5 min a 10.000
rpm y se elimind el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas con 500 pl de
solucion de lisis (SDS 3 %, Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, pH 8. Ajustar su pH a 12,25
mediante el agregado de aproximadamente 150 ul de una solucién de NaOH 5 N en el
momento de ser empleada.) e incubadas a 65 °C durante 1 h. Luego de enfriar la
muestra a temperatura ambiente durante 5 min, se agregé 50 pl de Tris-HCI 2M, pH 7 y
se mezclo por inversion. Se agregd 150 pl de NaCl 5 M y se mezcl6 por inversion (si no
se observa precipitado, se agregan otros 75 pl de NaCl 5 M). Se afiadi6 500 ul de fenol
saturado con NaCl 3%, mezclando muy bien por inversién, y 300 ul de cloroformo.
Luego de homogeneizar, se centrifugé durante 10 min a 13.000 rpm y se transfirio la
fase acuosa superior (aproximadamente 600 pl) a un nuevo tubo Eppendorf. Luego de
agregar 600 pul de cloroformo-isoamilico 24:1, se centrifugé durante durante 5 min y se
transfiri6 la fase acuosa superior (aproximadamente 600 pl) a un nuevo Eppendorf. Se
precipit6 el ADN con 2,5-3 volimenes de etanol absoluto, y se centrifugé nuevamente
durante 10 min a 13.000 rpm. El precipitado se lavé con 500 pul de etanol 70% y sec6 a
temperatura ambiente. Se resuspendié en 50 pl de buffer TE y traté con 3 pl de la
solucion de RNAsa durante 30 min a 37°C.

Soluciones:

Buffer TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM, pH 8.

Solucion de lisozima: 10 mg/ml de lisozima resuspendida en buffer SET.
Buffer SET: NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, Tris-HC1 20 mM, pH 7,5.

TEG: Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, glucosa 50 mM, pH 8.

Solucion de lisis: NaOH 0,2 N, SDS 1 %.

Acetato de potasio 3 M, pH 4,8.
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RNAsa libre de DNAsas (10 mg/ml de agua destilada).
TES: Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, Sacarosa 6,7 %.
Solucién 1: EDTA 250 mM pH 8 - Tris-HC1 50 mM pH 8.

Solucién de lisis: SDS 20 %, Tris-HCl 50 mM pH 8 - EDTA 20 mM pH 8.

Reaccion de digestion de ADN con enzimas de restriccion y reaccién de ligado
de fragmentos de ADN (Sambrook y col., 1989).

Digestion con Enzimas de Restriccion
Los cortes con las enzimas de restriccion se realizaron utilizando la mezcla de trabajo

descripta en la Tabla 19 .

Tabla 19. Mezcla de trabajo para digestiéon con enzimas de restriccion

Mezcla de Trabajo Cantidad Concentracién Final
Agua destilada c.s.p.20 pl

Buffer de la enzima (10 X) 2ul 1X

ADN cs.p.2ug 0.2ug/ ul
Albtimina sérica bovina (BSA)* 2ul 1X

Enzima de restriccion (10 U**/uL) | 0,5-1 pl 0,5-1U**/ ul
*cuando sea necesario. V=20 pul

**U (unidad): se define como la cantidad de enzima requerida para digerir 1 ug de ADNAen
1 h a 37 °C en un volumen total de reaccién de 50 pl.
Incubar a la temperatura correspondiente a la enzima durante 2 h.

Reaccién de Ligado
En la Tabla 20, se describe la mezcla de trabajo utilizada en la reaccién de ligado.

Tabla 20. Mezcla de trabajo para la reaccién de ligado
Mezcla de Trabajo Cantidad Concentracién Final
Agua destilada c.s.p. 20 ul
Buffer 10 X 2ul 1X
Vector 200 ng
Inserto 40 ng
T4 DNA Ligasa 0,2-2U
V£: 20 pl

Incubar a 14 °C durante 16 h.
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PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa
La mezcla de reaccion para realizar las reacciones de PCR fue la siguiente:

Tabla 21. Mezcla de trabajo para una reacciéon PCR

Mezcla de Trabajo Cantidad Concentracion final
H>O 13,8 ul

dNTPs (2,5 mM) 1ul 0,1mMc/u
MgClz (25 mM) 1,5l 1,5 mM
ADN 1ul 1-10 ng/ul
Cebador 1 (10 uM) 2,5 ul 1uM
Cebador 2 (10 uM) 2,5 ul 1uM

Buffer (10 X) 2,5 ul 1X

Taq (o Pfu) DNA 0,2 ul 2,5U/100 pl
Polimerasa

Vi =25uL

Ciclos y condiciones de la reaccion:

94°C 5 min
94°C 1 min
64°C 1 min Ung |

72°C 1 min 30 seg

72°C 5 min
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Tabla 22. Secuencias nucleotidicas y Tm de los cebadores utilizados en este trabajo y

tamarfio de los amplicones esperados

Cebador Secuencia 5’3’ Tm (°C) | Tamafo del
fragmento
(pb)
#1-f AGGAAAGAAGGGCTAGTAGTGGCA 66,9 900
#2-r AGATTGTAACCTTGGCAGGTGGGT 69,2
#3-f AGGCCTTATAACGTTGAACCCACG 69,3 1200
#4-r CAATGCAGCTACGCCACAATCCAT 72,4
#5-f ATTGAAGGGCTTGAGCGAAAGCGA 72 1200
#6-r GGGCGAGGTGCCAAGCTAAATTAT 70,2
Tx-47-101-f GCATTGCCTTGAGACCTAGT 60,9 951
Tx-47-101-r GTCGAATCTGGAACTCATACCC 63,5
Tx-101-123-£ TGCAAAGGTGTTGTGAAGAAAG 64,0 781
Tx-101-123-r CTGGGTTTGGCATCATAGGT 63,6
Tx-123-88-f CCTATGATGCCAAACCCAGTTA 64,06 491
Tx-123-88-r GGTGTTGCCTGTCTTTCTATGA 63,0
Tx-88-23-f CCAAGGTAGATGGTCGTTGAATA 63,7 881
Tx-88-23-r TCTCGGAGAATCGCAAACTAAA 64,7
Pg-118-84-f CGGTGGTATGGCAGGAAATA 64,5 385
Pg-118-84-r CCCAACCGCAACTAACAATAAC 64,0
Pg-84-111-f CGATTCGTTATTGCTGGTTATG 63,0 434
Pg-84-111-r AGCTTGAATCGCCTTCGTT 63,8
Pg-111-53-f TCGGCGATCATTGAAGATTT 64,4 420
Pg-111-53-r AATTGGGCCTACCAACTGTG 63,6
RRta-f GGGGAATTCTCCCCACACATTAGGGTCT 76,5 983
RRta-r GGGAGAT CTCGCAGCAGTGTCGCTTTGCC 81,7
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 45
GTGx5 GTGGTGGTGGTGGTG 57,2
o/B-f CCACCACCAATTGTTGCCTGTAA 69,5 152
o/B-r TGCTGCATATGGTCATGCACAAGC 72,9
Inm-f TGCCATCCTAGGTTTGAAAGCCC 63,1 151
Inm-r TGAAATCTGAAGTCACTAACTATCCTGT 70,7
GyrB-f GGAGCATCCCTAACACTTCTTG 63,7 105
GyrB-r CGAAGCGGGTTACGTGTATATC 64,2
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Aislamiento y cuantificacién de ARN total

Extracciéon de ARN con macaloide

A partir de 35 ml de cultivo (se pesaron los pellets en balanza analitica), se
cosecharon las células y se resuspendieron en 500 pl de buffer TE frio. Luego se agrego:
0,6 g de perlas de vidrio 170 pl de macaloide, 500 pl de fenol:cloroformo, y 25 pl de SDS
al 20%. Las células se rompieron con disruptor con 10 ciclos de 1 min con intervalos de
1 min en hielo. Se centrifugé por 15 min, 12.000 rpm, a 4°C. Se observaron las tres capas
(de arriba hacia abajo): fase acuosa conteniendo ARN, macaloide, ADN y proteinas;
fase fenolica con proteinas; y las perlas de vidrio. Se trato la fase acuosa dos veces con
igual volumen de fenol:cloroformo y dos veces con igual volumen de
cloroformo:isoamilico, centrifugando las muestras durante 15 min, a 13000rpm para
separar las fases. Finalmente se agregé a la fase acuosa 0,1 volumen de acetato de sodio
3M (pH 5) y 3 volimenes de etanol 70% frio. Se mantuvo a -20°C toda la noche. Se
centrifugé 15 min a 13.000 rpm y se descart6 el sobrenadante. E1 ADN se lavé con
etanol 70% y se resuspendi6é en 20 pl de agua miliQ. El ARN total fue cuantificado
empleando el fluorémetro Qubit™ 2.0 (Invitrogen, USA) y el kit comercial de
cuantificacion de ARN Qubit™ RNA Assay Kit (Cat. N° Q32852 Invitrogen, USA).

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

La sintesis de ADN complementario (ADNc) de cadena simple se realizé
mediante transcripcion reversa en un termociclador My Cycler™ Thermal Cycler System
with Gradient Option (Bio-Rad Laboratories Inc.; Hercules, CA, Estados Unidos),
utilizando "0,5 pg totales de ARN purificado y el kit SuperScript®IIl First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen TM, Life Technologies Co.) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La sintesis de ADNCc se confirmé por PCR convencional. El
ADNCc obtenido se cuantificoé con un fluorémetro Qubit® 2.0 (InvitrogenTM, Life
Technologies Co.) utilizando el kit Qubit® ssDNA Assay Kit (InvitrogenTM, Life
Technologies Co.) y se conservé en alicuotas a -70 °C hasta su uso.

La transcripcion de los genes estructurales de la lactocina 705, del gen de
inmunidad, y del gen gyrB se evalu6 en todas las fases de crecimiento y a 30 y 39°C
utilizando la técnica RT-PCR con cebadores especificamente disefiados para este
ensayo (Tabla 22).
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PCR en tiempo real

Los niveles de transcripciéon de los genes de inmunidad y estructurales de la
lactocina Lac705 se analizaron mediante RTq-PCR a partir de muestras tomadas a las 6
h de crecimiento, a 30°C y 39°C. Para ello se disefiaron los cebadores especificos para
dichos genes y para un gen normalmente utilizado como gen normalizador gyrB. Los
cebadores se disefiaron (Sigma-Aldrich Co.) en base a la secuencia del genoma de la
cepa Lb. curvatus CRL 705 disponible en la base de datos (GeneBank®, National Center
for Biotechnology Information, National Institute for Health de Estados Unidos),
utilizando la herramienta PrimerQuest (Integrate DNA Tchnologies Inc.) disponible
online. Todos los pares de cebadores fueron disefiados para obtener fragmentos de
entre 100 y 200 pb y con temperaturas de melting (Tm) entre 60 y 72 °C. En la tabla 22 se
muestra la secuencia y la Tm de cada par de cebador y el tamafio de los fragmentos
que generan. La especificidad de cada par de cebadores se verific6 mediante PCR
convencional y visualizacién mediante electroforesis en gel de agarosa.

PCR cuantitativa acoplada a transcripcion reversa (RT-qPCR) para la
cuantificaciéon relativa de la expresion de los genes estructurales y de
inmunidad del sistema Lac705

Los ensayos de RT-qPCR se llevaron a cabo en un termociclador iQTMb5
Multicolor RealTime PCR Detection System iCycler (Bio-Rad Laboratories Inc.)
utilizando como moldes las muestras de ADNc obtenidas previamente. Los productos
de amplificacién se detectaron utilizando el fluoré6foro SYBR Green (contenido en el
kit iQTMSYBR®Green Supermix, Bio-Rad Laboratories Inc.). Este fluoréforo se une
especificamente al surco menor del ADN de doble cadena y emite fluorescencia. Cada
reaccion se realiz6é por duplicado en un volumen final de 20 pl conteniendo: 10 pl 1X
iQTM SYBR® Green Supermix, 200 nM (conc. final) de cada cebador y “30 ng totales de
ADNec. Las condiciones utilizadas fueron: 3 min a 95 °C y 40 ciclos de: 10 seg a 95 °C,
30 seg a 60 °C, seguidos de una curva de melting (81 ciclos de 10 seg a 55 °C). La curva
de melting de los productos obtenidos permite monitorear la cinética de disociacién de
los fragmentos amplificados y determinar si la fluorescencia emitida se origina
exclusivamente a partir de los fragmentos deseados o si proviene, ademas, de dimeros
de cebadores, en cuyo caso se debe disminuir la concentracion de los mismos. Se
realizaron controles positivos con ADN cromosémico, y controles negativos sin ADNc
(NTC, del inglés No Template Control). Para la interpretaciéon de los resultados de
expresion relativa de los genes a/P y de Inm en las diferentes condiciones con respecto
al gen normalizador se utiliz6 el método 2-4ACT (Schmittgen y Livak. 2008).
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Electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y col. 1989)

Se pes6 y fundio la concentracién requerida de agarosa (0.6-1 %) y volcé sobre
el soporte de la cuba de electroforesis para luego dejar solidificar. Las muestras fueron
depositadas en los pocillos y se aplicé el voltaje correspondiente (50-90 voltios). Se
emplearon cubas de electroforesis de BioRad (BioRad, Richmond, California, USA) y la
fuente de poder de Sigma (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA). La tincién de
los geles se realiz6 con una solucion del fluorescente GelRed™ (Biotium Inc.; Hayward,
CA, Estados Unidos) (dilucién 1/10.000). Para visualizar el ADN se utilizé6 un
transiluminador de luz UV (320 nm).

Colorante de frente de corrida electroforética

Buffer TAE 10X

Azul de bromofenol 0.25 %

Xilenocianol 0.25 %

Ficoll (tipo 400) 25 %

Mantener a temperatura ambiente

Soluciones:

Buffer TAE 1 X: Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1 mM, pH = 8,0.

Buffer de Siembra: 0,25% Azul de bromofenol, 15% Ficoll (type 400 Pharmacia) en

H-0.

Analisis Bioinformaticos

En el servidor de National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http:/ /www.ncbi.nhlm.nih.gov), se utilizaron los programas BLASTx y BLASTp, para
comparar nuestras secuencias con la base de datos del GenBank; y Blastn2Seq, para
realizar el andlisis comparativo entre dos secuencias. La busqueda de los genes
asociados a  bacteriocinas se  realiz6 con el programa  Bagel3
(http:/ /bagel.molgenrug.nl/index.php/bagel3). Para el alineamiento de secuencias de
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proteinas se utilizo el programa CLUSTALW.
(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Para graficar los pldsmidos,

operones, y para la transcripciéon de las secuencias de ADN a proteinas se utiliz6 el
programa Geneious. Los cebadores utilizados para amplificar los genes fueron
disefiados utilizando el Programa Primer Quest
(https:/ /www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).

Determinacién de concentracion inhibitoria minima (CIM) (ISO 2008
modificado)

Se realiz6 la determinacién de la CIM de las cepas de Lb. curvatus a bacitracina
en microplaca (600 nm). Se ensayaron dos variantes como medios de cultivo: 1-
Mueller-Hinton (MH, 90%) + MRS (10%); se prepararon y autoclavaron cada uno de los
medios por separado. En el momento del ensayo, se mezclaron los medios en la
proporcién 90% y 10%, respectivamente; y 2-MRS.

Preparacién del Inéculo

Se realiz6 un pre-cultivo de la cepa en estudio. Se estri6 en MRS agar y se
incub6 a 30°C durante 48 h en anaerobiosis (jarra ¢/ Anaerogen, Oxoid). Se picaron las
colonias y se resuspendi6 en tubo con 5 ml de solucién fisioldgica estéril hasta turbidez
equivalente al 1 por McFarland (DOg2snm=0.16-0.2 = 3x108 UFC/ml). Se realiz6 dilucién
1/500 en medio de cultivo (MH+MRS o MRS = “Inéculo de trabajo”) (Debe ser
empleada dentro de los 30 min de preparada).

Preparacién del Antibiético (ATB)

Bacitracina (Fluka-11704). Potencia 70%. Se disuelve en HCl 0.05 N. Se prob¢ la
escala comprendida entre 512-1 ng/ml. Se preparé una Solucion Stock de 10240 pg/ml.
A partir de la cual se preparé la Solucién de Trabajo (ST) de 1024 pg/ml. Se prepararon
las diferentes concentraciones de ATB.

Ensayo de determinacién de CIM

Se cargaron en cada pocillo de microplaca: 50 ul de cada concentracién de ATB
+ 50 pl del “inéculo de trabajo”. Control Positivo (CP): 50 pl medio+ 50 pl inéculo de
trabajo (Control de crecimiento). Control Negativo (CN): 100 pl medio (Control de
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medio). La microplaca fue incubada en anaerobiosis (jarra c/Anaerogen) a 30°C
durante 48 h. La CIM fue determinada con lecturas a DOs0o nm.
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