UNIVERSIDAD DE OVIEDO

MASTER UNIVERSITARIO EN BIOTECNOLOGIA
ALIMENTARIA

“Estudio genémico de Lactobacillus
plantarum LL441 y caracterizacion del locus
de la plantaricina C”

TRABAJO FIN DE MASTER
POR

SARA SAEZ ORVIZ

Julio, 2016

) M=tA



o>

L AR ) Master en Biotecnologia Alimentaria M m
A0 WS 00
anol & Jann ;

CORTEETON0Y T Universidad de Oviedo
PROFESOR TUTOR:

Dr. D. Baltasar Mayo Pérez, Instituto de Productos Lacteos de Asturias -

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IPLA-CSIC).
PROFESOR COTUTOR:

Dra. Dila. Ana Belén Flérez Garcia, Instituto de Productos Léacteos de

Asturias - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IPLA-CSIC).
CERTIFICA:

Que Dfia. Sara Saez Orviz ha realizado bajo nuestra direccion el Trabajo
Fin de Master al que corresponde la presente memoria en el contexto de los
estudios del Master Universitario en Biotecnologia Alimentaria, 102

promocién curso 2015-2016.

Villaviciosa, 7 de julio 2016

Manuel Rendueles de la Vega

Coordinador del Master en Biotecnologia Alimentaria



Quisiera agradecer, en primer lugar, el trabajo realizado por mi tutor, el Dr.
Baltasar Mayo Pérez y mi cotutora, la Dra. Ana Belén Florez Garcia. Sus
conocimientos, orientaciones, persistencia, paciencia y motivacion, asi como su apoyo
y confianza, han sido fundamentales, tanto a la hora de llevar a cabo este proyecto
como en la redaccion del mismo. Ambos me han infundido sentido de la
responsabilidad y rigor académico, sin los cuales no podria tener una formacion

académica completa.

Agradezco también la ayuda brindada por el resto del Grupo de Cultivos
Lacteos Funcionales, formado por las doctorandas Lucia Guadamuro Garcia, Lucia
Vazquez Iglesias y la ayudante de investigacion Irene Ordofiez. Gracias por ayudarme
y hacerme amenas tantas horas pasadas en el laboratorio, asi como los imprescindibles

descansos del mediodia a la hora del café.

También quiero agradecer al resto del equipo que conforma el IPLA por haber
generado un ambiente de trabajo comodo, ademas de haber ayudado en todo lo que

fuera posible.

A mi familia, en especial a mis padres, por ser mi apoyo constante e

incondicional en todas las decisiones que he tomado a lo largo de mi vida.

A mi padre, por transmitirme su espiritu de trabajo y por sacrificar su tiempo

ayudandome dia a dia, haciéndome grata cada travesia.

A mi madre, por animarme siempre a seguir adelante y a encontrar la luz al

final del camino en los numerosos momentos de dificultad.

No hay palabras suficientes para agradeceros todo lo que habéis hecho, hacéis

y, Sé que haréis por mi.



A mis tres extraordinarios abuelos, por ser grandes consejeros y transmisores
de historia. A pesar de todos los momentos dificiles vividos a lo largo de este afio,
deseo de corazdn que lo que resta esté lleno de alegrias y satisfacciones. Muchas

gracias por permitirme compartir otro logro académico con vosotros.

A mis amigos, los que estan cerca y los que estan lejos. Gracias por haberme
apoyado, entendido y animado, especialmente durante este afio y a lo largo de toda mi

vida académica.

A mis comparieros del méaster en Biotecnologia Alimentaria, por haber hecho

que este afio intenso haya sido entretenido y agradable.

Y, por ultimo, a todas aquellas personas que de un modo u otro colaboraron en

la realizacion de este trabajo.

Muchas gracias a todos por vuestra ayuda, tiempo y dedicacion.



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABLAS

1. INTRODUCCION

CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

2.1. Fundamentos tedricos
2.1.1.  Las bacteriocinas
2.1.2.  Los lantibioticos
2.1.3.  Las bacterias del &cido lactico
2.1.4. Bacteriocinas producidas por las bacterias del acido lactico
2.1.5. Aplicaciones alimentarias de las bacteriocinas producidas por
las bacterias del &cido lactico

2.2. Antecedentes

2.3. Fundamentos experimentales

&) MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo
3.2. Deteccion de la actividad inhibitoria de la plantaricina C

3.3. Efecto de las proteasas sobre la actividad antimicrobiana
3.3.1.  Ensayo de difusién en placa
3.3.2.  Ensayo de difusion en placa tras co-incubacion proteasa-bacteriocina

3.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Vi

17

19

21

29

29

30
30
30

31



3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Extraccion de ADN total
Extraccién de ADN plasmidico
Analisis bioinformatico

Southern Blot

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

Actividad inhibitoria de la plantaricina C

Efecto de las proteasas sobre la actividad antimicrobiana.

Estudio de la resistencia a antibidticos de L. plantarum LL441
Caracterizacion del locus de la plantaricina C

Optimizacion de la extraccién de ADN plasmidico de L. plantarum LL441

Localizacion cromosomica de la plantaricina C

S. CONCLUSIONES

6. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

7. BIBLIOGRAFIA

8. APENDICES

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Apéndice 1
Apéndice 2
Apéndice 3
Apéndice 4

Apéndice 5

32

33

34

34

36

37

38

41

43

45

48

51

53

56

63

64

66

67

69

70



La fermentacion es una forma simple, barata y segura de conservar los alimentos,
ademas, de conseguir mejorar las caracteristicas nutritivas y sensoriales de los mismos.
Las bacterias del acido lactico (BAL) se emplean habitualmente para llevar a cabo estas
fermentaciones. En la actualidad, existe una demanda creciente de la sociedad por
productos menos procesados y mas naturales. De este modo, surge la bioconservacion,
en la cual se emplean conservantes de origen natural como las bacteriocinas. Sus
caracteristicas fisicas y quimicas hacen que las bacteriocinas sean unos de los aditivos
naturales que puedan sustituir en un futuro a los conservantes quimicos.

La microbiota presente en productos fermentados en los que no se emplean cultivos
iniciadores comerciales presenta una gran variabilidad de cepas. En este contexto, se
encontro en el queso de Cabrales, una cepa bacteriana, LL441, que se identific6 como
Lactobacillus plantarum. La cepa LL441 produce una bacteriocina, a la que se
denomind plantaricina C. Esta bacteriocina pertenece al grupo de los lantibidticos y
presenta un amplio espectro de actividad contra otras bacterias Gram-positivas.

El objetivo principal de este trabajo consistio en analizar el locus de la plantaricina C
y determinar su localizacion genémica. Para asegurarnos de que trabajadbamos con la
cepa productora, se comprobaron de nuevo las diversas caracteristicas fenotipicas de
L. plantarum LL441 y las propiedades bioquimicas de la plantaricina C.

La plantaricina C tiene naturaleza proteica y su actividad es muy sensible a la
digestion con proteasas. Es resistente a un cierto rango de temperaturas (al menos hasta
55°C) y tolera bien los cambios de pH (acido y neutro). La cepa L. plantarum LL441
productora de la bacteriocina es susceptible a todos los antibidticos que se han ensayado
y en su genoma no se han encontrado secuencias de resistencia a antibiéticos, lo que
permite su uso en la industria alimentaria sin riesgo a una transferencia horizontal de
resistencias hacia otros microorganismos. El gen estructural de la plantaricina C se
localiz6 en un “conting” de unas 18 kpb. El gen se agrupa con otros involucrados en su
maduracion y exportacion formando una estructura de operon. La maduracion implica
una serie de modificaciones post-traduccionales caracteristicas de los lantibidticos y es
llevada a cabo por una larga proteina denominada LanM. Tras el gen lanM aparecen
cuatro componentes de transportadores de tipo ABC que previsiblemente estan
implicados en la secrecién y la inmunidad a la bacteriocina. Mediante experimentos de
hibridacion determinamos que el oper6n de la plantaricina C se encuentra codificado en
un plasmido de los varios que contiene L. plantarum LL441.

Como futuras lineas de investigacion con la bacteriocina proponemos conseguir
descifrar la estructura del plasmido en que esta codificada y conocer con mas detalle las
regiones que contiene y sus funciones.



Fermentation is a simple, cheap and safe way to preserve food. This technique can
also improve the nutritive and sensorial properties of food. Lactic acid bacteria (LAB)
are one of the usual bacteria carrying out these fermentations. Currently, the society is
demanding less processed and more natural products. Biopreservation allows the use of
natural preservatives like bacteriocins. The physical and chemical characteristics of
bacteriocins make them ideal natural preservatives that could replace chemical
preservatives in the future.

The microbiota of fermented products without commercial starter cultures presents a
great variability of different species and strains. A bacterial strain, LL441, was found
among the dominant microbiota of a Cabrales cheese. It was classified as belonging to
the Lactobacillus plantarum species. LL441 was shown to be capable of producing a
bacteriocin (plantaricin C). This bacteriocin belongs to the group of lantibiotics and has
a broad spectrum of activity against Gram-positive bacteria.

The main objective of this study was to analyse the locus of the plantaricin C and to
determine its genomic location. To ensure that we were working with the plantaricin C
producing strain, several phenotypic characteristics of L. plantarum LL441 and the
biochemical properties of plantaricin C were tested again.

Plantaricin C has a proteinaceous nature and it is very sensitive to proteolytic
degradation within its globular structure. It can resist to a wide range of temperatures (at
least up to 55°C) and it also tolerates changes in pH (from acidic and neutral). The L.
plantarum LL441 strain is susceptible to all antibiotics tested. Further, genome analysis
did not reveal identification of antibiotic resistance genes, allowing its use in the food
industry without risk of horizontal transfer to other microorganisms. The structural gene
encoding the plantaricin C was located in a conting of about 18 kbp. The gene is
grouped with others involved in maturation and export of the bacteriocin constituting an
operon-like structure. Maturation of plantaricin C involves a series of post-translational
modifications characteristic of the lantibiotics, which are carried out by a long enzyme,
LanM. Downstream of the lanM gene, several components of ABC transporters appear
that are probably involved in secretion and immunity. Hybridization experiments
proved the plantaricin C operon was encoded in one of the numerous plasmids that
L. plantarum LL441 harbour.

As a future research in this line, we proposed to investigate the structure of this
plasmid and analysis of the functions of the different open reading frames it encodes.
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Introduccion Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

La fermentacion constituye uno de los procedimientos de conservacion mas antiguos
y es una fuente inagotable de nuevos productos. Tradicionalmente, los procesos
fermentativos se han llevado a cabo por medio de métodos empiricos que, a lo largo de
los afios, se han ido sustituyendo por procedimientos biotecnologicos cuidadosamente
controlados. La fermentacion es un proceso catabolico por el cual un compuesto se
oxida de forma incompleta generando otros compuestos quimicos, tales como el &cido
lactico, el etanol, el &cido acético o el acido butirico. Las transformaciones llevadas a
cabo durante la fermentacion modifican el sabor, aroma y textura de los alimentos,
mejorando sus propiedades organolépticas y reoldgicas. Por otro lado, durante el
proceso fermentativo también se produce la liberacién de vitaminas, aminoécidos y
acidos grasos de cadena corta [1], viéndose incrementada asi la funcionalidad y el valor

nutricional de las materias primas utilizadas.

La fermentacidn es una forma simple, barata y segura de conservar los alimentos.
Esta se puede realizar de forma espontanea por la accién de los microorganismos que se
encuentran de manera natural en los alimentos crudos [2], o bien, mediante la adicion
deliberada de cultivos iniciadores formados por una seleccion de microorganismos bien
definidos. La fermentacion espontanea suele aportar al producto final propiedades
organolépticas caracteristicas, pero esta no solo complica la reproducibilidad del
proceso sino que también supone un riesgo mayor de contaminacion. Sin embargo, el
empleo de cultivos iniciadores permite la estandarizacion de los productos finales y un
buen control de todo el proceso [3].

Las bacterias del &cido lactico (BAL) son los microorganismos més ampliamente
utilizados en las fermentaciones alimentarias. Estos microorganismos tienen la
capacidad de convertir los azlcares que se encuentran en los alimentos en acidos
organicos. Ademas, durante su actividad se consigue una bajada del pH del alimento, lo
que contribuye a alargar la vida Util de los productos fermentados en comparacion con
la de las materias primas [4]. Actualmente, varias cepas de BAL son responsables de las
fermentaciones lacticas (para la obtencion de productos como el yogur y el queso), la
fermentacion alcohdlica (con la que se obtiene el vino), y también en la produccion de
fermentados carnicos y vegetales (como los embutidos y aceitunas) [1].

En la actualidad, existe una demanda creciente de la sociedad por una mayor

seguridad de los alimentos que se consumen, pero ademas los consumidores exigen
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Introduccion Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

también productos menos procesados, mas naturales y con altos valores de
conservacion, calidad e inocuidad. Con el fin de satisfacer estas exigencias, las
industrias alimentarias, ademéas de controlar la higiene durante todo el proceso de
produccién, también buscan nuevos métodos de conservacion para evitar la posible
transmision de enfermedades y la contaminacién de los productos por factores

accidentales [5].

La conservacion de los alimentos en condiciones adecuadas para el consumo, se
puede conseguir mediante procesos tecnoldgicos como la esterilizacion térmica, el
secado y la congelacion. Ademas, también se pueden conservar los productos
alimentarios por medio del uso de aditivos, que al inhibir el crecimiento de ciertos
microorganismos, impiden o retrasan la alteracion de los mismos [6]. El reglamento
(CE) n° 1333/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo de la Unidn Europea, define
aditivo alimentario como toda sustancia que no se emplea como alimento ni como
ingrediente del mismo y que se afiade intencionadamente a este con un propdsito
tecnoldgico, haciendo que el aditivo o sus subproductos se conviertan, directa o
indirectamente, en un componente del alimento [7]. Los aditivos alimentaros cumplen
funciones diversas y por ello se pueden agrupar en diferentes categorias: espesantes,
gelificantes, estabilizadores, colorantes, edulcorantes, aromas y sabores, antioxidantes y

conservantes, entre otros [6].

En la industria alimentaria se emplea una gran cantidad de conservantes quimicos
como el &cido benzoico, el acido sérbico, el anhidrido sulfuroso, los nitritos y nitratos,
etc. El inconveniente en la utilizacién de algunos de estos compuestos es que su
inocuidad en algunos casos no esta universalmente admitida; incluso a algunos de ellos
se les asocia con graves enfermedades. Alternativamente, existen conservantes
alimentarios de origen bioldgico, como los acidos organicos y otros compuestos
metabolicos producidos durante la fermentacion (acido lactico, &cido acético, H,O,,
etc.), las bacteriocinas, los bacteriéfagos, etc. [6]. EI uso de microorganismos y/o sus

metabolitos como conservantes se conoce con el nombre de bioconservacion [8].

La bioconservacion permite alargar la vida util y la inocuidad de los alimentos
mediante el empleo de microorganismos reconocidos como seguros por las autoridades
europeas y americanas, y/o de sus metabolitos con el objetivo de inhibir el desarrollo de

microorganismos alterantes y patdgenos en los alimentos [9]. La finalidad es obtener

3
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Introduccion Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

alimentos con Optimas condiciones higiénico-sanitarias y que tengan un menor

procesamiento; lo que los consumidores perciben como “mas natural”.

Algunas cepas de BAL que se emplean habitualmente en las fermentaciones son
capaces de inhibir el crecimiento de otras especies debido a la produccién de ciertos
compuestos denominados bacteriocinas. Se trata de proteinas o péptidos con efecto
bacteriostatico o bactericida que inhiben otras especies bacterianas. Las bacteriocinas
producidas por los propios cultivos iniciadores que se emplean en las fermentaciones
industriales pueden utilizarse para mejorar la seguridad y la calidad de los productos

fermentados, actuando como conservantes de caracter natural [6].

Una de las bacteriocinas méas conocidas es la nisina (E-234), producida por cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis cuyo empleo como aditivo estd autorizado para la
conservacion de productos lacteos. Se ha comprobado que la nisina es eficaz frente a
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes [10]. Las
posibilidades del uso de la nisina como conservante natural no se restringen solo a los
productos lacteos como los quesos, sino que también se ha empleado, aunque en menor
medida, en la industria carnica y tiene futuro en la industria cervecera por ser capaz de
inhibir otras bacterias Gram-positivas que deterioran el producto durante o tras la
fermentacion debido a la produccidon de sabores, aromas o texturas indeseables [6].

Ademas, algunas bacteriocinas presentan una serie de caracteristicas que las hacen
idoneas para su uso en la industria alimentaria como la resistencia a tratamientos
térmicos, la facil difusion en cualquier alimento y el hecho de que sean degradadas por
los enzimas digestivos, haciéndolas inocuas para el hombre. Por todo ello, es posible,
que en un futuro, algunos aditivos quimicos puedan ser sustituidos por bacteriocinas.
Por tanto, se hace necesario una mejor caracterizacion de la actividad de las
bacteriocinas en los alimentos, ya que su funcién esta influenciada por diferentes
factores como la composicion de los propios alimentos, la interaccion con sus
componentes, la estabilidad de la bacteriocina a diferentes condiciones de pH,
temperatura, humedad, etc. [6]. Ademas, es importante identificar las bacteriocinas que
puedan ejercer mayores efectos conservadores en los distintos tipos de alimentos, ya

gue cada una de ellas tiene unas condiciones de actividad 6ptimas.

En estudios previos, tipificando la variedad microbioldgica que se encuentra en

productos lacteos que fermentan de forma natural, se aislé una cepa productora de una
4
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Introduccion Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

bacteriocina en el queso de Cabrales, LL441. La cepa se identific6 como Lactobacillus
plantarum y a su bacteriocina se la denominé plantaricina C [11]. Para que la
bacteriocina se pueda emplear de manera racional como agente conservante, es
necesario realizar una caracterizacion mas completa para conocer mas detalles sobre sus
propiedades genéticas y bioquimicas, incluyendo aspectos de estructura, espectro de
inhibicion, estabilidad, funcionamiento, etc. En trabajos previos, la plantaricina C ya se
habia purificado y se habian estudiado diversos aspectos de la actividad inhibidora de la
plantaricina C, incluyendo espectro de actividad [11], modo de accion [12] y estructura
[13]. Se han estudiado también los parametros que influyen en la sintesis de la
bacteriocina por la cepa productora [14], lo que resulta muy importante para maximizar
su produccion durante las fermentaciones y/o para su empleo como aditivo alimentario.
Sin embargo, en cuanto a la genética de la bacteriocina no habiamos sido capaces de
aislar y caracterizar el gen estructural, ni sabiamos nada sobre su localizacion genémica

(cromosémica, plasmidica, etc.).

Por ello, y teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos

propusimos los siguientes objetivos:

Secuenciacion genomica de la cepa L. plantarum LL441.

Caracterizacion de la region codificadora de la plantaricina C y sus

regiones adyacentes.

Localizacion cromosémica del locus de la plantaricina C.
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2.1. Fundamentos tedricos

2.1.1. Las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos competidores y, por tanto, tienen gran potencial
para ser utilizados de manera alternativa o combinada con los antimicrobianos

convencionales [15].

En 1925 se describieron los primeros compuestos con actividad antimicrobiana
producidos por una bacteria Gram-negativa, en concreto, Escherichia coli. A estas
sustancias se les dio el nombre de colicinas. Se trata de un grupo diverso de proteinas
que destruyen a bacterias relacionadas filogenéticamente mediante diversos
mecanismos, tales como la inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana, cambios en la
permeabilidad de la membrana celular o la inhibicion de la actividad de enzimas
celulares (RNasa, DNasa, etc.) [16]. Estudios posteriores, demostraron que las colicinas
no se producian exclusivamente en E. coli ni en bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Por ello, en 1952 Jacob y colaboradores [17] propusieron el
nombre de bacteriocina, para referirse a aquellas proteinas con actividad antibacteriana

y de gran especifidad [18].

En la actualidad, sabemos que las bacteriocinas constituyen un grupo heterogéneo de
péptidos de diferentes tamafios y con diversas estructuras, modos de accion y espectro
antimicrobiano y se producen por cepas de la mayor parte de grupos y especies
bacterianas [19]. Estas sustancias frecuentemente actlan frente a bacterias con las que
estan mas estrechamente relacionadas, aunque, en estudios recientes, algunas de ellas se
ha visto que pueden actuar frente a otras especies bacterianas, hongos e incluso, algunos

parasitos [20].
- Clasificacioén de las bacteriocinas

Las bacteriocinas se clasifican, atendiendo a su tamafio molecular, propiedades
fisico-quimicas, presencia de aminoacidos modificados y modo de accion, en cinco
grupos o clases (clase I, II, Ill, IV y V) [21]. La mayor parte de las bacteriocinas

descritas hasta el momento estan incluidas en las clases | y II.
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Las bacteriocinas que pertenecen a la clase | se conocen con el nombre de
lantibidticos. Dentro de este grupo se incluyen bacteriocinas termoestables formadas por
uno o dos péptidos de pequefio tamafio molecular (< 5 kDa) [22]. Las bacteriocinas de
este grupo contienen aminoacidos poco comunes como la lantionina, la f-metilantionina
y la dihidroalanina, las cuales se forman debido a modificaciones posteriores al proceso

de traduccion [23]. Dentro del grupo de los lantibioticos, el méas conocido es la nisina.

La clase Il engloba péptidos pequefios (< 10 kDa), termoestables y no modificados
post-traduccionalmente, con un alto contenido en aminoacidos poco voluminosos (como

glicina y alanina) [24]. Este grupo se subdivide a su vez en tres subclases:

° La clase lla esta compuesta por bacteriocinas con una alta especificidad contra L.
monocytogenes. Suele ser habitual que estas bacteriocinas tengan de 37 a 48
residuos aminoacidicos, con una regién N-terminal en conformacion de lamina beta
plegada y una region C-terminal que contiene una o dos hélices alfa [25]. La clase
Ila también recibe el nombre de pediocinas, ya que la pediocina PA-1 fue el primer
miembro que se descubrié. Hasta el momento, hay mas de 30 bacteriocinas que
pertenecen a esta familia [16].

° La clase llIb est4d formada por bacteriocinas cuya actividad depende de la accion
complementaria y sinérgica de dos péptidos [16]. Normalmente, los genes se
encuentran localizados en el mismo operon y se expresan de forma simultanea.
Dentro de este grupo se encuentran bacteriocinas como la lactococina F o la
plantaricina S [24].

° Laclase llc suele incluir bacteriocinas sin aminoacidos modificados que no encajan
bien en las dos clases anteriores, como la lactococina A, la enterocina P o la
lactococina 972 [26].

Las bacteriocinas que pertenecen a la clase 11 son termolabiles, tienen un tamafio
mayor que las de las otras clases (> 30 kDa), carecen de aminoacidos modificados y
tienen una estructura proteica compleja. Dentro de este grupo se encuentra la helveticina
J. Estas bacteriocinas han sido poco estudiadas y son las que despiertan un menor

interés en la industria alimentaria [24].

Dentro de la clase 1V se encuentran aquellas bacteriocinas que requieren de lipidos o
carbohidratos para ser activas. Pertenecen a esta clase las bacteriocinas leuconocina S y

lactocina 27.
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Finalmente, en la clase V se encuentran las bacteriocinas que tienen estructura
circular y que no estan modificadas post-traduccionalmente, como la enterocina AS-48
[24].

- Modo de accioén de las bacteriocinas

La mayoria de las bacteriocinas inhiben a las bacterias sensibles a través de la
formacion de poros en la membrana celular, disipando la fuerza motriz de protones. De
manera general, cuando las bacteriocinas entran en contacto con la membrana de las
bacterias sensibles, su extremo N-terminal con estructura de lamina beta plegada se une
a la superficie celular, mientras que el extremo C-terminal, mas hidrofébico y con

estructura de alfa hélice penetra en el interior de la membrana.

Los mecanismos de accion de las bacteriocinas méas estudiados y mejor

caracterizados son los de las adscritas a las clases I, 1lb y 11 (Figura 1).

Class Il Class | Bacteriolysins
(Sakacin) (Misiny (Lysostaphin)

Cell wall

WWWWWA 11
PECTrTrrrerrifeerreTT.
FTUErIree L1111’ 1

Figura 1: modo de accion habitual de las bacteriocinas en funcién de la clase a la que pertenecen [21].
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En general, las bacteriocinas de la clase I muestran un modo dual de accién, al tener
la habilidad de unirse al lipido Il. Debido a esta union, la muerte de la célula se puede
deber a dos procesos diferentes: debido a un blogueo de la sintesis de la pared celular o

a la rapida formacion de poros en la membrana.

En el caso de las bacteriocinas de la clase Ilb, los dos péptidos que forman la
bacteriocina forman una estructura de hélice-hélice que penetra en el interior de las
membranas celulares. La naturaleza anfifilica de estas bacteriocinas facilita su insercion
en la membrana de los microorganismos sensibles, causando su despolarizacion y la

muerte celular [23].

Las bacteriocinas de clase 111, como la lisostafina pueden actuar directamente en la
pared celular de las células Gram-positivas, provocando la muerte y la lisis de las

células diana [21].
2.1.2. Los lantibioticos

Los lantibidticos se definen como bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (< 5
kDa), termoestables y con modificaciones post-traduccionales, que dan lugar a los
aminoacidos con enlaces tioéter lantionina (Lan) y p-metilantionina (MeLan).
Inicialmente, se creia que el conjunto de los lantibio6ticos estaba formado por un grupo
pequefio de péptidos con una actividad bioldgica limitada. Sin embargo, cada vez se
incluyen méas bacteriocinas en este grupo que presentan actividades bioldgicas de
amplio espectro. En relacion con otras bacteriocinas, los lantibi6ticos tienen una

bioquimica, regulacion genética, funciones bioldgicas y potencial unico [25].

De manera general, los lantibi6ticos contienen de 19 a 38 aminoacidos que sufren
numerosas modificaciones post-traduccionales. Debido a estas modificaciones, los
lantibioticos se codifican inicialmente como prepéptidos. La primera modificacion que
se produce es la deshidratacion de residuos de serina y treonina en su extremo C-
terminal, lo que da lugar a los aminoacidos modificados 2,3-didehidroalanina (Dha) y
Z-2,3-didehidrobutirina (Dhb), respectivamente. A través de la reaccion entre el grupo
tiol de las cisteinas con los residuos Dha y Dhb se forman los aminoacidos modificados
Lan y MeLan, respectivamente (Figura 2) [25]. Como consecuencia de estas reacciones,
los lantibioticos estan formados por estructuras policiclicas conteniendo en su estructura
anillos de Lan [27].

10
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Figura 2: mecanismo general de formacion de Lan y MelLan a través de las modificaciones post-
traduccionales [27].

A pesar de las modificaciones de la secuencia, los lantibidticos no son funcionales
hasta que se libera la secuencia lider [25]. Estas secuencias contienen de 23 a 59
aminoacidos [28]. La secuencia lider puede ser necesaria para la secrecion y la
maduracion completa de la bacteriocina. Para aquellos lantibiéticos que son procesados
extracelularmente, la secuencia lider puede prevenir la activacion de la bacteriocina

antes de que esta se encuentre fuera de la célula [25].

En la actualidad, se conocen mas de 50 lantibidticos aislados de bacterias Gram-
positivas. Atendiendo a las diferencias que aparecen en las secuencias de péptido lider,
la estructura del operdn biosintético, la funcion y la estructura del lantibi6tico una vez
maduro, los lantibidticos se clasifican en dos categorias diferentes: de tipo A y de tipo B
[28].

Los lantibioticos de tipo A se caracterizan por ser péptidos flexibles que estan
cargados de forma positiva [29]. A su vez, los lantibioticos de tipo A se dividen en dos

subcategorias (Figura 3).

11
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Nisin A

& @3

Didehydroalanine Lanthionine
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Figura 3: la nisina A es un lantibiético de tipo A-1, con una estructura bastante lineal. La lacticina 481 es un lantibidtico
de tipo A-11 y en su estructura se observan dos regiones diferenciadas, una cola lineal y una region globular [27].

En los lantibi6ticos de tipo A-l, los aminoacidos modificados Lan y MelLan se

forman por la accion de dos enzimas diferentes: LanB, que deshidrata los residuos de
treonina y serina, y LanC, que media los procesos de unién y ciclacion. La estructura
madura final de estos lantibidticos es mas lineal que los del tipo A-Il. Dentro de los
lantibioticos de tipo A-I se encuentran las nisinas A 'y Z, ambas producidas por L. lactis
subsp. lactis y que difieren en un solo aminoacido, asi como la subtilina y la

epidermina, entre otros.

Los lantibioticos de tipo A-11, muestran dos regiones diferenciadas (cola y anillo) y
los aminoécidos modificados se forman por la accion de una Gnica enzima (LanM). Esta
enzima presenta conjuntamente las actividades de deshidratacién y ciclacion. A pesar de
que los exportadores de ambos tipos de lantibidticos A son diferentes, ambos se
designan bajo el nombre de LanT. Dentro de los lantibioticos de tipo A-Il se encuentra
la lacticina 481, la citolisina y la salivaracina A [25].

Los lantibioticos de tipo B son mas globulares y compactos en toda su estructura
[28]. Como ejemplos de lantibidticos de este tipo se encuentran la cinamicina y la
mersacidina.

12
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- Organizacion génica del operdn de los lantibioticos

Los genes que codifican para componentes involucrados en la biosintesis, regulacion
e inmunidad de los lantibidticos se encuentran de forma habitual organizados en
clusters en los microorganismos productores (Figura 4).

N T > B

nisA nisB nisT nisC nisl nisP nisR nisK nisF nisE nisG
Subtilin — I:ll: - ‘ |:VN|:,\> EC--
spaB spaT  spaC spaA spal spaF spaG spaR spaK
P o) B C) —p>- )
pepT pepl pepA pepP pepB pepC
Lacticingg; I R > [T
IctA letM letT [ctF IctE  lctG
Crolysn E— >
cylAIA2 cylM coylT cylP cyll
Lactieinaner X 2(Cm ey > =)
ItnE  ItnF Itnl ItnR ItnA1A2  ItnMI ItnT ItnM?2 ItnD

Figura 4: representacion de los clusters de biosintesis y regulacion en algunos lantibidticos [27].

Los lantibioticos, al igual que el resto de las bacteriocinas, son sintetizados en el
ribosoma. Los genes se pueden encontrar en elementos transponibles por conjugacion
(como la nisina), en el cromosoma de la bacteria (como la subtilina) o en plasmidos
(como la lacticina 481) [28]. En muchos casos, el gen estructural (lanA) es el primer gen
dentro del operdn que incluye los genes de las enzimas que realizan las modificaciones
(lanB, lanC y lanM), asi como el transportador (lanT). Otros genes que estan
involucrados en la regulacion y en la inmunidad se pueden encontrar en el mismo

operon, aungue es Mas coman que se encuentren en operones proximos [25].

La biosintesis de los lantibidticos esta frecuentemente regulada como una respuesta
al estres; por ejemplo, cuando las células entran en el final de la fase exponencial de

crecimiento o al inicio de la fase estacionaria [25].
2.1.3. Las bacterias del acido lactico

Las BAL son un grupo microbiano taxonomicamente muy diverso, en el cual se

engloban microorganismos muy heterogéneos, tanto desde el punto de vista
13
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morfolégico como filogenético, pero con la produccion de &cido lactico como
caracteristica comun en todos ellos. Las BAL mas representativas se encuadran en los
géneros Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, y la
especie Streptococcus thermophilus (Figura 5) [30]. Dentro del grupo se incluyen
habitualmente los géneros Propionibacterium y Bifidobacterium pues comparten con

los anteriores habitats y aplicabilidad industrial.

Oenococcus

Streptococcus
Lactococcus
Enterococcus, Leuconostoc
Melissococcus, _
Tetragencoccus, Weissella
Vagococcus

Carnobacterium

Lactosphaera Lactobacillus

Aerococcus

Alloicoccus
Dolosigranulum

Propionibacterium

10%

Bifidobacterium

Figura 5: arbol filogenético basado en el analisis comparativo de las secuencias del gen ADN
ribosomal 16S. En él se recogen los principales grupos filogenéticos pertenecientes a las BAL [30].

Algunas de las caracteristicas generales de las bacterias pertenecientes a este grupo
es que son Gram-positivas, anaerobias estrictas 0 aerotolerantes, comunmente
inmoviles, no esporuladas ni pigmentadas, con forma cocoide o bacilar y con la facultad
de convertir los carbohidratos en acido lactico [31]. El acido lactico se puede producir
como unico producto final a partir de la degradacién de las hexosas, aunque también
pueden producirse metabolitos adicionales como acetato, etanol, CO,, formato o
succinato [32].

Se trata de un grupo muy exigente nutricionalmente y con una capacidad biosintética
limitada, requiriendo diversos factores de crecimiento, como aminodcidos, vitaminas y
14
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precursores de acidos nucleicos. Por ello, se encuentran en nichos ecoldgicos ricos en
nutrientes como la superficie de las plantas y el material vegetal en descomposicion, los
alimentos fermentados, la piel de los animales y las mucosas del tracto gastrointestinal

(TGI) y genitourinario de los vertebrados.

Las BAL se han utilizado durante miles de afios para la produccion de alimentos, ya
que desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion. Estas bacterias
constituyen una parte muy importante de nuestra dieta ya que poseen capacidades
metabolicas de gran importancia para la elaboracién y maduracion de alimentos
fermentados como queso, yogures, embutidos, etc. Asi pues, el hombre ha consumido
BAL a través de los productos fermentados desde tiempo inmemorial, por lo que se
considera que estas bacterias presentan una seguridad cualificada desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria (Qualified Presumption of Safety o QPS) (Agencia Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2007) [33] y GRAS (Generally Recognized As Safe,
Food and Drug Administration (FDA)).

Dentro del grupo de las BAL y del género Lactobacillus se encuentra la especie L.
plantarum. Se trata de una bacteria con forma bacilar (Figura 6) y anaerobia

aerotolerante, por lo que puede crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno.

L. plantarum se encuentra en nichos biolégicos muy variados, como material vegetal,
alimentos de origen vegetal y animal, en la saliva y en el TGI de los humanos. Esta
especie se usa comunmente en las fermentaciones alimentarias. Algunos ejemplos de
productos fermentados en los que se encuentra L. plantarum son queso, pepinillos,
aceitunas, chucrut, fermentados de pescado, embutidos y masas madre fermentadas
[34].

Se han realizado numerosas investigaciones con esta especie debido a su gran
capacidad de adaptacion y sus numerosas aplicaciones. L. plantarum puede sobrevivir al
pH bajo del estdmago y del duodeno, resistiendo a los efectos de la bilis y colonizando
temporalmente el tracto gastrointestinal. Motivo por el que algunas cepas de esta
especie se han empleado en el tratamiento del sindrome del intestino irritado y, ademas,
parecen tener efectos positivos en la reduccién del dolor y la distension abdominal [35].
Asimismo, se ha demostrado que L. plantarum puede mejorar la integridad de la barrera
intestinal, la actividad metabolica de las células intestinales y estimular la respuesta del

15
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sistema inmune [35]. Por todas estas razones, L. plantarum tiene un gran potencial

como probidtico.

Figura 6: imagen de microscopia electrénica de barrido
(MEB) de L. plantarum [36].

2.1.4. Bacteriocinas producidas por las bacterias del acido lactico

Las bacteriocinas pueden ser sintetizadas por una amplia variedad de cepas
bacterianas Gram-negativas o Gram-positivas. Sin embargo, las bacteriocinas
producidas por las BAL han sido de gran interés para la industria alimentaria ya que
tanto los microorganismos que se engloban en este grupo como sus productos
metabdlicos se consideran seguros para el consumo [15, 22]. Las bacteriocinas
producidas por diferentes cepas de BAL que intervienen en procesos alimentarios
pueden servir como barreras antimicrobianas (con efecto bacteriostatico o bacteriolitico)

reduciendo el nimero de microorganismos patdgenos en los alimentos.

La actividad de las bacteriocinas de las BAL se comenz6 a describir en 1928, cuando
se encontrd que ciertas cepas de Lactococcus que se empleaban en la fabricacion de
queso podian producir un efecto inhibitorio frente al crecimiento de otras BAL v,
ademés, podian inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas y nocivas para la
conservacion del queso. En 1933 se describi6 por primera vez una sustancia de
naturaleza peptidica con actividad antimicrobiana producida por cepas de la especie L.

lactis subsp. lactis; esta sustancia se denomino posteriormente nisina [22].

La mayor parte de las bacteriocinas producidas por las BAL son de naturaleza

cationica a pH neutro (debido a la presencia de residuos de lisina, arginina e histidina),
16
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tienen naturaleza hidrofobica (por estar formados por aminoécidos acidos como la
alanina, valina, leucina, metionina, etc.) y anfifilica, conteniendo globalmente de 20 a

60 residuos aminoacidicos.

Existe una gran variedad de bacteriocinas producidas por las BAL. Entre ellas se
encuentra la nisina, que pertenece al grupo de los lantibioticos. Es producida por cepas
de L. lactis subsp. lactis y es efectiva contra bacterias pertenecientes al género
Clostridium, Staphylococcus, Bacillus y Listeria [37]. La pediocina es una bacteriocina
producida por Pediococcus acidolactici que pertenece a la clase lla y presenta una alta
actividad contra Listeria monocytogenes [38]. Otras bacteriocinas de importancia son
las lactococcinas, pertenecientes a la clase 1lb y producidas por cepas de L. lactis subsp.
cremoris. Ademas, existen una gran variedad de plantaricinas, las cuales son

bacteriocinas producidas por diferentes cepas de L. plantarum [22].

2.1.5. Aplicaciones alimentarias de las bacteriocinas producidas por las

bacterias del acido lactico

Las bacteriocinas pueden emplearse tanto para la conservacion de alimentos como
para la inhibicion del crecimiento de microorganismos patdégenos [39]. Las
bacteriocinas tienen un gran potencial como bioconservante de numerosos productos.
Una de las formas mas habituales de empleo es la purificacion o semipurificacion de las
bacteriocinas para que sean afiadidas como ingredientes o aditivos directamente a los
alimentos, o bien, en los envases y recipientes que contienen los productos alimentarios
[40]. Otra forma de incorporar las bacteriocinas a los alimentos es a través de cultivos
productores de bacteriocinas, de manera que las bacteriocinas se producirian in situ
[40]. En este ultimo caso es dificil cuantificar la cantidad de bacteriocina producida ya
que las matrices de los alimentos son complejas [41]. Sin embargo, tiene la ventaja de
que no es necesario declararlas como aditivos. Las bacteriocinas producidas por las
BAL vy utilizadas en la industria alimentaria deben ser compatibles con los procesos
tecnoldgicos (pasteurizacion) y con las caracteristicas del producto final (pH, porcentaje

de grasa, etc.).

De todos los lantibioticos, el mas conocido es la nisina, que se descubri6 a principios
de los afios 20 y que estd compuesto por 34 residuos aminoacidicos. Fue aprobada en

1969 por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
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(FAO) y desde hace mas de 40 afios se ha convertido en la alternativa a los conservantes
quimicos convencionales. Esta incluida como bioconservante en la lista europea de
aditivos (E-234) y esta aprobada en méas de 50 paises [33].Algunos inconvenientes que
presenta la aplicacion de las bacteriocinas en la industria alimentaria son de caracter
legal, y por ello, muy pocas bacteriocinas han sido aprobadas oficialmente para su uso
en alimentacion [42]. Por tanto, es importante que se potencie la bdsqueda de nuevas
bacteriocinas, se analice su actividad y propiedades en alimentos y se corrobore su
inocuidad, para que en un futuro se apruebe un mayor nimero de bacteriocinas para su

uso a nivel industrial.
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2.2. Antecedentes

La microbiota presente en aquellos productos fermentados en los que no se emplean
cultivos iniciadores comerciales contiene una gran variabilidad de cepas [2]. Dentro de
este tipo de productos fermentados artesanales destacan los quesos. Los quesos
elaborados de manera tradicional en los que se utiliza leche cruda y no se afiaden
cultivos iniciadores pueden ser una fuente de BAL con caracteristicas
bacteriocinogénicas [12]. En estudios previos, se analizaron 120 cepas de BAL, todas
ellas procedentes de procesos en los que la fermentacion de los alimentos se producia de
manera espontanea sin el empleo de cultivos iniciadores. De todas las cepas analizadas,
75 pertenecian al género Lactobacillus y dentro de estas cepas, 9 pertenecian a la
especie L. plantarum. Todas estas cepas presentaban una actividad antimicrobiana
contra otras especies, siendo la actividad mas interesante la que se correspondia con la

cepa denominada L. plantarum LL441, aislada de queso de Cabrales [11].

Mediante el empleo de proteasas, se concluy6 que la actividad antimicrobiana de esta
cepa se debia a una bacteriocina, la cual se denominé plantaricina C [12]. Se determino
que la plantaricina C tenia un tamafio de 3,5 kDa y que tenia un amplio espectro contra
otras bacterias Gram-positivas, especialmente contra aquellas bacterias que estan
asociadas con la contaminacion del queso, como los géneros Clostridium,

Staphylococcus, Bacillus y Listeria [37].

La estructura secundaria y terciaria de la plantaricina C se determind empleando
técnicas como la degradacidén automatica de Edman y la resonancia magnética nuclear
[13], permitiendo la adscripcion de ésta a la clase |1 o grupo de los lantibidticos. Esta
formada por 27 aminoacidos, entre los cuales hay tres p-metilantioninas, una
dehidroalanina y cinco lantioninas [13]. La estructura de esta bacteriocina comprende
dos regiones diferenciadas: una region N-terminal lineal y una segunda region globular.
Su mecanismo de accion se basa en su insercion en la membrana citoplasmatica de los
microorganismos sensibles de manera independiente de voltaje y sin necesidad de
proteina receptora. Presumiblemente, la bacteriocina se polimeriza en la membrana
creando una barrera estructural que da lugar a la formacion de poros en la membrana
plasmatica, produciéndose la liberacion de interior celular. Como consecuencia de esta

actividad la célula muere y, en algunos casos, la lisis es inducida [13].
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Tal y como se ha mencionado, aungue las caracteristicas principales de la
bacteriocina ya se habian estudiado, la genética de la plantaricina C se encontraba por
resolver a pesar de los enormes esfuerzos que se hicieron en el pasado. En este trabajo
decidimos abordar el estudio mediante una aproximacion diferente: la secuenciacion

gendmica de la cepa productora y el analisis de su secuencia.

Inicialmente, se repitieron algunos de los andlisis fenotipicos mas caracteristicos de
la cepa productora y de la plantaricina C para estar seguros de que la cepa que ibamos a
secuenciar se trataba realmente de L. plantarum LL441 y que esta no habia perdido

ninguna de sus propiedades (y en particular la produccién de la bacteriocina).
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2.3. Fundamentos experimentales

En primer lugar se estudié el perfil de sensibilidad/resistencia a antibioticos de la
cepa productora LL441. Para ello, se empled la técnica de microdilucién en placa
microtituladora. Huys y colaboradores [43] estandarizaron la cantidad de indculo,
medio y condiciones de cultivo para determinar el grado de sensibilidad/resistencia a
antibidticos en las BAL. Sus indicaciones, junto con las de otros autores y la EFSA, han
permitido definir puntos de corte para la mayoria de los compuestos antimicrobianos en
las BAL, pudiendo discriminar asi de forma eficaz entre bacterias sensibles y

resistentes.

La produccion de plantaricina C por de L. plantarum LL441 y su actividad
antimicrobiana se evalué por el método de difusidbn en agar utilizando como
microorganismo indicador la cepa Lactobacillus sakei CECT 906. En este método,
sobre la superficie de una placa Petri se afiadié una cantidad de medio sin inocular y una
vez solidificada, se afiadi6 medio de cultivo inoculado con la cepa sensible en una
cantidad estandarizada, para obtener después de la incubacion un cultivo en césped. Una
vez solidificado, se hicieron pocillos en los que se afiadieron las distintas proteasas y la
bacteriocina, respectivamente. Las sustancias difundieron a través del agar y tras la
incubacion a 32°C durante 24 horas, se midieron los halos de inhibicion. El efecto de
distintos agentes proteoliticos, en concreto, de la pronasa, tripsina y proteasa K en la
actividad antimicrobiana de la plantaricina C, se realiz6 mediante esta técnica (Figura
7).

Figura 7: ejemplo de resultado del método de difusion en agar.
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La identificacion del gen estructural y la caracterizacion de la region codificadora y
las regiones adyacentes a la plantaricina C se llevd a cabo tras la secuenciacion masiva
de su genoma utilizando la técnica Illumina (BioSystems) [15]. La secuenciacion del
ADN es un conjunto de métodos y técnicas cuya finalidad es la determinacion del orden
de los nucleotidos (A, T, Cy G). La elevada demanda de secuenciacion de bajo coste ha
dado lugar a las distintas tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. A estas
secuenciaciones, entre las que se encuentra la tecnologia Illumina, se denominan

secuenciaciones de nueva generacion (Figura 8).

ADN genémico

Ligacion de los fragmentos
con cebaroes especificos

Construccion RURTERERLERTR LR EELRIVRERER RN 11
A7 de genotecas
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Amplificacién
en fase solida

Figura 8: secuenciacion por terminacion reversible ciclica empleada en la tecnologia Illumina.

En primer lugar se construyen genotecas, es decir, una coleccion de fragmentos del
ADN total de L. plantarum LL441, de un tamafio de 0,5 kpb [15]. Para ello, se ligan
adaptadores cortos a los fragmentos de ADN obtenidos, los cuales aportan la homologia
necesaria para el apareamiento de los cebadores que seran utilizados posteriormente en
las etapas posteriores. Los fragmentos de ADN obtenidos se desnaturalizan, purifican y
amplifican por PCR fijados en una fase soOlida. La tecnologia Illumina emplea
terminadores reversibles fluorescentes de manera ciclica. En primer lugar se afiaden los
cuatro terminadores analogos a los cuatro dNTPs, marcados cada uno de ellos con un
grupo fluorescente diferente. Los terminadores, una vez incorporados a la cadena en
crecimiento irrumpen la sintesis. En esta etapa, una ADN polimerasa unida al templado
con el iniciador ya apareado incorpora un unico nucleotido terminador segin del ADN

molde. Después de la incorporacion, se lavan los terminadores restantes y se capta la
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fluorescencia para determinar la identidad del nucleotido incorporado. Para pasar al
siguiente ciclo, se eliminan las regiones del nucledtido responsables de la terminacion,
asi como los responsables de la fluorescencia y se realiza un nuevo lavado antes de

pasar al siguiente ciclo [44].

Para analizar los datos obtenidos en la secuenciacion se realizaron diferentes analisis

bioinformaticos con diferentes programas y servidores:

- Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST)

RAST es un servicio totalmente automatizado para anotar genomas de bacterias y
arqueas de manera casi completa. El servidor proporciona anotaciones de alta calidad
para todo tipo de genomas.

El servidor es capaz de identificar las pautas abiertas de lectura codificadoras, los
genes rRNA y tRNA, ademas de asignar funciones a las proteinas, tejiendo una malla de
informacién para reconstruir la red metabolica, aportando informacion atil a los

investigadores [45].

- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

BLAST es un programa informético de alineamiento de una secuencia, ya sea ADN,
ARN o proteinas, con las presentes en la base de datos. Existen diferentes programas
dentro de la familia BLAST, como Blastn y Blastp que permiten comparar secuencias

de nucledtidos y aminoéacidos, respectivamente.

Por medio de un algoritmo, encuentra las secuencias de la base de datos que tienen
un mayor parecido con la secuencia problema y, ademas, proporciona la significacion
de los resultados para poder tener mas datos a la hora de considerar los resultados

obtenidos.

Este programa permite cotejar las secuencias de interés con otras que han sido
previamente caracterizadas y asi poder conocer su funcion, las relaciones evolutivas
entre las secuencias y ayudar a identificar genes que sean caracteristicos de

determinadas familias [46].
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-  PLACNET (Plasmid Constellation Network)

Este programa permite identificar y separar las secuencias del core (genes comunes a
todas las cepas de una especie) y el plasmidoma de una cepa basandose en la
informacion del ensamblaje y las secuencias depositadas en las bases de datos que se
utilizan como referencia [47].

- Cytoscape

Cytoscape es un programa abierto que permite visualizar las interacciones
moleculares y bioldgicas con datos de expresion de alto rendimiento y otros estados

moleculares, distinguiendo las relaciones entre ellos por medio de redes (Figura 9) [48].

AbR

Genus
Chromosome
Plasmid

Figura 9: ejemplo de visualizacién de las redes que proporciona el programa Cytoscape a partir de los datos de
trabajo [49].

Es importante conocer como de estable es la produccion de plantaricina C en la cepa
L. plantarum LL441. Para ello es imprescindible determinar si el gen que codifica para
la plantaricina C se encuentra en un plasmido o en el cromosoma de L. plantarum

LL441. La localizacion del gen de la plantaricina C se determind mediante hibridacion
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con una sonda marcada (un fragmento un gen del operén de la plantaricina C) con

digoxigenina (DIG).

La técnica de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se utilizo para la obtencion de un fragmento del gen lanM que se utilizé6 como
sonda en la técnica de hibridacién. La PCR consiste en la amplificacion in vitro de una
secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos, en los que la secuencia
original es copiada fielmente. Los equipos en los que se realiza la reaccién de PCR se

denominan termocicladores.

Es necesario disponer de fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla que sean
complementarios a los extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos serviran
como cebadores para que la enzima polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos
complementarios a la cadena molde. Los componentes importantes en la reaccién son la
secuencia que se va a copiar o ADN molde, la ADN polimerasa, los cebadores, los
desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina (A), timina (T), citosina (C) y

guanina (G)), un tampén que contenga el i6n magnesio (Mg®*) y agua.

Todos esos elementos interactian en las tres etapas principales de las que se

compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension (Figura 10).
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b ——— K}
3 5

Hibridacién 55C

. ADN polimerasa

Cebador

Extensién 72:C

3 5
5 I 3¢ 5 EEEEEEEE— 3
3 g% g 5

Figura 10: etapas que tienen lugar en un ciclo de PCR [50]. 25
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En la desnaturalizacion, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una
temperatura de 95°C. El tiempo de esta etapa depende de la secuencia del ADN molde,
si la cantidad de G+C es alta, el tiempo necesario serd mayor para romper las uniones ya
que el apareamiento de esas bases esta formado por tres enlaces, uno mas que en las
bases A+T. En la etapa de hibridacion, los cebadores se alinean en el extremo 3’ de la
secuencia molde e hibridan con su secuencia complementaria. La temperatura de
hibridacion tiene que ser Optima para los cebadores disefiados, aunque de manera
general oscila entre los 50 y 60°C. La ultima etapa es la de extension, en la que la ADN
polimerasa actia sobre el complejo de secuencia molde y cebador en sentido 5> =2 3’ y
comienza su funcidn catalitica, agregando dNTPs complementarios para crear cadenas
completas de ADN. La temperatura éptima de esta etapa es de 72°C. Estas tres etapas se

repiten durante un namero elevado de ciclos.

Una vez completada la reaccion, la cantidad de fragmento amplificado se puede
visualizar mediante técnicas sencillas de separacion de fragmentos de ADN, como por
ejemplo, mediante electroforesis en geles de agarosa. La electroforesis consiste en la
separacion de las moléculas a través de una matriz sélida que funciona como un filtro
para separar las moléculas de acuerdo a su tamafio. De esta manera, se pueden conocer

los tamafios de los fragmentos amplificados tras la PCR [50].

Para la localizacion del operon de la plantaricina C se utilizé la técnica de

hibridacion de acidos nucleicos o Southern blot (Figura 11).

RNA or DNA Solution passes through
% gel and filter to paper towels
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Figura 11: etapas del proceso de hibridacion Southern [51].
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Para poder realizar esta técnica, se separaron primero los fragmentos de ADN en un
gel de agarosa por electroforesis. Posteriormente, se desnaturalizaron los fragmentos y
se transfirieron a una membrana de nylon. La transferencia de ADN a la membrana
ocurre cuando una solucion atraviesa el gel por capilaridad, llevandose con él los
fragmentos de ADN. Para hacer la transferencia también se pueden emplear métodos
mecénicos que consisten en la utilizacion de peso o aparatos en los que se produce
vacio. La fijacion del ADN a la membrana de nylon se puede hacer sometiendo a esta a
luz ultravioleta (UV) durante unos minutos. Posteriormente, se hibridaron los
fragmentos de ADN con sondas complementarias marcadas, y tras una serie de lavados
y tratamientos (bloqueo de la membrana, reaccion con anticuerpos, etc.) se detecto el
lugar en el cual se produjo la hibridacién [51].
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3.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo

En este proyecto se estudio la cepa L. plantarum LL441 productora de plantaricina
C. Como cepa indicadora se utilizo la cepa de coleccion L. sakei CECT 906 que resulta
muy sensible a la plantaricina C.

Para la recuperacion de ambas cepas, se empled el medio sélido de Man Rogosa
Sharpe (MRS) Agar (Scharlau, Scharlab, Barcelona, Espafia) y ambas cepas se

incubaron en aerobiosis a 32°C durante 48 horas.

Los microorganismos se conservaron de manera prolongada, a -80°C en medio de
cultivo liquido (MRS), suplementado con un 20% de glicerol como agente

crioprotector.
3.2. Deteccion de la actividad inhibitoria de la plantaricina C

El efecto inhibitorio de la plantaricina C se comprobd mediante un ensayo de
difusion en placa, empleando la cepa indicadora L. sakei CECT 906. Para ello, las cepas
L. plantarum LL441 y L. sakei CECT 906 se inocularon en medio MRS liquido (Oxoid,

Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y se incubaron a 32°C durante 24 horas.

El cultivo de L. plantarum LL441 se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos
(Kubota High Speed Refrigerated Centrifuge 6500, Japdén). A continuacion, el

sobrenadante se recogid y se tratd de dos formas diferentes:

- El sobrenadante se neutralizé con NaOH 0,1N (Scharlau) hasta alcanzar un pH de
6,5.

- El sobrenadante también se emple6 tal y como se obtuvo tras la centrifugacion, es
decir, aun pH de 4,5.
Ambos sobrenadantes se filtraron con una membrana con poros de tamafio de 0,2 um

(Millipore, Bedford, MA, USA).

Para el ensayo de difusion, se prepararon placas de MRS con un 2% de agar (Roko
Agar AB Eur, Industrias Roko, Llanera, Asturias). Sobre ellas, se afiadié una capa de
MRS con un 0,7% de agar y con un indculo de la cepa indicadora L. sakei CECT 906 al
1y al 2%, respectivamente. En cada pocillo se afiadieron 50 ul de una de las siguientes

disoluciones: sobrenadante (pH 4,5), sobrenadante neutralizado (pH 6,5) o distintas
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diluciones del sobrenadante neutralizado. Para este Gltimo se prepararon diluciones 1:2
mezclando el sobrenadante neutralizado con una solucion estéril de Ringer (VWR
International, Darmstadt, Alemania).

3.3. Efecto de las proteasas sobre la actividad antimicrobiana

Para comprobar la naturaleza proteica de la plantaricina C producida por L.
plantarum LL441 se realizaron dos ensayos diferentes, en los cuales se puso en contacto
la bacteriocina con las enzimas pronasa, tripsina y proteinasa K (todas ellas de Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.3.1. Ensayo de difusion en placa

Este ensayo se realiz6 de manera similar al citado en el Apartado 3.2. Se prepararon
placas de MRS con un 2% de agar y sobre ellas se afiadié un in6culo de la cepa
indicadora L. sakei CECT 906 al 2% en MRS con un 0,7% de agar.

En cada pocillo central se afiadieron 50 pl del sobrenadante neutralizado con NaOH
0,IN y en los pocillos adyacentes se afiadieron 25 ul de proteasas (pronasa, tripsina y
proteinasa K) con una concentracién de 20 mg ml™. Como controles negativos se
emplearon 25 pl de las suspensiones en las que se encontraban disueltas cada una de las
proteasas, siendo agua para la pronasa y proteinasa K y EDTA tetrasodico (0,2 mg ml™)

para la tripsina.
3.3.2. Ensayo de difusion en placa tras co-incubacion proteasa-bacteriocina

Para evitar los posibles problemas en la difusion de las proteasas en el medio de
cultivo, se realizaron una serie de modificaciones sobre el ensayo citado anteriormente.
Se elabord una mezcla que contenia 50 pl del sobrenadante neutralizado con 25 pl de
distintas concentraciones de enzima (Tabla 1) o con los controles negativos (EDTA

tetrasodico (0,2mg ml™) y agua).

Tabla 1: concentraciones de las proteasas ensayadas y el compuesto empleado como control en cada caso.

Control Concentraciones ensayadas (mg ml™)
Pronasa Agua 5 2,5 1,25 0,6 0,31 0,15
Proteinasa K Agua 5 2,5 1,25 0,6 0,31 0,15
Tripsina EDTA (0,2 mg ml™) 5 25 125 06 031 0,5

30
Sara Saez Orviz




Materiales y métodos Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

Las mezclas se incubaron durante 30 minutos 6 1 hora a las temperaturas optimas de
cada una de las enzimas. Las mezclas que contenian proteinasa K se incubaron a 55°C y
las que tenian pronasa y tripsina se incubaron a 37°C.

3.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La determinacion de la CIM de la cepa productora a 16 antibidticos se realizo
empleando un kit comercial (VetMIC™ Lact-1 y Lact-2) (National Veterinary Institute
of Sweden, Uppsala, Sweden). El rango de concentracion de los antibidticos aparece

detallado en la Tabla 2.

Tabla 2: agentes antimicrobianos ensayados con el kit VetMIC™ Lact-1 y Lact-2.

Agente Rango de concentraciones Agente Rango de concentraciones

antimicrobiano (ug mi™) antimicrobiano (ug mI™)
Gentamicina 0,5 - 256 Ampicilina 0,03-16
Kanamicina 2-1024 Penicilina 0,03-16
Estreptomicina 0,5 - 256 Vancomicina 0,25-128
Neomicina 0,5 - 256 Virginamicina 0,016 -8
Tetraciclina 0,12 - 64 Linezolida 0,03-16
Eritromicina 0,016 - 8 Trimezoprima 0,12 - 64
Clindamicina 0,03-16 Ciprofloxacina 0,25-128
Cloranfenicol 0,12 - 64 Rifampicina 0,12 - 64

L. plantarum LL441 se recuperé en medio LSM [10% de MRS y un 90% de
IsoSensitest (Oxoid)], y se incubd durante 48 horas a 32°C hasta obtener colonias
aisladas. Varias colonias se resuspendieron en una solucion salina estéril (0,9% de
NaCl) hasta conseguir una densidad éptica (DO) correspondiente a 1 en la escala de
McFarland (aproximadamente 3x10° ufc mI™). A partir de esta suspension, se realiz6
una dilucién 1:1000 en medio de cultivo LSM liquido, siendo la concentracion final de
indculo de 3x10° ufc mI™ aproximadamente. 100 pl de esta suspensién se emplearon

para inocular cada pocillo de la placa microtituladora.

Las placas se incubaron en condiciones de aerobiosis a 32°C. Los resultados se
leyeron a las 24 y 48 horas, observando si se producia inhibicién o no del crecimiento
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en cada uno de los pocillos de la placa. La CIM se corresponde con la concentracion

mas baja de antibiotico en la que visualmente no se observa crecimiento.

Para el caso de la tetraciclina, se realiz6 un ensayo en mayor profundidad, utilizando
un rango de concentracion de antibidtico mayor que el que presenta el sistema
comercial. En una placa microtituladora se prepararon las siguientes diluciones del
antibiético: 0,12, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 pug ml™. Los medios de cultivo, la
concentracion de inoculo bacteriano y las condiciones de cultivo fueron los mismos que

los indicados anteriormente.
3.5. Extraccion de ADN total

Partiendo de un cultivo en MRS liquido de L. plantarum LL441 incubado durante 24
horas, se realizd la extraccion del ADN total de esta cepa. Para ello, se empleé el kit
DNeasy® Blood and Tissue de Quiagen (Apéndice 1), y se siguieron las
recomendaciones del fabricante, aunque con algunas modificaciones. Puesto que L.
plantarum LL441 es un microorganismo Gram positivo y, por ello, la lisis es méas
compleja, ésta se llevo a cabo empleando 400 ul de un tampoén que contiene Tris-HCI
50 mM a pH 8,0 y EDTA 10 mM vy estaba suplementado con 30 mg ml™ de lisozima, 1
ul de mutanolisina (150 U pl™) y 4 pl de RNAsa (10 mg ml™) (todas ellas de Sigma-
Aldrich). La mezcla se incub6 a 37°C durante 30 minutos, seguida de una incubacion a
55°C durante otros 30 minutos. A continuacion, se siguio el procedimiento descrito por

el fabricante.

La visualizacion del ADN total se realizé tras una electroforesis en un gel de agarosa
al 1% en tampon 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM de acido acético y 1 mM de EDTA) a
75 V durante, aproximadamente 120 minutos y la tincion se realiz6 con bromuro de
etidio (0,5 mg ml ). La imagen se capturé bajo luz UV empleando el equipo G-Box
(Syngene, Cambridge, Reino Unido).

La concentracion de ADN total y la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm se
midieron con un espectrofotdbmetro Epoch (BioTek, BioTek Instruments Inc., Winooski,

VT, EEUU). Las muestras de ADN total se conservaron a -20°C hasta su uso.
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3.6. Extraccion de ADN plasmidico

Para la extraccion del ADN plasmidico se llevaron a cabo tres protocolos diferentes.
En todos los casos, se partié de una alicuota de 2 ml de un cultivo en medio liquido
MRS o en medio liquido MRS suplementado con treonina 40 mM (Thermo Fisher,
Karlsruhe, Alemania) o con glicina al 1% (Panreac, Barcelona, Espafa), de L.
plantarum LL441 incubado durante 24 horas. La lisis bacteriana se realizé tal y como se

describe en el Apartado 3.5.

- Protocolo 1. La extraccion plasmidica se realizd segin el método descrito por
O’Sullivan y Klaenhammer en 1993 [52] (Apéndice 2). Después de la lisis bacteriana, se
afiadio acetato de sodio 3M con un pH de 4,8 a 4°C, manteniendo la muestra en hielo 5
minutos. Tras centrifugar la muestra, se conservé el sobrenadante y se afiadio
isopropanol a temperatura ambiente. Después de centrifugarlo de nuevo y conservar el
pellet, se afiadi6 acetato de amonio 7,5M vy la purificacion se realizd con
fenol/cloroformo. Tras la precipitacién, la muestra se lavé con etanol, se sec6 al vacio y

se resuspendi6 en un volumen de agua destilada.

- Protocolo 2. La extracciéon plasmidica se realizé siguiendo el protocolo descrito
anteriormente, pero empleando para los pasos de desnaturalizacién y neutralizacién las
soluciones del kit “Plasmid Mini Kit” de Quiagen (Quiagen, Hilden, Alemania)
(Apéndice 3). La muestra se precipitdé con isopropanol, se lavd con etanol, se seco al

vacio y se resuspendi6 en un volumen de agua destilada.

- Protocolo 3. En el tltimo método de extraccidn ensayado (Apéndice 4), tras la lisis,
se realizaron varias incubaciones en hielo, tratando la muestra con NaOH 2N, Tris-HCI
con un pH 8,0 y NaCl 5M. Tras centrifugar la muestra y conservar el sobrenadante, se
afiadié el tampén TE (Tris-HCI a pH 8,0 y EDTA) en una proporcién 10:1. Tras la
purificacion con fenol/cloroformo, la muestra se incubd a -20°C durante media hora.
Después de la precipitacion del ADN plasmidico con isopropanol, se lavd la muestra

con etanol al 70%, se sec6 al vacio y se resuspendi6 en un volumen de agua destilada.

De todos los procedimientos empleados, los mejores resultados se obtuvieron en la
extraccion plasmidica llevada a cabo con las soluciones del kit “Plasmid Mini Kit” de
Quiagen (Extraccion 2). Para mejorar el método y obtener una extraccion ain mejor, se
partié de un cultivo de L. plantarum LL441 en medio MRS liquido que se incubd
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durante 24 horas y durante el cual se fueron tomando muestras a distintos tiempos de
incubacion (4, 8 y 24 horas). Ademéas de recoger muestras a diferentes tiempos de
incubacidn, se tomaron también distintos volimenes en cada uno de los tiempos (1, 2 y
5ml).

Los perfiles plasmidicos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%
en tampén 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM de acido acético y 1 mM de EDTA) a 75 V
durante aproximadamente 150 minutos. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se

visualizaron como se indica anteriormente.
3.7. Analisis bioinformatico

La secuenciacion del genoma completo se realizdé empleando la plataforma “HiSeq
2000” de Illumina (Biosystems). Se utilizd6 ADN total de la cepa L. plantarum LL441,
segun el procedimiento descrito en el Apartado 2.3, para construir genotecas de un
tamafo de 0,5 kpb que se sometieron posteriormente a secuenciacion por los dos
extremos en el secuenciador “HiSeq 2000” en el Instituto de Genomica de Beijing
(BIG) (Beijing, China). Las secuencias obtenidas se filtraron por calidad con el
programa FastQC y el ensamblaje de las secuencias de novo en “contigos” empleando
los programas SPAdes Assembler version 3.5.0 [53] y Velvet Optimizer v.1.2.10.
(https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/). La anotacion se realizd con el sistema de
anotacion RAST (http://rast.nmpdr.org/) y el del NCBI (National Center for

Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/).

Como complementacion a estas anotaciones, las secuencias de ADN y proteinas
deducidas se analizaron de forma individual mediante el programa BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

3.8. Southern Blot

El ADN total y el ADN plasmidico de la cepa L. plantarum LL441 se digirieron con
las enzimas de restriccion Pstl, EcoRI y Hindlll (Roche, Basel, Switzerland). Se realizé
una electroforesis en gel de agarosa al 0,7% a 75V durante aproximadamente 120
minutos con las muestras de ADN total y plasmidico digerido y sin digerir. Tras la

electroforesis, el ADN total y el ADN plasmidico se transfirieron a una membrana de
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nylon (GE Heath Care Bio-Sciences, Little Chalfont, UK) por peso, empleando un

protocolo estandarizado Sambrook y colaboradores [54] (Apéndice 5).

Como sonda se empled una secuencia interna de 1.249 pb del gen lanM; este gen
sigue al gen estructural de la plantaricina C y codifica el enzima encargado de las
modificaciones post-traduccionales. La secuencia nucleotidica se amplificé por PCR
empleando los cebadores especificos lanMF (5> GGGTAACACCAGAAGAACAG 37)
(posiciones 11441-11463) y lanMR (5> TGCCCACGCTGTTGTAAAGC 3’) (posiciones
12770-12690). Inicialmente, para conocer las mejores condiciones para realizar la PCR,
se empled una rampa de temperaturas de anillamiento entre 50 y 60°C. Las condiciones
de amplificacion seleccionadas incluyen un ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 5
minutos, 35 ciclos de amplificacion a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 45 segundos

y 72°C durante 1 minuto y un tltimo paso de extension a 72°C durante 10 minutos.

El marcaje de la sonda con DIG, un compuesto no radioactivo, se realizé mediante
PCR. En la mezcla de amplificacion se emplearon 2 pl de ADN total (concentracion de
139,33 ng ul™), 1 pl de la polimerasa TAQ y 5 ul del tampdén MgCl, (ambos de Roche),
1 pl de cada uno de los cebadores (lanMF y lanMR), 5 pl de la mezcla “DIG-High
Prime DNA Labelling” (Roche) y 35 ul de agua destilada. En esta reaccion se genera un
producto de amplificacion marcado con DIG debido a que la mezcla contiene el

desoxinucledtido uracilo unido a una molécula de DIG.

La membrana de hibridacion se lavo con distintas soluciones salinas con diferentes
concentraciones de tampon SSC (compuesto por 3M NaCl, 0,3M CitNa; a pH 7,0). La
hibridacion de la sonda y la deteccion se llevo a cabo de manera inmunoldgica con el kit
“Detection Starter Kit II” (Roche). La sonda hibridada se detectdé inmunologicamente
con el anticuerpo anti-DIG-AP y se reveld con el sustrato CSPD. La desfosforilacion
enzimatica del sustrato CSPD por medio de una fosfatasa alcalina emite luz a una
longitud de onda maxima de 477 nm. La captura de esta quimioluminiscencia se realizd
con el equipo “ImageQuant 350 Digital Imaging System” (GE Healthcare, Pitsburgh,
EEUU).
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4.1. Actividad inhibitoria de la plantaricina C

Comprobamos que la cepa L. plantarum LL441 continuaba produciendo la
bacteriocina dado que producia un efecto inhibitorio en el crecimiento de la cepa
indicadora L. sakei CECT 906 (Figura 12) empleando el método de difusion en placa.

2) Diametros de los halos de
inhibicion
18 +
16 -
14
12 -
e 10 -
E 8 -
6 |
4 -
2 .
0 T T T T T T T )
A B C D E F G H
Disolucién ensayada

Figura 12: (1) Ensayo de difusién en placa con un inéculo de L. sakei 906 al 2%. (2) Histograma que representa los
didmetros de los halos de inhibicion en centimetros para las disoluciones ensayadas.
A: sobrenadante y B: sobrenadante neutralizado. C-H: diluciones 1:10 del sobrenadante consecutivas.

El sobrenadante del cultivo de L. plantarum LL441 en el que se encontraba la
bacteriocina, tenia un pH inicial aproximadamente de 4,5. Este bajo pH inicial se debe a
la produccién de diferentes acidos como el acido acético y, de forma mayoritaria, el
acido lactico [55]. Es precisamente esta muestra (Figura 12.1.A) la que posee una
mayor actividad inhibidora, ya que, ademas de por la presencia de la bacteriocina los
acidos presentes en el sobrenadante inhiben el crecimiento de la cepa indicadora. Para
evitar este posible efecto sinérgico de los acidos organicos, la actividad antimicrobiana
se analizo utilizando sobrenadante neutralizado. Al neutralizar con NaOH 0,1N el
sobrenadante hasta un pH aproximado de 6,5, la inhibicion de la cepa indicadora fue

ligeramente menor a la ejercida junto con el pH &cido (Figura 12.1.B).

En lo relativo al pH, en estudios anteriores [11] se demostré que la plantaricina C es
mas estable en el ambiente acido y a pH neutro (aproximadamente 6,5) que en medios

alcalinos. Esta estabilidad a pH neutro es una propiedad interesante. La nisina tiene su
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méaxima solubilidad y estabilidad a pH 2,0, disminuyendo ambas propiedades a medida

que aumenta el pH. Por ello, no se puede emplear en alimentos con poca acidez [11].

A medida que se diluyé el sobrenadante neutralizado, el halo de inhibicion fue
disminuyendo (Figura 12.2), hasta desaparecer por completo con una dilucion del
sobrenadante neutralizado de 1:64 (Figura 12.1.G). Con esta dilucion, la concentracién
de plantaricina C es muy baja o inexistente, con lo que no se produce la inhibicion del

crecimiento de la cepa sensible.
4.2. Efecto de las proteasas sobre la actividad antimicrobiana.

Aunque esta caracterizacion ya se habia llevado a cabo con anterioridad [11],
realizamos un nuevo ensayo de difusion en placa para conocer el efecto de diferentes

proteasas (pronasa, tripsina y proteinasa K) sobre la actividad de la plantaricina C.

Los resultados obtenidos en este trabajo se muestran en la Figura 13. Como puede
observarse, la actividad de la bacteriocina se ve afectada en diferentes grados con las
proteasas ensayadas. Empleando pronasa con una concentracién de 20 mg ml™?, se
observd que el halo de inhibicion desaparecia bruscamente en la zona préxima a esta
proteasa. Con la misma concentracion de tripsina el efecto observado aunque patente
era menor. Por el contrario, no se observo inhibicion de la actividad en el ensayo con

proteinasa K.

Figura 13: ensayo de difusién en placa con un in6culo de L. sakei CECT 906 al 1,5%. (S) sobrenadante
. L -1 .
neutralizado; (C1) control con agua; (C2) control de EDTA tetrasddico (0,2 g 100 ml ); (P) pronasa, (T) tripsina'y
N ., -1
(PK) proteinasa K, todas ellas con una concentracién de 20 mg ml .

Para solventar los posibles problemas de difusion en la placa, tanto del sobrenadante
como de las proteasas, se llevo a cabo un ensayo de co-incubacion. Para ello, el

sobrenadante neutralizado y diferentes concentraciones de proteasas (5, 2,5, 1,25, 0,6,

38

Sara Saez Orviz



Resultados y discusion Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

0,3y 0,15 mg ml™) se incubaron durante 30 minutos y 1 hora a la temperatura éptima

de cada una de las enzima.

La pronasa inhibio el efecto de la bacteriocina en todas las concentraciones
ensayadas, independientemente del tiempo de incubacion, ya que en ninguno de los
casos se observd inhibicién en el crecimiento de L. sakei CECT 906 (Figura 14.A). La
tripsina inhibio el efecto de la plantaricina C (Figura 14.B), aunque en menor medida
que la pronasa, lo que apoyaba los datos del experimento anterior (Figura 13). En el
primer ensayo de difusion, no se observé que la proteinasa K inhibiese la actividad de la
bacteriocina. Sin embargo, tras la co-incubacion si se observd inhibicion de la
plantaricina C (Figura 14.C). Al contrario que la pronasa y la tripsina, en ninguna de las
concentraciones ensayadas de la proteinasa K se inhibe por completo la actividad de la
bacteriocina. A ambos tiempos de incubacion se produce una disminucion del diametro
del halo de inhibicién desde la concentracién de 5 a 1,25 mg ml™. Sin embargo, para 1
hora de incubacién, el diametro del halo es menor, siendo para la concentracion de 5 mg
ml™* algo més de la mitad del halo de inhibicién del sobrenadante (0,7 y 1,5 cm,
respectivamente) (Figura 14.C.6). Aunque tiene muy poco efecto, la proteinasa K es
capaz de hidrolizar la bacteriocina tras prolongadas incubaciones, algo que no habia

sido visto con anterioridad [11].

Figura 14: (A) co-incubacidon del sobrenadante neutralizado con concentraciones crecientes de pronasa; (B) co-incubacion del
sobrenadante neutralizado con concentraciones crecientes de tripsina; (C) co-incubaciones del sobrenadante neutralizado con
concentraciones crecientes de proteinasa K. Con cada una de las tres proteasas se ensayaron las concentraciones (1 a 6) de 0,15,
0,3, 0,6, 1,25, 2,5 y 5 mg ml , respectivamente. C1- co-incubacion del sobrenadante neutralizado con agua y C2- co-incubacién
del sobrenadante neutralizado con EDTA tetrasddico (0,2 mg ml ). Todas las co-incubaciones de la imagen se realizaron durante
1 hora.
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Las tres enzimas proteoliticas empleadas presentan diferentes caracteristicas. La
pronasa (EC 3.4.24.4) es una enzima proteolitica no especifica que procede de
Streptomyces griseus. Actua cortando sobre la siguiente secuencia aminoacidica: aa-aa-
aa-aa-aa-H-corte-H-aa-aa-aa, siendo aa un aminoacido cualquiera y H un aminoacido
hidrofobico como alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano y tirosina
[56].

La tripsina (EC 3.4.21.4) es una enzima peptidasa que se produce en el pancreas y es
secretada en el duodeno. A diferencia de la pronasa, se trata de un enzima especifico
que tiene un residuo de aspartato localizado en su region catalitica cuya funcién es la de
atraer y estabilizar lisinas y argininas produciéndose alli su corte, excepto cuando el
residuo siguiente es una prolina. Ademas son endopeptidasas, con lo que el corte s6lo

tiene lugar en medio de la cadena de aminoacidos, no en las zonas terminales [57].

La proteinasa K (EC.3.4.21.14) es una proteasa altamente activa pero su
especificidad es variable. Fue aislada del hongo Tritirachium album y es considerada
como una proteasa selectiva de proteinas asociadas a los acidos nucleicos. Actla
preferentemente sobre residuos de aminoacidos aromaticos alifaticos, aumentando su

corte cuando en la siguiente posicion se encuentra una alanina [58].

La estructura secundaria y terciaria de la plantaricina C ya habia sido caracterizada
en estudios previos [13] (Figura 15).

Figura 15: representacion esquematica de la plantaricina C, mostrando las uniones méas probables. El
aminoacido modificado lantionina se muestra en color azul claro, en azul oscuro se muestra la
dihidroalanina, y la posicion del grupo metilo en la B-metilantionina se indica con una m (circulo amarillo)
[13]. Las lineas discontinuas hacen referencia a los puntos de corte: naranja para la tripsina, verde para la
proteinasa K y azul para la pronasa.
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La secuencia aminoacidica de la bacteriocina sufriria una serie de modificaciones
post-traduccionales dando lugar a la presencia de nueve aminoacidos modificados
(cinco lantioninas, tres B-metilantioninas y una dihidroalanina). Al igual que se habia
comentado anteriormente para otras bacteriocinas, la plantaricina C comprende dos

regiones diferenciadas: una region N-terminal lineal y una region C-terminal globular.

Segun los sitios de corte de las enzimas ensayadas, suponiendo que no acttan sobre
los aminoacidos modificados y en base a la estructura propuesta para la plantaricina C,
se originarian diferentes cortes sobre la secuencia aminoacidica (Figura 15). La enzima
gue mas cortes produciria seria la pronasa, que cortaria en la zona globular de la
proteina, teniendo que superar las dificultades de acceso de la estructura secundaria y
terciaria. Con los resultados obtenidos, parece que la pronasa es capaz de acceder a
estos residuos y digerir sin dificultad la bacteriocina (Figura 14.A).

La tripsina tendria un sitio de corte en la zona lineal de la proteina (Figura 15). El
corte entre las dos lisinas iniciales no se produciria, ya que esta enzima al ser una
endopeptidasa no actia sobre las regiones terminales. El efecto del corte de la
bacteriocina sobre la zona lineal de la proteina tiene un efecto menor que el corte sobre
la estructura globular, ya que el efecto sobre la degradacion de la bacteriocina es menor
que en el caso de la pronasa (Figura 14.B).

La proteinasa K tendria un unico sitio de corte en una zona donde también actua la
pronasa (Figura 15). Esta enzima es la que menos influencia tiene en la degradacién de
la bacteriocina, ya que la cepa sensible logra crecer en casi todas las concentraciones
ensayadas (Figura 14.C). Puede que en esta zona de corte la estructura de la
bacteriocina dificulte el acceso del enzima y por tanto, se reduzca la actividad de la

proteinasa K.
4.3. Estudio de la resistencia a antibidticos de L. plantarum LL441

La CIM de la cepa L. plantarum LL441 para 16 agentes antimicrobianos diferentes

se determiné por el método de microdilucién en placa microtituladora (VetMIC™).

La CIM de L. plantarum LL441 para 13 de los antibiéticos ensayados (gentamicina,
estreptomicina, neomicina, eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, ampicilina,
penicilina, virginiamicina, linezolida, trimezoprima, ciprofloxacina, y rifampicina) fue
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inferior a 8 pg ml™ (Tabla 3). Para estos antibiéticos, los valores de CIM se encontraban
por debajo del punto de corte microbiolégico establecido por la EFSA [33]. Estos
valores de cortes microbioldgicos para los distintos agentes antimicrobianos permiten
diferenciar a los microorganismos en dos grupos: resistentes, si su CIM es superior al
limite establecido, y susceptibles, si su CIM es menor al limite [59]. Tras la
comparacion con los datos de la EFSA y los valores de CIM descritos en otros trabajos
de investigacion, podemos concluir que la cepa L. plantarum LL441 es susceptible a los

13 antibidticos mencionados.

Tabla 3: valores de CIM (ug ml™) para la cepa L. plantarum LL441 y valores de punto de corte microbiolégico
establecidos por la EFSA [59].

CIM (ug mi™)

Agente antimicrobiano LL441 EFSA [59]
Gentamicina 0,4 16
Kanamicina 8 64

Estreptomicina 2 n.r
Neomicina 0,5 -
Tetraciclina 16 32
Eritromicina 0,06 1
Clindamicina 0,5 2
Cloranfenicol 2 8
Ampicilina 2 2
Penicilina 1 -

Vancomicina 128 n.r.
Virginiamicina 2 -
Linezolida 1 -
Trimezoprima 0,12 -
Ciprofloxacina 4 -
Rifampicina 0,5 -

n.r.; no requerido; (-); no hay datos

Dado que en la anotacién del RAST se encontraron diversos genes que se
consideraban como posibles determinantes de resistencia para el antibidtico tetraciclina
y que la CIM de este antibidtico estaba muy préxima al punto de corte microbiologico
propuesto por la EFSA, se realiz6 un nuevo ensayo con un rango de concentraciones
mayor que el del kit comercial VetMIC™ para verificar el resultado. Sin embargo, el
valor de CIM que obtuvimos en este caso fue idéntico. Concluimos, por tanto, que la
cepa LL441 era susceptible a tetraciclina y los genes relacionados con la resistencia a
este antibidtico codifican seguramente factores de elongacion y otras proteinas que
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interacttan con el ribosoma y que, por este motivo, guardan homologia estructural con

las proteinas de resistencia a tetraciclina de proteccion ribosomal.

La cepa L. plantarum L441 fue capaz de crecer a la maxima concentracion de
vancomicina ensayada, y por ello su CIM es > 128 pug ml™. La vancomicina es un
glicopéptido que actda inhibiendo la sintesis de peptidoglicano, y con ello, la sintesis de
la pared celular bacteriana. Afecta principalmente a microorganismos Gram positivos y
actia uniéndose al fragmento D-Alanina-D-Alanina que es el precursor final para la
sintesis del peptidoglicano. Sin embargo, en la especie L. plantarum el precursor final
para la sintesis del peptidoglicano es la D-Alanina-D-Lactato. Por tanto, la vancomicina
no tiene diana celular sobre la que actuar y no se inhibe la sintesis de la pared celular
[60]. La resistencia inherente a un género o especie se denomina resistencia intrinseca.
Este tipo de resistencia no es transmisible por ello, la cepa L. plantarum LL441
resistente a vancomicina puede usarse en la industria alimentaria ya que esta resistencia

no supone un riesgo desde el punto de vista de la salud.
4.4. Caracterizacion del locus de la plantaricina C

Tras la secuenciacion genomica y el ensamblaje de las lecturas se obtuvieron 170
“contigos” con tamafios comprendidos entre las 201 y 116.756 kpb. EI genoma de L.
plantarum LL441 incluyé un total de 3.167.386 pb con un porcentaje de GC del 44,42%
[15]. El servidor RAST identificd y anotd 2.917 genes. El gen estructural que codifica la

bacteriocina se encontrd en un segmento de 18.828 pb (Figura 16).

Transportador  Transportador

Metiltransferasa Endonucleasa ABC de ABC, permeasa
_ Helicasa de dEpEﬂdiEﬂtE de metomna ’
}Emt?’-fla Proteina DNA  ATP (familia ATP.b ind.i:r-lg
potética ansportadora UsvrD/PerA OLD) Plantaricina C protein
Transportador
Adenililtransferasa Oligoendopeptidasa Integrasay Bio S,MEISE fie ,Ia Transportador ABC Permeasa
recombi;l.asalzsnciada prote(ﬂ]l_aanilgonma ATP-binding protein
a plasmidos
0| 0.9 | 2.8 | 4_.?| 6.6 8.5 | 10.4 | 12,3 | 14,2 | 16_.0| 17.9 | (kpb)

Figura 16: representacion esquematica del locus de la plantaricina C, indicando la orientacidn y tamafios de las orfs y la
homologia de las proteinas codificadas.
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El operon génico implicado en la codificacién, modificacion y transporte de la
plantaricina C tiene un tamafio aproximado de 7,8 kpb. Esta regidn, presenta una
identidad nucleotidica del 91% con una parte del plasmido pPECL-6 de Pediococcus
claussenii ATCC BAA-344 [61], aunque la produccion de bacteriocina en esta cepa no
estd descrita. En BAA-344, la regidon génica aparece flanqueada por secuencias de

insercion, lo que sugiere una adquisicion horizontal [15].

En L. plantarum LL441, el locus de la plantaricina C parece que esta compuesto por
seis pautas abiertas de lectura (orfs) en un Unico operon (en azul en la Figura 16). El
primer gen codifica para la proteina estructural de la plantaricina C, un péptido formado

por los siguientes 58 aminoacidos:
MKKNLMNSAEESSGNVLEELNNAQLGMISGGKKTKKNSSGDICTLTSECDHLATWVCC

De ellos, los 31 primeros (en azul) forman el péptido sefial de secrecion, que tiene
una longitud semejante a otros péptidos lider [25]. Los otros 27 aminoacidos (en verde),
tal y como se demostrd con la secuenciacion N-terminal de la bacteriocina purificada

[11], dan lugar a la forma procesada y activa de la bacteriocina.

Tanto la propia bacteriocina como el péptido sefial de la bacteriocina parecen ser
muy especificos, ya que no presentan homologia con regiones similares de otras
proteinas, a excepcidn de las que se codifican en el plasmido citado anteriormente. El
motivo GG antes del punto de corte es caracteristico de muchas bacteriocinas
producidas por bacterias Gram-positivas, asi como de proteinas de diversos sistemas de

sefializacion celular [15].

Tras el gen estructural aparece un gen de 3 kpb de tamafio. Este gen codifica para la
enzima LanM, caracteristica de los lantibioticos de clase 11-A, la cual lleva a cabo las
modificaciones post-traduccionales de la plantaricina C, para dar lugar a los
aminoéacidos Lan, MeLan y Dha [28].

Las bacteriocinas se sintetizan como péptidos inactivos, para que las propias
bacterias productoras sean inmunes. EXxisten dos mecanismos para lograr esta
inmunidad: por medio de una proteina (Lanl) o a través de transportadores ABC, las
cuales pueden ser codificadas en dos o tres orfs separadas [25]. En el locus de la
plantaricina C aparecen cuatro genes que codifican componentes de este tipo de
transportadores (Figura 16). También aparecen este tipo de proteinas en los locus de
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otras bacteriocinas como la nisina, epidermina, lacticina 481 y mersacidina [25]. En
estos casos, el dominio ABC intracelular es codificado por el gen lanF, mientras que
otros dos genes (lanE y lanG) codifican el resto de subunidades.

4.5. Optimizacion de la extraccion de ADN plasmidico de L.
plantarum LL441.

La extraccion de ADN plasmidico de la cepa L. plantarum LL441 se llevo a cabo
con tres protocolos diferentes para conocer con cual de ellos se obtenia el mejor perfil
plasmidico. Ademas, con cada uno de ellos, se ensayaron diferentes medios de cultivo
liquidos (MRS, MRS suplementado con treonina 40 mM o MRS suplementado con
glicina al 1%).

Con ninguno de los tres métodos de extraccion ensayados se observaron diferencias
en los perfiles plasmidicos. Los mejores resultados se obtuvieron con el método
desarrollado por O’Sullivan y Klaenmhammer [52] empleando las soluciones de

desnaturalizacion y neutralizacion del kit comercial “Plasmid Mini Kit” (Quiagen).

En la Figura 17, se observan los perfiles de ADN plasmidico que se obtuvieron con
el método mencionado anteriormente, tanto sin digerir (1) como digerido con las

enzimas de restriccion Pstl, EcoRI y HindlIIl.

M 1 1P 1E 1H

10000

8000
6000
4000

3000

2000

1500 ——

1000

Figura 17: resultado de la digestion de la extraccién plasmidica con
enzimas de restriccion. (M) marcador A (Grisp, GRS Lodder 100 pb), (1,
1.P, L.E y 1.H) ADN plasmidico sin digerir, digerido con PStl, con EcoRI
y Hindlll, respectivamente.
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En la muestra sin digerir se pueden contemplar cuatro o cinco bandas plasmidicas;
estas pueden corresponder a un numero idéntico de plasmidos, aunque algunas pueden
ser formas estructurales distintas (superenrollada, circular cerrada o lineal) de una
misma molécula. Puesto que el nimero de copias de los plasmidos puede ser diferente
en las distintas fases de crecimiento celular, se optimizé el método de extraccion
tomando diferentes volimenes de medio de cultivo (1, 2 y 5 ml) a distintos tiempos de
incubacion (4, 8 y 24 horas). Para llevar a cabo la optimizacion del aislamiento se tuvo

que determinar primeramente la curva de crecimiento de la cepa.

Se observaron diferencias entre los volimenes y tiempos de incubacion ensayados
(Figura 18).

Curva de crecimiento de L. plantarum LL441
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Figura 18: (A) curva de crecimiento de L. plantarum LL441. Los puntos indican las horas (4, 8 y 24) a las que se tomd
muestra para llevar a cabo la extraccion de ADN plasmidico. (B) Resultado de la extraccion de ADN plasmidico a las 4, 8 y
24 horas a partir de 1, 2 y 5 ml de cultivo, respectivamente. M1; marcador A (Grisp, GRS Lodder 100 pb) (C) Perfil
plasmidico, se distinguen, aproximadamente, 9 bandas. M2; marcador AHindIll DIG 0,12-21,2 kbp.
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En la curva de crecimiento de L. plantarum LL441 (Figura 18.A), se puede observar
que a las 4 horas el cultivo se encuentra en el final de la fase de latencia. En esta fase
apenas hay incremento en el nimero de células pero hay una gran actividad metabolica.
Puesto que el numero células es relativamente bajo a las 4 horas, no se logro extraer una
cantidad suficiente de ADN plasmidico con ninguno de los volumenes ensayados
(Figura 18.B).

A las 8 horas de incubacién, L. plantarum LL441 se encuentra en una fase de
crecimiento exponencial (Figura 18.A). En esta etapa cada vez que pasa un tiempo de
generacion la poblacion se duplica. Con todos los voliumenes ensayados se logré extraer
ADN plasmidico, obteniéndose el mismo perfil en todos los casos, aunque con mayor

intensidad a mayor volumen de cultivo empleado (Figura 18.B).

Tras 24 horas de incubacion, el cultivo se encontraba en la fase estacionaria de
crecimiento. En esta etapa aparecen limitaciones del crecimiento que pueden surgir por
diferentes motivos como el agotamiento de algun nutriente esencial, la acumulacion de
productos téxicos, porque se alcance un nimero de células elevado para el espacio
disponible o por una combinacién de las causas anteriores. Para este tiempo de
incubacion se logré extraer ADN plasmidico con todos los volimenes ensayados,
obteniéndose en todos los casos el mismo perfil plasmidico, aunque con una mayor

intensidad para los volimenes de 2 y 5 ml de cultivo (Figura 18.B).

Resaltar que no se observaron diferencias en el nimero de bandas obtenidas a las 8 y
24 horas de incubacidn, es decir, no se detectaron diferencias entre la fase exponencial y
estacionaria. Por tanto, los plasmidos que contiene la cepa L. plantarum LL441 se estan
replicando al mismo nivel en ambas etapas del crecimiento (metabolismo primario y

secundario).

En la Figura 18.C se puede observar el perfil plasmidico de la cepa L. plantarum
LL441, distinguiéndose aproximadamente 9 bandas diferentes. Puesto que los
plasmidos pueden encontrarse en diferentes conformaciones, de manera superenrollada,
circular relajada y lineal, el nimero de plasmidos estimados es de entre 4 y 7. El analisis
posterior del genoma de LL441 permitio detectar la presencia de cuatro genes que
codifican para proteinas de replicacion plasmidica, de manera que este es posiblemente
el nimero de plasmidos distintos de la cepa.
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En diversos estudios llevados a cabo con la especie L. plantarum se ha observado
que de manera habitual contiene un nimero variable de plasmidos. El perfil plasmidico
obtenido (Figura 18) muestra que 5 de las bandas obtenidas tienen un tamario superior a
23,13 kpb y las otras 2 bandas tienen un tamafio aproximado de 20,0 y 7,0 kpb,
aproximadamente. Mourad y colaboradores [38] observaron que en 9 de las 12 cepas de
L. plantarum analizadas habia de una a tres bandas de plasmidos, con tamafios entre 5,4
a 12,2, kpb. En estudios previos llevados a cabo por Xanthopoulos y colaboradores [62]
también se observaron diferentes plasmidos en cepas de L. plantarum aisladas a partir
de queso Feta y Ruiz-Barba y colaboradores [63] observaron que cepas de L. plantarum
presentes en fermentaciones de aceitunas, presentaban de 5 a 16 bandas plasmidicas,
con tamarios comprendidos entre las 2,0 y las 68 kpb.

4.6. Localizacion cromosomica de la plantaricina C

La primera aproximacion para conocer la localizacion del gen de la plantaricina C se
realiz6 por medio de un andlisis de las secuencias de L. plantarum LL441 a través del
programa PLACNET empleando el software Cytoscape. EI programa PLACNET busca
homologias entre las secuencias obtenidas de la secuenciacion masiva, diferenciando el
core o0 nucleo cromosémico de las secuencias que pueden encontrarse en plasmidos,

mientras que el software Cytoscape permite observar graficamente el analisis realizado.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19. Al introducir todos los datos
disponibles en el programa se obtuvo la imagen que se muestra en la Figura 19.A. Para
poder desgranar las secuencias ensambladas y relacionarlas mas claramente unas con
otras, se eliminaron aquellos fragmentos que mostraron un tamafo inferior a 500 pb.
Una vez tratados los datos y separados los distintos fragmentos en funcion de las

uniones que mostraban con otro se obtuvo la Figura 19.B.

A través del tratamiento con PLACNET y Cytoscape, se observo que tanto la region
que codifica para la bacteriocina como las regiones con las que esta unida estan
relacionadas con secuencias contenidas en varios plasmidos: el citado pPECL-6 y
pPECL-5 de P. claussenii [61] y LBPp4 de L. plantarum subsp. plantarum P-8 [64].
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Figura 19: imagenes obtenidas en el programa Cytoscape (A) con todos los ensamblajes obtenidos y (B) tras tratar los datos. En
naranja se muestra el ensamblaje en el que se encuentra la region que codifica la plantaricina C. En amarillo se muestran las
relasasas y en verde las proteinas de replicacion.

Para confirmar la localizacion plasmidica del gen segun sugeria el programa
PLACNET, se realizé un andlisis Southern. Para ello se partié de una muestra de ADN
total y de ADN plasmidico de la cepa, ambas sin digerir y digeridas con los enzimas de
restriccion Pstl, EcoRI y Hindlll y posteriormente se realiz6 una hibridacion con una

sonda marcada con digoxigenina que incluia una secuencia interna del gen lanM.

Tras la hibridacién de la sonda y la deteccién se obtuvo la imagen que se muestra en
la Figura 20. Se observo que la hibridacion de la sonda tuvo lugar en la muestra de
ADN plasmidico de L. plantarum LL441, tanto la que fue digerida como la que no
(Figura 20 U’, 4, 5 y 6). Por tanto, el gen que codifica para la bacteriocina se encuentra

en uno de los plasmidos que contiene L. plantarum LL441.

En la muestra de ADN sin digerir (Figura 20.U’) se puede observar que la sonda
hibridé en una banda con tamafio aproximado de 23 kpb y en otra que tiene un tamafio
superior, en la cual la intensidad es mayor. El resto de la hibridacion que aparece en la
parte superior de esta ultima banda puede deberse a restos que aparecen en la calle del
gel. En cuanto a la digestion con enzimas de restriccion, se puede observar que con el
enzima Pstl solo se produce hibridacion en una banda con un tamafio menor de 23 kpb
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(Figura 20.4). Con la enzima EcoRl, se observan dos bandas con un tamafio inferior a 2
kpb (Figura 20.5). La digestion con el enzima Hindlll dio como resultado dos bandas,
una con un tamafio aproximado de 6 kpb y otra mas pequefia de menos de 2 kpb (Figura
20.6). EIl andlisis in silico del “contigo” en el que se encuentra el cluster de la
bacteriocina confirmo los resultados de la hibridacion con EcoRI1 y HindlllI.

M1 U

1 2 3M2U 4 56 M2 ML U 12 3M2U’45 6 M2

21226 &

_re - — | 23130
5148 - y, ——
4973 - 22?7;
4268
3530
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Figura 20: resultado del Southern Blot. (U, 1, 2 y 3) ADN cromosémico sin digerir, digerido con PStl,
EcoRI y HindllIl, respectivamente. (U, 4, 5y 6) ADN plasmidico sin digerir, digerido con Pstl, EcoRI y

HindlIl, respectivamente. (M1) marcador DNA Molecular Weight Marker Il y (M2) marcador AHindlIll
DIG 0,12-21,2 kbp.

Se han descrito diferentes cepas de L. plantarum que producen bacteriocinas cuyos
genes se encuentran en pldsmidos. van Reenen y colaboradores [65] observaron que la
bacteriocina 423 producida por la cepa L. plantarum 423 se encontraba codificada en un
plasmido que tenia un tamafio aproximado de 6 kpb. Kanatani y colaboradores [66]
detectaron que la cepa L. plantarum LTF154 contenia 3 plasmidos diferentes pLP1541,
pLP1542 y pLP1543, de 2,8, 9,5 y 40 kpb, respectivamente, encontrandose la
bacteriocina codificada en un gen del plasmido de mayor tamafio pLP1542.
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Conclusiones

Estudio genémico de Lactobacillus plantarum LL441 y caracterizacion del locus de la plantaricina C

Los analisis fenotipicos iniciales permitieron corroborar que la cepa de
trabajo era L. plantarum LL441. Esta cepa continla produciendo la
bacteriocina, plantaricina C, de manera estable desde que fue aislada por

primera vez.

La plantaricina C se encuentra en un locus que esti formado, ademés de
por el gen que codifica para la proteina estructural, por el gen que codifica
la enzima LanM, responsable de las diferentes modificaciones post-
traduccionales a las que son sometidas los lantibi6ticos de clase A-11'y por
4 genes que codifican componentes de transportadores ABC que estaran

involucrados en la exportacién y/o inmunidad a la bacteriocina.

La plantaricina C se encuentra en una region codificada en un plasmido de

los 4-6 que contiene la cepa L. plantarum LL441.
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Simbolos y abreviaturas

A
ADN
AP
ARN

BAL
BLAST
°C

CE
CECT
CIM
CO;
CSPD

Dha
Dhb
DIG
dNTP
DO
EDTA
EFSA
etc.
EEUU
FAO

FDA
G
GRAS
H,O
IPLA
kDa
kpb
Lan
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Adenina

Acido desoxirribonucleico

Alcalina fosfatasa

Acido ribonucleico

Beta

Bacterias del Acido Lactico

Basic Local Alignment Search Tool
Grados Celsius

Citosina

Conformité Européenne

Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
Concentracion Inhibitoria Minima
Dioxido de carbono

Disodium 3-(4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2"-(5'-
chloro)tricyclo [3.3.1.1]decan}-4-yl)phenyl phosphate
2,3-didehidroalanina
Z-2,3-didehidrobutirina

Digoxigenina

Desoxirribonucledtidos trifosfatados
Densidad Optica

Acido etilendiaminotetracético

European Food Safety Authority

Etcétera

Estados Unidos

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

Food and Drug Administration

Guanina

Generally Recognized As Safe

Agua

Instituto de Productos L&cteos de Asturias
Kilodalton

Kilo pares de bases

Lantionina
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LSM
M
MEB
MeLan
M92+
mg

MY

pl

ml
mM
MRS
NCBI
NaCl
nm
orf
PLACNET
pb
PCR
pH
QPS
RAST
rpm
rRNA
subsp.
T

TGl
tRNA
UE
uv

\%
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Lactic acid bacterium Susceptibility test Medium
Molar

Microscopio electronico de barrido
B-metilantionina

Cation magnesio

Miligramos

Microgramos

Microlitros

Mililitros

Milimolar

de Man, Rogosa and Sharpe

National Center for Biotechnology Information
Cloruro de sodio

Nanometros

Marco abierto de lectura (Open Reading Frame)
Plasmid Constellation Networks

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Potencial de hidrogeniones

Qualified Presumption of Safety

Rapid Annotation using Subsystem Technology
Revoluciones por minuto

ARN ribosomal

Subespecie

Timina

Tracto gastrointestinal

ARN de transferencia

Unién Europea

Ultravioleta

Voltios
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Apéndice 1

Protocolo de extraccion de ADN total empleando el kit DNeasy® Blood and Tissue de

Quiagen

Composicion del tampdn enzimatico de lisis
20 mM de Tris-HCl a pH 8,0.

2 mM de EDTA.

1,2% de Triton X-100.

Justo antes de su uso afiadir 20 mg de lisozima por mililitro de mezcla.

Procedimiento:

1.
2.
3.

Resuspender el pellet en 180 pl del tampdn enzimatico de lisis.

Afadir 1l de mutanolisina y 4 ul de RNasa.

Incubar 1 hora a 37°C. Tras la incubacion aumentar la temperatura del bafio a
56°C.

Afadir 25 pl de proteinasa K y 200 pl de tampén AL (sin etanol). Mezclar
empleando vortex. Tras esta etapa el lisado tiene que aparecen transparente.
Incubar 30 minutos a 56°C. Una vez transcurrido este tiempo hay que esperar a
que las muestras atemperen antes de continuar con el paso siguiente.

Afadir 200 pl de etanol (al 96 o al 100%) a las muestras. Mezclarlas usando el
vortex. En este paso, es importante que la solucion sea homogénea. En el caso
de que aparezca algun precipitado blanco se mantiene dentro del tubo.

Pipetear la mezcla, incluyendo los posibles precipitados, en la columna que tiene
colocado el tubo colector de 2 ml. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. A
continuacion se tira el sobrenadante y el tubo colector.

Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml. Afiadir 500 pl del
tampon AW1. Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm. Tirar el sobrenadante y el tubo
colector.

Colocar la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml. Afiadir 500 pl del
tampon AW?2. Centrifugar 3 minutos a 14000 rpm para secar la membrana. Para
conseguir un mejor secado, este paso se puede repetir de nuevo durante 1

minuto. Tirar el sobrenadante.
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10. Colocar la columna en un tubo nuevo de 2 ml. Pipetear 100 pl de agua en la
membrana de la columna. Incubar a temperatura ambiente 1 minuto. Tras este

tiempo, centrifugar 1 minuto a 8000 rpm para eluir el ADN total.
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8.2. Apéndice 2

Método de extraccion de ADN plasmidico desarrollado por O’Sullivan v Klaenhammer

[52]

Se parte de un cultivo incubado durante 24 horas. Partiendo de 2 ml de cultivo, se

centrifugan 3 minutos a maxima velocidad. A continuaciéon se sigue el siguiente

procedimiento:

1.

Resuspender el pellet en 25% de sacarosa que contiene 30 mg ml™ de lisozima
hasta un volumen final de 200 ul. Afadir 20 pl de proteasa K. Incubar a 37°C
durante 15 minutos. Pasado ese tiempo afiadir 200 pl de SDS al 3% e incubar a
55°C durante 10 minutos.

Afadir 200 pl de NaOH 0,2N. Mantener a temperatura ambiente durante 7
minutos.

Afadir 300 pl de acetato de sodio 3M frio a pH 4,8. Mezclar inmediatamente y
se mantiene en hielo 5 minutos. Centrifugar a maxima velocidad a 4°C durante
15 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf® limpio. Afiadir 650 ul de
isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar bien y centrifugar a 4°C durante 15
minutos.

Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 320 pl de agua destilada.
Afiadir 200 pl de acetato de amonio 7,5M que contiene 0,5 mg ml™ de bromuro
de etidio. Afiadir 350 ul de fenol/cloroformo. Mezclar bien y centrifugar a
maxima velocidad y temperatura ambiente durante 5 minutos.

Transferir el sobrenadante a un nuevo Eppendorf® y afiadir 1 ml de etanol a
20°C. Mezclar bien y centrifugar a maxima velocidad a 4°C durante 15 minutos.
Lavar el pellet con etanol al 70% a temperatura ambiente. Retirar el

sobrenadante y resuspender el pellet en 40 pl de Tris-EDTA + 0,1 mg ml™.
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8.3. Apéndice 3

Método de extraccion de ADN plasmidico para el kit comercial “Plasmid Mini Kit) de

Quiagen

Se parte de un cultivo incubado durante 24 horas. Partiendo de 2 ml de cultivo, se

centrifugan 3 minutos a maxima velocidad. A continuaciéon se sigue el siguiente

procedimiento:

1.

9.

Lavar el pellet con 500 pl del tampén P1. Este contiene 50 mM de Tris-HCl a
pH 8,0y 10 mM de EDTA.

Centrifugar a 4°C y 14000 rpm durante 10 minutos.

Resuspender el pellet en 400 pl del tampén P1 que ademas contiene 30 mg ml™,
1 pl de mutanolisina (150u pl™) y 4 pl de RNasa (10 mg ml™).

Incubar 30 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, incubar otros 30 minutos a
55°C.

Afadir 400 pl del tampdn P2.

Incubar no més de cinco minutos a temperatura ambiente. En este punto, el
lisado aparecera viscoso.

Afadir 400 pl del tampon P3.

Mantener en hielo 30 minutos, mezclando periédicamente para que el sulfato
dodecil potasico no precipite.

Centrifugar 30 minutos a 4°C y 14000 rpm.

10. Recoger el sobrenadante y centrifugar otra vez 15 minutos a 4°C y a 14000 rpm.

11. Recoger el sobrenadante. Lavar con 300 pl de etanol al 70%.

12. Purificacion mediante una extracciéon con fenol/cloroformo:

- Mantener las muestras en hielo. Afadir 200 ul de fenol/cloroformo.

- Centrifugar 5 minutos a 12800 rpm.

- Se obtienen dos fases en el tubo Eppendorf®. Coger la fase superior y
pasar a un tubo Eppendorf® nuevo.

- Repetir la extraccion afiadiendo 200 pl de fenol/cloroformo.

- Laextraccion se repite hasta que la fase superior sea transparente.

- Cuando esté transparente, se afladen 200 pl de cloroformo/isoamilico
para eliminar los restos de fenol. Se centrifuga 5 minutos a 12800 rpm.

- Coger la fase superior y pasar a un tubo Eppendorf® nuevo.
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13. Centrifugar 30 minutos a 4°C y a 14000 rpm. Decantar el sobrenadante y
resuspender el pellet con 10 pl de agua Sigma.
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8.4. Apéndice 4

Método de extraccion de ADN plasmidico

Se parte de un cultivo incubado durante 24 horas. Partiendo de 2 ml de cultivo, se

centrifugan 3 minutos a maxima velocidad. A continuaciéon se sigue el siguiente

procedimiento:

1.
2.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Lavar con 500 pl de tamp6n Tris-HCI 50 mM a pH 8,0 y con sacarosa al 25%.
Resuspender el precipitado en 200 pl de Tris-HCI pH 8,0 con 10 mg ml™ de
lisozima.

Incubar 30 minutos a 35°C.

Afadir 100 pl de EDTA 150 mM. Dejar 5 minutos a temperatura ambiente.
Afadir 150 pl de SDS al 3%. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente hasta
que aparezca mucosidad.

Afadir 50 pl de NaOH 2N con un pH de 12,0 preparada en el acto. Incubar 5
minutos en hielo.

Afadir 200 pl de Tris-HCI 2N a pH 8,0 y 80 ul de NaCl 5M. Incubar en hielo 10
minutos.

Centrifugar 15 minutos a 4°C y 14000 rpm.

Recoger el sobrenadante y afiadir 200 pl de tampén TE (Tris-HCI pH 8,0 y
EDTA en una proporcion 10:1).

Extraccion fenol/cloroformo (Apéndice 4).

Precipitar con 0,7 o un volumen de isopropanol.

Incubar 30 minutos a -20°C.

Centrifugar 30 minutos a 4°C y 14000 rpm.

Lavar con 100 ul de etanol al 70%. Centrifugar 5 minutos a maxima velocidad.

Secar al vacio y resuspender en 50 ul de agua sigma.
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8.5. Apéndice 5

Protocolo de transferencia de ADN a una membrana de nitrocelulosa

Soluciones necesarias:

Solucion I: HCL 0,25N
Solucion 11: NaOH 0,5M y NaCl 1M.
Solucién 111: NaCl 3M y Tris-HCI 0,5M pH 8,0.

El procedimiento que se siguio para fijar el ADN del gel de agarosa a la membrana de

nitrocelulosa es el siguiente:

Colocar el gel en agitacion durante 15 minutos con la solucion | cubriéndolo. Tras
este tiempo, eliminar la solucion y lavar el gel con agua destilada.

Eliminar el agua y afiadir la solucion 1. Dejar en agitacion durante 20 minutos. Tirar
y afiadir disolucion nueva, manteniendo en agitacion otros 20 minutos. Eliminar la
solucion y lavar 3 veces con agua destilada. Es importante lavar bien el gel.

Colocar el gel en la solucion I11'y mantener 1 hora en agitacion.

Lavar el gel con agua destilada.

Con papel de film y celo hacer un hueco del tamafo del gel en la meseta. Colocar el
gel dentro del hueco. Sobre él se colocard una membrana de nitrocelulosa del mismo
tamafo del gel. Sobre la membrana se coloca un papel 3 MM de igual tamafio al gel
y sobre éste un monton de servilletas con el mismo tamafio del gel. Por ultimo, se
coloca un cristal y sobre éste dos pesos. El conjunto se equilibra con ayuda de una
burbuja. EI montaje se deja toda la noche para que el ADN pase a la membrana de

nitrocelulosa por peso.

Protocolo de fijacién del ADN a la membrana

1.

Limpiar el transiluminador con etanol o agua destilada. Colocar la membrana con el
ADN hacia abajo.

Encender la luz ultravioleta y exponer la membrana 1 minuto y 30 segundos
exactos.

Tras la fijacion, se envuelve la membrana en papel de aluminio hasta su uso.
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Protocolo de prehibridacion de la membrana de nitrocelulosa

1.

3.

Preparar la solucién DIG Easy Hyb afiadiendo 64 ml de H,O mq en dos veces al
propio bote. Disolver bien con ayuda de un bafio a 37°C. Una vez suspendido
conservar durante 1 mes a temperatura ambiente (entre 15 y 25°C).

Prehibridar con la solucién DIG Easy Hyb precalentada (10 ml 100 cm™) a 38°C
que es la temperatura de hidribacién seleccionada.

Prehibridar durante 2 horas.

Protocolo de hervido de la sonda

1.
2.

Precalentar 15 ml de la solucion DIG Easy Hyb a 38°C.

Desnaturalizar la sonda (el producto de PCR) hirviéndolo en un bafio de agua
durante 5 minutos, pasandolo rapidamente a un bafio de agua con hielo.

Afadir 20 pl de la sonda marcada a los 15 ml de la solucién DIG Easy Hyb
precalentada.

Eliminar la sonda de Prehibridacion y afadir la mezcla de solucion de
hibridacion y sonda a la membrana de nitrocelulosa. Incubar 24 horas.

Protocolo de lavados de la membrana de nitrocelulosa

Soluciones necesarias:

Tampon de lavado: 0,1M é&cido maleico, 0,15M NaCl y 0,3% Tween 20 a pH
7,5.

Tampon de &cido maleico: 0,1M &cido maleico y 0,15M de NaCl a pH 7,5.
Tampon de deteccion: 0,1 M Tris-HCl y 0,1M de NaCl a pH 9,5.

SSC 20x: 3M NaCl y 0,3M de CitNaz a pH 7,0.

A partir del stock SSC 20x se preparan dos soluciones de:

- SSC 2x y 0,1% de SDS.

- SSC0,5x y0,1% de SDS.

El procedimiento que se llevo a cabo fue el siguiente:

1.

Calentar la solucion de SSC 0,5x y 0,1% de SDS a 55°C. Descongelar la
solucion de bloqueo.
Hacer dos lavados de 10 ml con la solucién SSC 2x y 0,1% de SDS durante 5

minutos a temperatura ambiente y en agitacion.
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3. Tirar la solucion y realizar un aclarado con la solucion SSC 0,5x y 0,1% de
SDS.
4. Hacer 2 lavados de 15 minutos cada uno con la solucién de SSCO0,5x y 0,1% de

SDS precalentada a 68°C y en agitacion.

Protocolo de deteccién inmunolégica

Todas las incubaciones se realizan a 25°C. Se necesitan las siguientes soluciones:

e Solucion de blogueo 1x: diluir 1:10 la solucion de bloqueo 10x empleando la
solucion de acido maleico. Esta solucion se debe preparar en fresco.
e Solucion de anticuerpos: esta solucidn se debe preparar 10 minutos antes de su
uso.
- Centrifugar anti-digoxigenin durante 5 minutos a maxima velocidad antes de
usarla. Tomar el volumen de la superficie el tubo.
- Diluir la anti-digoxigenin-AP en la solucion de bloqueo con un factor
1:10000.

El protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

1. Tirar la solucién de lavado y aclarar la membrana con el tampon de lavado.

2. Afadir 35 ml del tampdn de lavado durante 1 minuto.

3. Aclarar con la solucién de blogueo 1x. A continuacién, afiadir 100 ml de la
solucion de bloqueo 1x e incubar durante 30 minutos.

4. Eliminar la solucién de bloqueo 1x y afiadir 20 ml de la solucién de anticuerpos.
Incubar durante 30 minutos exactos.

5. Eliminar la solucion de anticuerpos y realizar dos lavados de 15 minutos cada
uno con 100 ml del tampdn de lavado, aclarando previamente la membrana con
la misma solucion.

6. Eliminar el tampon de lavado y equilibrar la membrana con 20 ml del tampdn de

deteccidn durante 3 minutos exactos.

Protocolo de revelado de la membrana de nitrocelulosa

1. Colocar la membrana con el ADN hacia arriba en una bolsa de pléastico y afadir
“SPS ready to use” con una pipeta. Verter, aproximadamente, 2 ml.

2. Cerrar la bolsa y extender el sustrato uniformemente sin que queden burbujas.
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente (entre 15 y 25°C).
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3. Sellar la bolsa e incubar 10 minutos a 37°C.

4. Exponer la membrana al equipo de captacion de imagen.
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