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RESUMEN

La produccion exitosa de alimentos fermentados depende de la presencia y metabolismo de microorganismos,
los cuales otorgaran las cualidades organolépticas deseadas. Es por esta razéon que los microorganismos
utilizados para la iniciaciéon de la fermentacion son determinantes en el resultado del producto final. Durante
la fermentacion, muchos factores pueden afectar la viabilidad de las cepas, haciendo que las resistencias a
estos factores sean cruciales al seleccionar los cultivos iniciadores. Lactococcus lactis es una bacteria
acidoldctica comunmente utilizada en la industria alimentaria en la que se han descrito mutaciones en rutas
de senalizacién que otorgan resistencia a algunos factores de estrés. En este trabajo se utilizaron cepas
resistentes a la lactococina 972 y que presentan, en entre otras, mutaciones en el promotor del operén
dItXABCD, el cual regula los niveles de D-alanizacion en los dcidos teicoicos que determinan la carga neta de
la pared celular, o en el regulador transcripcional LIrG que participa en la cadena de sefiales de respuesta en
el modulo de deteccion de tipo Bee, regulando genes involucrados en la respuesta al estrés y el operdn dit. En
este trabajo se ha determinado que la mutacion de la cepa IPLA1064_Eu (AT.,5), la cual se encuentra en el
fragmento espaciador entre las regiones -10 y -35, provoca un aumento de la actividad del promotor dit
mientras que la de IPLA517_ B5 (A.s,C), que se encuentra anterior al comienzo de transcripcion, causa la
disminucion de la actividad de este promotor. A pesar de no haber conseguido resultados concluyentes sobre
la afinidad del regulador por los diferentes promotores, se puede inferir que esta afinidad no se ve afectada
por las mutaciones y que los cambios de la actividad promotora estdan regulados por los procesos del comienzo

de la transcripcion.

ABSTRACT

Successful production of fermented foods depends on the presence and metabolism of microorganisms, which
impart the desired organoleptic qualities. This is why the microorganisms used to initiate fermentation are
crucial to the final product outcome. During fermentation, many factors can affect the viability of strains,
making resistance to these factors critical when selecting starter cultures. Lactococcus lactis is a lactic acid
bacteria commonly used in the food industry, where mutations in signaling pathways that confer resistance
to certain stress factors have been described. In this study, strains resistant to lactococcin 972 were used,
presenting, among others, mutations in the promoter of the dltXABCD operon, which regulates D-alanylation
levels in teichoic acids determining the net charge of the cell wall, or in the transcriptional regulator LIrG,
which is part of the signal transduction chain in the Bce-type detection module, regulating genes involved in
stress response and the dIt operon. In this work, it was determined that the mutation in strain IPLA1064_En
(AT..05), located in the spacer fragment between the -10 and -35 regions, causes an increase in the activity of
the dit promoter. In contrast, the mutation in IPLA517_Bs (As,C), located in the fragment upstream of the
transcription start site, causes a decrease in the activity of this promoter. Although no conclusive results were
obtained regarding the regulator's affinity for the different promoters, it can be inferred that this affinity is not
affected by the mutations and that changes in promoter activity are regulated by the transcription initiation

processes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes y objetivos

La produccion exitosa de los productos fermentados depende de la presencia y
metabolismo de microorganismos. A pesar de esto, es posible elaborar productos similares
no fermentados con la adicion de acidulantes. Sin embargo, estos productos no
fermentados no poseen las propiedades organolépticas deseadas, y esperadas por los
consumidores, de los productos fermentados gracias a los metabolitos de los

microorganismos presentes (Caplice & Fitzgerald, 1999).

Existen 3 métodos para iniciar la fermentacion en los alimentos. El primero de todos, y el
mas antiguo, depende exclusivamente de los microorganismos enddgenos del material de
partida. Sin embargo, con este método no se puede asegurar que se obtenga una
produccion exitosa o que ni siquiera sea apto para el consumo. Si esta fermentacion resulta
exitosa, es posible reutilizar una porcion de ese producto para iniciar una nueva
fermentacion. Este método se conoce como fermentacién acelerada (backslopping) y
permite seleccionar microorganismos bien adaptados y con las propiedades necesarias

para nuestra fermentaciéon (Buckenhiiskes, 1993).

Las demostraciones de Pasteur de que la fermentacion estaba causada por
microorganismos, llevo a los microbiologos a aislar estor microorganismos responsables.
De este modo, un microorganismo aislado de un producto fermentado podria
reintroducirse en la siguiente fermentacion provocando los mismos resultados. Estas
observaciones dieron lugar a los cultivos iniciadores (Buckenhiiskes, 1993). El grupo mas
importante de bacterias usadas en cultivos iniciadores son las bacterias acidolacticas
(BAL) y, a pesar de existir un amplio numero de géneros, solo algunos son utilizados en
los cultivos iniciadores, siendo estos Lactococcus, Leuconostoc y la especie Streptococcus

thermophilus los mas habituales. (Cogan & Accolas, 1996).

Lactococcus lactis es una BAL utilizada ampliamente en la industria alimentaria,
especialmente en productos lacteos fermentados como los quesos (Wessels et al., 2004).
Durante la fermentacion, la acumulacion de acido lactico puede disminuir la viabilidad de
las cepas, afectando a su crecimiento y la produccién de metabolitos importantes
(Papadimitriou et al., 2016). Por otro lado, como probidticos, las BAL pueden favorecer al

funcionamiento de la barrera intestinal y evitar infecciones e inflaciones (Evivie, 2013). Es
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fermentacion y utilizar cepas resistentes y robustas frente a todo tipo de estrés.

En L. lactis se han descrito sistemas que participan en las resistencias a estrés y se han
desarrollado mutantes resistentes al péptido antimicrobiano lactococina 972 (Lcng72),
mediante la exposicion a concentraciones crecientes a esta bacteriocina, que presentan
mutaciones en rutas de sefializacién que modulan dichos sistemas (Campelo et al., 2020;
Lopez-Gonzélez etal., 2018). Es de nuestro interés determinar el papel de dichas
mutaciones en estas resistencias y para ello, se trabajo con cepas resistentes a Lcng72 que
presentan, en entre otras, mutaciones en la region promotora del operon dit que determina
los niveles de D-alanizacion en los 4cidos lipoteicoicos, o en reguladores transcripcionales

que participan en la cadena de senales de respuesta a estimulos externos.

Con este proposito, se establecieron los siguientes objetivos con el fin de completar el

proyecto formativo:

- Determinar el impacto de las mutaciones sobre la actividad del promotor del
operodn dlt.
- Estudiar la unién del regulador transcripcional LIrG silvestre y mutado a las

regiones promotoras dlt silvestres y mutadas.
1.2. Consideraciones tedricas

1.2.1. Pared celular

L. lactis, como célula Gram-positiva, estd envuelta por una pared celular (PC) que se
distingue por una gruesa capa de peptidoglicano. Esta capa actiia como andamiaje para la
union de otros elementos de la PC como acidos teicoicos, proteinas y polisacaridos
(Chapot-Chartier & Kulakauskas, 2014). Como la macroestructura mas externa, la PC
desempena un papel crucial en la supervivencia bacteriana, actuando como la principal
interfaz sensorial entre la célula y el entorno. La deteccion de dafos en la PC genera
respuestas que normalmente implican cambios en su estructura para neutralizar dicho

dafio y adaptarse a las nuevas condiciones (Martinez et al., 2020).

La PC también juega un papel fundamental en las caracteristicas biologicas y probidticas
de las BAL, incluyendo la resistencia a bacteriéfagos, la textura y maduracion del queso,
tolerancia al estrés, capacidad de adhesién y comunicacion cruzada con el hospedador

(Forde & Fitzgerald, 1999; Hill, 2012; Lebeer et al., 2010; Lortal & Chapot-Chartier, 2005).
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1.2.1.1.  Acidos Teicoicos

Aunque a la PC de Gram-positivas se le pueda atribuir una composicion general, los
glicopolimeros que la conforman presentan una diversidad estructural considerable entre
diferentes especies e incluso cepas bacterianas, especialmente en el caso de los acidos
teicoicos (TA) y polisacaridos, la cual suele modular la resistencia o susceptibilidad a

antimicrobianos (Martinez et al., 2020).

Los TAs son polimeros anidnicos formados por unidades repetidas de alditol-fosfato. Estos
se pueden dividir en dos grupos: acidos teicoicos de pared (WTA), que se unen de forma
covalente a las moléculas de peptidoglicano, y acidos lipoteicoicos (LTA), los cuales estan

unidos a la membrana citoplasmdtica con un glicolipido (Weidenmaier & Peschel, 2008).

Las estructuras mds comunes de los WTAs son poliglicerofosfato [poli(Gro-P)] o
polirribitolfosfato [poli(Rbo-P)], mientras que en el caso de los LTAs consiste en una
cadena de poli(Gro-P). Los hidroxilos libres de las unidades Gro-/Rbo-alditol estan
parcialmente decorados con D-Ala o monosacaridos como Glc, Gal, GlcNAc
(N-acetilglucosamina) (Martinez et al., 2020). Tanto la longitud de estas cadenas como el
nivel de sustitucion pueden variar en funcion de la especie o cepa bacteriana. En la mayoria
de las bacterias Gram-positivas, coexisten ambos tipos de TAs, pero en algunas especies
bacterianas como L. lactis, solo se encuentran LTAs con sustituyentes de D-Ala y Gal

(Kramer et al., 2006).

Los TAs desempefian un papel importante en la funcionalidad de la pared celular. Las
funciones atribuidas a los TAs estdn asociadas con su naturaleza anionica y su distribucion
en la PC. Ademas, el nivel de sustitucion de D-Ala, también influye significativamente en

su funcionalidad, alterando la carga global y local de los TAs (Neuhaus & Baddiley, 2003).

En general, los TAs sirven como reserva de iones en la PC, lo cual puede ser vital para el
correcto funcionamiento de enzimas. Dada su naturaleza anionica, tienen la capacidad de
unir tanto cationes como protones, lo que genera un gradiente de pH a través de la pared
celular (Neuhaus & Baddiley, 2003). Ademas, desempefian mdltiples funciones, entre las
que se incluyen el control de autolisinas, mantenimiento de la morfologia celular,
reconocimiento de bacteridfagos, interaccion con el sistema inmune del huésped y la
participacion en la colonizacion del mismo. En el caso de L. lactis, los niveles de D-Ala en
los LTAs también afecta a la eficacia de secrecion de proteinas, resistencia al estrés UV y
resistencia al antimicrobiano nisina (Duwat et al., 1997; Kramer et al., 2006; Nouaille et al.,

2004).
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Figura 1. Esquema del proceso de la D-alanizacién de LTAs por POT el operén ditXABCD (Neuhaus

las proteinas del operdn dit (Neuhaus & Baddiley, 2003). & Baddiley, 2003). Los 4 genes

dentro del oper6n dit (ditA, ditB, ditC y ditD) codifican las proteinas que catalizan la
incorporaciéon de D-alanina en los LTAs (Figura 1). Este proceso modula la densidad de
carga negativa en la pared celular, lo que desempefa un papel importante en la regulacion
de la tolerancia al 4cido y péptidos antimicrobianos (Boyd et al., 2000; Hao et al., 2017;

Perego et al., 1995).

1.2.2. Sistemas de dos componentes implicados en la respuesta al dafio

celular

El procesamiento celular de estimulos externos se lleva a cabo por sistemas que permiten
responder de manera coordinada para elaborar respuestas especificas. Las bacterias
elaboran respuestas a sefales externas mayoritariamente por sistemas de dos
componentes (TCS). Estos dos componentes son una histidin-quinasa (HK) y un
regulador de respuesta (RR), siendo este ultimo el que se une a las regiones promotoras
de determinados genes, activando o reprimiendo la transcripcién (Alvarez & Georgellis,
2016; Jordan et al., 2008; Stock et al., 2000). Estos TCSs estan implicados en la respuesta a
estrés en muchas especies bacterianas y se ha llegado a demostrar que la presencia de la
bacteriocina Lcng72 activa las respuestas dependientes de estos sistemas e incluso afecta
a la expresion de genes implicados en las resistencias a antimicrobianos (Martinez et al.,

2007).
1.2.3. Moddulo de deteccion y respuesta tipo Lia y tipo Bce

La integridad de la pared celular es crucial para la supervivencia, es por esta razén que las

células estan equipadas con estos sistemas sensoriales que permiten a las células activar
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mecanismos de defensa que suelen involucrar cambios en la envuelta celular. Estos
procesos se conocen como respuesta al estrés de la envuelta celular (CES) y ya han sido
descritos en bacterias modelo como Escherichia coli y Bacillus subtilis (Mitchell & Silhavy,
2019). La respuesta CES en L. lactis esta orquestada por dos TCSs: CesSR y TCS-G junto
con sus rutas de transduccidon de sefiales: tipo Lia y tipo Bce, nombrados asi por los

sistemas homdlogos en B. subtilis.

1.2.3.1.  MOddulo de deteccién y respuesta tipo Lia

El mddulo de deteccidn de tipo Lia estd compuesto por la HK CesS y el RR CesR, y las
proteinas PSP (Phage-shock Proteins) YthABC. Estas proteinas mantienen el sistema
apagado hasta que la célula sufra estrés (p. ej., presencia de Lcngy2), entonces, estas
interacciones se rompen y se activa la ruta de sefializacion (Khan et al., 2019). Entre los
genes regulados por esta ruta se encuentra spxB, que codifica un factor transcripcional que
conduce a la O-acetilacion del peptidoglicano lo cual compromete la actividad microbiana

de la lisozima y Lcng72 (Veiga et al., 2007).

1.2.3.2.  Moddulo de deteccién y respuesta tipo Bce
Antimicrobiano El modulo de deteccion de tipo Bee
. de L. lactis estd constituido por la
Transportador
Espacio gk ABC .
spac HK KinG y el RR LIrG, y el
Extracelular
transportador YsaDCB (Campelo
— .
et al,, 2020). Este es un sistema de
f;ﬁaaiﬁum . detoxificacion de antimicrobianos
CORNCE
en el que el transportador ABC
dltABCD . .
(\ - puede cumplir una doble funcion:
P
°) o S sl sl m> » . .
° participar en la resistencia y en la
Genes biosintesis pared celular
RR - [ ~ - deteccion de antimicrobianos. Sin
YsaDCB embargo, en algunos casos, este
L’E{>E’.>|::>— transportador ~ puede  actuar

Figura 2. Representacion esquematica del modelo de accion ~Unicamente como un sensor de

del médulo de deteccion y respuesta tipo Bce en L. Lactis

(Revilla-Guarinos et al., 2014). antimicrobianos, transmitiendo la

sefal a la HK, pero sin llegar a otorgar resistencia. En B. subtilis, este tipo de modulo solo
regula la expresion de los genes del transportador ABC mientras que en otras especies,

como L. lactis, controlan un regulén extendido que incluye los transportadores ABC, genes



- Universidad de Oviedo Anzu Castro Marcos

— Universida d'Uviéu Grado en Biotecnologia
— University of Ouviedo Facultad de Biologia
LR ¥ (] a8 - b

involucrados en la modificacion de la pared celular como el operon ditXABCD y genes para

la biosintesis de la pared celular (Figura 2) (Revilla-Guarinos et al., 2014).

En el estudio de Wu et al. (2022) se observo que la sobreexpresidn del gen ditD aumentaba
significativamente la tolerancia al acido en la cepa F44 de L. lactis. Para profundizar en el
mecanismo de regulacion, se realizé un ensayo de retardo del ADN vy se identificé que el

regulador transcripcional del TCS-G, LIrG, se une a la region upstream del operon dlt.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas L. lactis utilizadas en este trabajo (Tabla 1) fueron cultivadas a 30 °C en medio
M17 (Formedium | M17 Broth) suplementado con glucosa al 0,5% (GMi7y) al que se le
anadio cloranfenicol (Cm) a una concentracién final de 5 pg/mL en las cepas
transformadas con los plasmidos derivados de pRCR. Se afiadi6 agar al 2% en el caso de

los medios sélidos.

Los cultivos de E. coli utilizados para la clonacién se crecieron a 37 °C con agitacion
(220 rpm) en medio LB (Caldo LB (Lennox) | Sigma-Aldrich) al que se le afiadio Cm a una
concentracion final de 5 pg/mL en los casos de las cepas transformadas con los plasmidos
derivados de pRCR o ampicilina (Amp) 100 pg/mL en los casos de las cepas transformadas
con los plasmidos derivados de pET-21a. Se afnadié agar al 2% en el caso de los medios

solidos.

Para todos los ensayos se utilizaron cultivos de las cepas de 16-18 horas a 30/37 °C
preparados a partir de colonias individuales de cultivos en medio solido obtenidos a partir

de stocks conservados -8o °C.
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Tabla 1. Microorganismos y plasmidos utilizados en este trabajo. Las coordenadas de las mutaciones en
[PLA1064_En e IPLA517_B5 se muestran respecto al inicio de la traduccidén del primer gen del operén
dItXABCD.

MICROORGANISMOS

L. lactis L1403 Cepa silvestre. (Bolotin et al., 2001)

Cepa mutante sin mutaciones en el promotor del (Lépez-Gonzalez et al., 2018)

L. lactis IPLA1064_WT operén dlt.

Cepa mutante resistente a Lcng72 con mutacion (Lépez-Gonzalez et al., 2018)

L. lactis IPLA1064_En en el promotor del operon dit (AT.o5).

Cepa mutante resistente a Lcngz2 con mutacion — (Lgpez-Gonzalez et al., 2018)

L lactis IPLA517_Bs en el promotor del operon dit (A-s,C).

Cepa mutante resistente a Lcng72 con mutacion (Lopez-Gonzalez et al., 2018)

L. lactis IPLA641_D8 en el regulador transcripcional LIrG (AssqE).

E. coli DH10B Cepa competente utilizada para clonacion. (Durfee et al., 2008)

E. coli XL-1 Blue Cepa competente utilizada para clonacién. (XL-1 Blue - EcoliWiki, s. f.)

Cepa competente utilizada para la produccién  (Stydier & Moffatt, 1986)

E. coli BL21(DE3) heterologa de LIrG.

PLASMIDOS

Plasmido reportero utilizado para estudiar la
pRCR actividad de los promotores dIt por (Mohedano et al., 2015)
fluorescencia.

pET 21 Plasmido utilizado para la clonacién y sintesis (pET-21a(+) DNA - Novagen |

del regulador transcripcional LIrG. Sigma-Aldrich, s. f.)
Plasmido utilizado para estudiar la actividad del Este trabai
.. jo
PRCR:Par WT promotor dlt_ WT por fluorescencia.
PRCR::Py; Bs Plasmido utilizado para estudiar la actividad del Este trabajo
ZPdie_

promotor dlt_Bs por fluorescencia.

Plasmido utilizado para estudiar la actividad del

Este trabajo
promotor dlt_En por fluorescencia.

PRCR::Pg_En

Plasmido utilizado para la sintesis del regulador Este trabajo

PET-212:LrG_WT transcripcional LIrG_WT.

Plasmido utilizado para la sintesis del regulador Este trabajo

pET-212:LIrG_D8 transcripcional LIrG_DS.

~
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2.2. Extraccién ADN total y plasmidico

2.2.1. ADN gendémico

A partir de 2 mL de cultivos liquidos de las cepas de L. lactis se realizo la extraccion del
ADN gendmico, para la amplificacion por PCR del fragmento de interés, de acuerdo con
las instrucciones del kit “GenElute” (Sigma-Aldrich) para la extraccion del ADN gendmico

en bacterias Gram-positivas.
2.2.2. Extracto celular

Asimismo, para la confirmacién de los clones transformados de E. coli, 100 pL de cultivos
liquidos de las colonias se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto, desechando el
sobrenadante, se afiadieron 20 pL de una solucion de lisis (0,25% SDS, 50 mM NaOH) y se
incubaron durante 10 minutos a 100 °C. Posteriormente se afiadieron 180 pL de agua, se
centrifugo a 13000 rpm durante 1 minuto y se traspaso el sobrenadante a tubos nuevos que

se almacenaron a -20 °C.
2.2.3. ADN plasmidico

El ADN plasmidico se extrajo siguiendo las instrucciones del kit “High Pure Plasmid
Isolation Kit” (Roche) para posteriormente cuantificar el ADN (Implen NanoPhotometer®)

y comprobar la correcta clonacion mediante ensayos de restriccion y secuenciacion.
2.3. Construccién de los plasmidos reporteros

Con el ADN gendmico extraido (2.2.1) de las cepas de L. lactis (IPLA1064_WT,
IPLA1064_En, IPLAs17_Bs5) se amplificé por PCR el promotor del oper6n dit usando la
polimerasa “Phusion” (Thermo Scientific) (0,02 U/pL) con los cebadores (0,5 pM)
dltBglIl_F1 (5-TCAGATCTGGGTGGAGTTGCGGTAAT-3’) dltXbal_Ri1 (5-GCTCTAGAAT
TTCTTTTTTCTTGTCCA-3’), dNTPs (0,2 mM), Buffer 5x y con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 98 °C 30”; 35 ciclos de 3 etapas: desnaturalizacion 98 °C 107,
hibridacion 50 °C 30", elongacion 72 °C 30”; elongacion final 72 °C 10’; obteniendo el
amplicén esperado de 310 pb.

El amplicon obtenido se purificd con el kit “GFX PCR DNA and gel band purification kit”

(Cytiva). Posteriormente, el promotor del operdn dit y el plasmido pRCR se digirieron con

las enzimas de restriccion BglIl y Xbal (0,3 U/mL) de EURx durante 2,5 h a 37 °C,
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recuperando el ADN en 24 pL de agua tras la purificacion del ADN posterior a la ultima
digestion.

La ligacion del plasmido pRCR con el promotor se realizé a 16 °C en termobloque durante
16-18 h [ligasa T4 (Invitrogen) (0,5 mg/mL), Buffer 5x, pRCR (87 ng/pL), Par 5% (v/v)] para
posteriormente dializar la ligacion sobre agua miliQ durante 30 minutos sobre una

membrana de didlisis “VSWPo4700” (Merk Millipore).

La confirmacién de los clones transformados de E. coli DH10B (2.5) con los plasmidos
derivados de pRCR (Tabla 1), se realizd6 mediante una PCR con “Tag DNA Polymerase
Master Mix RED” (Ampliqon), y el extracto celular para comprobar qué colonias contenian
el inserto correcto de un tamafio esperado de 310 pb (Anexo 1). La PCR se realiz6 con Taq
M-mix [50%(v/v)], dItBglIl_F1 (0,2 uM), dltXbal_R1 (0,2 pM), agua [38% (v/v)] y extracto
celular [8% (v/v)] y las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 95 °C 3’; 35 ciclos
de 3 etapas: desnaturalizacién 95 °C 10”, hibridacién 50 °C 30”, elongacion 72 °C 307;

elongacion final 72 °C 5.
2.4. Construccion de los plasmidos de expresion

Con el ADN gendmico extraido (2.2.1) de las cepas de L. lactis (IL_1403, IPLA641_D8) se
amplifico por PCR el gen [IrG usando la polimerasa “Phusion” (Thermo Scientific)
(0,02 U/pL) con los cebadores (0,5 pM) LIrG-F (5'-CCCCCCATATGACTAAAATATTTATT
GTAG-3) y LIrG-R (5-CCCCCCTCGAGAACCAGAGCATAACCACTTCCTC-3’), dNTPs
(0,2 mM), Buffer 5x y con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial 98 °C 307;
35 ciclos de 3 etapas: desnaturalizacion 98 °C 10”, hibridacion 50 °C 30”, elongacion 72 °C

30”; elongacion final 72 °C 10’; obteniendo el amplicdn esperado de 688 pb.

La purificacion y ligacion del fragmento obtenido con el plasmido pET-21a se realizo
siguiendo las instrucciones mencionadas anteriormente (2.3) digiriendo con las enzimas
de restriccion Ndel y Xhol y con una concentracion final del plasmido pET-21a de 83 ng/pL

en la ligacion.

La confirmacion de los clones transformados de E. coli XL-1 Blue (2.5) con los plasmidos
derivados de pET-21a (Tabla 1) se realizé mediante PCR, descrita anteriormente (2.3),
usando los oligos LIrG-F y LIrG-R para comprobar qué colonias contenian el inserto

correcto de un tamafo esperado de 688 pb (Anexo 2).
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2.5. Transformacion de E. coli

Para transformar E. coli por electroporacion, se utilizaron 15 pL de las ligaciones dializadas
que se afadieron a 50 pL de bacterias electrocompetentes de E. coli DHioB
(pRCR::Pgi_WT, pRCR::Pg._En o pRCR::Pg:_Bs) o E. coli XL-1 Blue (pET-21a:LIrG_WT o
pET-21a::LIrG_D8) obtenidas del stock a -80 °C. Las células junto con la ligaciéon se
sometieron a un pulso eléctrico en el electroporador (Electroporador ECM® 830 de BTX)
con los parametros establecidos para E. coli: 2500 V, 200 , 25 pF. Inmediatamente tras la
electroporacion, se afladié 1 mL de medio de expresion LB a la cubeta de electroporacion,
se mantuvo en hielo hasta poder pasar el contenido de la cubeta a un tubo de ensayo de
plastico y se dejé crecer durante 1 h a 37 °C a 220 rpm. Pasada esta hora, el contenido de
los tubos se reparti6 en placas de medio LB agar 2% con Cm 5 y 10 pg/mL en las
transformaciones con pRCR y Amp 100 g/mL en las transformaciones con pET-21a y se

cultivaron a 37 °C durante 16-18 horas.

En cuanto a los huéspedes para la expresion de lIrG, se transformé E. coli BL21(DE3)
anadiendo 170 ng de plasmido (pET-21a::LIrG_WT o pET-21a::LIrG_D8) a 300 pL de estas
bacterias quimiocompetentes. Las células junto con el vector se sometieron a un shock
térmico manteniéndolas 30 minutos en hielo, 45 segundos a 42 °C y 2 minutos mas en
hielo. Posteriormente, se afiadio 1 mL de medio LBy las células se incubaron durante 1 h a
37 °C con agitacidn. Pasada esta hora, el contenido de los tubos se repartio en placas de

medio LB agar 2% Amp 100 pg/mL y se dejaron crecer durante 16-18 horas a 37 C.
2.6. Transformacion de L. lactis 111403

Las bacterias se transformaron afadiendo 640 ng de los pldsmidos (pRCR::Pg. WT,
pRCR::Pg._En o pRCR::Pg_Bs) a 50 pL de bacterias electrocompetentes de 1L1403. Las
células junto con el vector se sometieron a un pulso eléctrico en el electroporador
(Electroporador ECM® 830 de BTX) con los pardmetros establecidos para L. lactis: 2000 V,
200 (, 25 pF. Inmediatamente tras la electroporacion, se afiadié 1 mL de medio de
expresion SGMr7 (GM17 + 0,5% sacarosa) a la cubeta de electroporacion, esta cubeta se
incubd durante 1 h a 30 °C. Pasada esta hora, el contenido de la cubeta de electroporacién
se repartio en placas de medio GM17 agar 2% Cm 5 pg/mLy se dejaron crecer durante 16-18

horas a 30 °C.
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2.7. Ensayos de la actividad del promotor Pa:

El punto de partida para los ensayos de actividad promotora fueron cultivos de 16-18 horas
a 30 °C en GM17 Cm 5 pg/mL de las cepas reporteras. En estos ensayos se usaron dos

replicados biologicos y dos réplicas de induccion por cada cepa.
2.7.1. Estacionario VS exponencial

El protocolo para la comparacion de la actividad promotora de Pg: en estado estacionario
y exponencial fue el mismo al mencionado a continuacion (2.7.2) excepto por el proceso

de induccion, que no se realizé en este ensayo.
2.7.2. Inducciones

A partir de los cultivos de 16-18 horas se inoculé al 2% medio GM17 Cm 5 pg/mL y se dejo
crecer hasta una ODeoo = 0,3 (2 - 2,5 h) para que las bacterias se encuentren en fase
exponencial a la hora de comenzar los ensayos. Una vez los cultivos llegaron a la densidad
optica deseada, se indujeron goo pL de estos cultivos con los antimicrobianos en sus
concentraciones finales correspondientes [Bacitracina: 5, 1y o (pg/mL); Leng72: 8o, 40,
10,0 (AU/mL)]. Para ello, se prepararon anteriormente las soluciones de los

antimicrobianos a una concentracion 10x para después aniadir 100 pL de estas a los cultivos.

La induccién tuvo lugar a 30 °C durante 30 minutos para permitir la expresion del gen que
codifica la proteina mCherry ocasionada por la activacion del TCS ante la presencia de
antimicrobianos. Una vez finalizado el tiempo de induccion se procedi6 a retirar el medio
de crecimiento con dos lavados sucesivos con PBS (NaCl 138 mM, KCIl 3 mM, Na,HPO, 8
mM, KH.PO, 1,5 mM) en los que se centrifugd 5 min a 16.000 rpm, se retir6 el sobrenadante

y se resuspendio en 500 pL de PBS.

Posteriormente, estas suspensiones se incubaron a 30 °C durante 3 h en oscuridad para
una correcta maduracion de la proteina mCherry (Garay-Novillo et al., 2019). Tras el
periodo de incubacién, se tomaron 200 pL de las suspensiones celulares y se depositaron
en los pocillos de una placa microtiter de 96 pocillos y se determind la densidad optica a
600 nm con agitacion suave de 10 segundos previa a la lectura en el espectrofotometro de

microplacas “Benchmark Plus Microplate Reader” (Bio-Rad).

A partir de cada muestra depositada en la placa microtiter, se traspasaron 4 alicuotas de
20 pL a una placa de 96 pocillos para qPCR. Para medir la fluorescencia producida por la

proteina mCherry, se utilizo el sistema para qPCR a tiempo real “7500 Real-Time PCR

11
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System” (Applied Biosystems), utilizando el protocolo de presencia/ausencia para detectar
ROX, un fluoréforo con excitaciéon (580 nm) y emision (605 nm) similar a los de la proteina
mCherry (Excitacion: 587 nm; Emision: 612 nm). Los valores de fluorescencia obtenidos se
normalizaron mediante la division de estos resultados obtenidos del sistema de qPCR

entre la densidad Optica a 600 nm leida en el espectrofotdometro (F/ODgoo).
2.8. Induccion de la expresion de lIrG en pET-21a

A partir de colonias de transformantes de E. coli BL21(DE3) se inocularon 50 mL de medio
LB con Amp 100 pg/mL en una botella de 250 mL, para tener mejor aireacion, y se incubo
a 37 °C con agitacion (220 rpm) hasta alcanzar una ODeoo de 0,6 (2,5 — 3 h). Al cultivo se le
anadio IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y se dividié en dos tubos para comprobar

diferentes protocolos de induccién.

Uno de estos tubos se incub¢ a 37 °C durante 2,5 horas y posteriormente se introdujo en
hielo durante 5 minutos para después centrifugar a 5000 g a 4 °C por 5 minutos. Se desecho
el sobrenadante y las células se resuspendieron en 0,25 volumenes de Tris-HCI pH 8, se
volvid a centrifugar a 5000 g a 4 °C por 5 minutos desechando el sobrenadante y las células
se almacenaron a -20 °C. Por otro lado, el otro tubo se incubd a temperatura ambiente con
agitacion suave durante 16-18 horas y al dia siguiente se sigui6 el mismo proceso de lavado.
Previamente y tras la induccién con IPTG se tomaron y lavaron alicuotas de 1 mL de cada

proceso de induccion para compararlos posteriormente.

Las alicuotas de 1 mL tomadas anteriormente se resuspendieron en 75 pL de agua y se
hirvieron a 100 °C durante 10 minutos junto con el tampdn de carga 4x para provocar la
lisis de las células. Para comprobar si la induccion fue positiva se realizé un gel de

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes con estas muestras.
2.9. Purificacion de LIrG

Las células inducidas se resuspendieron en 4 mL de tampdn de lisis (50 mM NaH2POg,
300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8) y se realizaron tres ciclos de congelacion a -8o °Cy
descongelacion a temperatura ambiente. A continuacidn, se sonico (Vibra cell, Sonics &
Materials) con tres ciclos de 15 segundos y 30 segundos de descanso en hielo con una
amplitud del 40% seguidos de otros tres ciclos de la misma duracion con amplitud del
30%. El contenido se repartié en eppendorfs de 2 mL, se centrifugaron a 13000 rpm a 4 °C

durante 30 minutos y se recogio el sobrenadante, al que se le afiadié 200 pL de resina

12
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“Ni-NTA Superflow” (Quiagen) y se mantuvo a 4 °C durante 16-18 horas con agitacion

suave en un agitador de tipo noria “SB2 Rotator” (Stuart).

Pasado este tiempo se prepararon las columnas “Poly-Prep Chromatography Column”
(Bio-Rad) con 6 mL del tampdn de lisis y se afiadio la muestra una vez todo el tampdn
habia eluido. A continuacion, se volvieron a afiadir 6 mL del tampoén de lisis. Después, se
afnadieron 10 mL de tampdn de lavado (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol,
pH 8) y finalmente se eluy? la proteina con 2 mL del tampdn de eluciéon (50 mM NaH2POg,
300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8) tomando o,5 mL en eppendorfs. Las fracciones
resultantes se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12,5% en condiciones

desnaturalizantes para determinar en cudles se encontraba nuestra proteina.
2.9.1. Cuantificacion

La cuantificacidn de la proteina purificada se realizé mediante el método de Bradford. Para
ello, se juntaron las fracciones con mayor cantidad de proteina tras la purificacion y se
prepararon dos diluciones de 1:2 y 1:5, como patrén para la recta de calibrado se us6 BSA
en diferentes concentraciones [2; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 (mg/mL)]. En una placa de 96
pocillos se afiadieron 5 pL de las muestras y del patrén junto con 250 pL de la solucion de

Bradford (Bio-Rad) y se midio la absorbancia a 595 nm (Infinite M Nano, TECAN).
2.10. Ensayo de retardo en gel

Los fragmentos de ADN de las regiones promotoras se prepararon por PCR usando los
cebadores descritos anteriormente (2.3). Los ensayos se realizaron con cinco
concentraciones finales de proteinas [o, 2, 4, 6, 8 (UM)] y con 13 ng de ADN. El volumen
final de las muestras fue de 10 pL en los que se afiadi6: tampén EMSA s5x [Tris
(12,1 mg/mL), glicerol (25% v/v), pH 7,9], BSA (0,05 mg/mL) y se completé con un tampon
de dilucién de proteinas [NaH,PO, (20 mM), NaCl (120 m), pH 8]. Esta mezcla se incub6
a 25 °C durante 30 minutos para posteriormente introducirlas directamente en hielo. Las
muestras se cargaron en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% al que se le
aplicé 200 V durante 35 minutos en tampdn TBE [TBE 10x: Tris (108 mg/mL), dcido bérico
(55 mg/mL), EDTA (7,5 mg/mL), pH 8,3] a 4 °C manteniendo la cubeta de electroforesis
en hielo. Los geles se tifieron con “SYBR Green” seguin el protocolo del kit “Electrophoretic

Mobility-Shift Assay (EMSA)” (Invitrogen) para observar las bandas de ADN.

13
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2.11. Tratamiento de datos y andlisis estadistico

Las representaciones graficas de los resultados obtenidos y sus andlisis estadisticos se
realizaron en el programa Excel [version 16.42 (2010102)] del paquete de Office 365. Las
diferencias se evaluaron mediante la prueba t Student implementada en Excel

considerando como diferencias significativas un valor p < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Actividad del promotor P4 en estado estacionario VS exponencial

Con el propdsito de comprender las consecuencias de las mutaciones del promotor dlt, se
construyeron vectores reporteros derivados del plasmido pRCR (Mohedano et al., 2015), el
cual incluye el gen reportero mrfp codificante de la proteina fluorescente mCherry
precedido del MCS (sitio multiple de clonacion) en el que se insertaron los diferentes
promotores del operon dlt. Previo a los ensayos de induccion con antimicrobianos, y para
estudiar estos efectos de estas mutaciones se decidié comprobar la actividad del promotor

dlt en diferentes estados del crecimiento bacteriano (Figura 3).
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Figura 3. Actividad de los promotores del operén dit de las cepas mutantes (IPLA1064 WT,
IPLA1064_En e IPLA517_Bs). * (p < 0,05).
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Analizando la F/ODe¢o en los diferentes estados, se logré observar un aumento
significativo de la actividad del promotor en el caso de los promotores WT y Eu en el
estado estacionario respecto al exponencial, lo que podria sugerir que las bacterias se
encuentren bajo estrés al llegar a esta fase. En cuanto a la comparacién de las mutaciones,
el promotor Eu tiene una actividad significativamente mayor, dando un factor de
induccion de 4,8 respecto al promotor silvestre, lo que puede significar una mayor afinidad
del regulador transcripcional por este promotor o que la mutacion provoque un aumento
de la expresion basal del operon dIitXABCD. Sin embargo, esta actividad en Bs es
significativamente menor (factor de induccién de 0,05 respecto al promotor WT), por lo
que el regulador podria tener mas complicaciones a la hora de unirse a esta region. En
este caso, la sobreexpresion de los genes dit en Eun podria ser una de las principales
consecuencias a la resistencia Lcng72 de esta cepa, aunque puede haber mds razones.
Respecto a Bs, esta resistencia se debe a otros sistemas de la cepa ya que su promotor dit
se encuentra practicamente inutilizado y no sufriria la D-alanizacion que cambie la carga

neta de su pared celular.

-140 _35 —10 -81

atataaatta aacttacaca aatgtaagtt tttttTcttt aataaatgtt ataatcagAg
MutE1l1l MutBb5
(AT-105) (A-82C)

-80 -11

tcataaatga tatgagatta actgattatt ctaaaaacct cttattactt tatatttaaa
+1

-10 -1

aggagttcca atg..
2>ditx

Figura 4. Secuencia del promotor Py de L. lactis L1403 y las mutaciones detectadas (azul) en los mutantes Lcn972R
L. lactis IPLA517-B5 y L. lactis IPLA1064-E11. Las regiones -35 y -10 se indican en rojo y la secuencia reconocida por
LIrG (ANCTTACA-N4-TGTAAGNT) doble subrayado. Las coordenadas se muestran respecto al inicio de la traduccién del
primer gen del operdn ditXABCD.

Considerando estos resultados (Figura 3) junto con las mutaciones detectadas (Figura 4),
podemos observar que la delecion en el promotor del mutante En1 causa un acortamiento
en la region espaciadora, entre las regiones -35y -10, provocando que pase de 18 pb a 17 pb
y, en este caso, que el promotor tenga una actividad muy superior respecto al promotor
silvestre. El espaciado entre las regiones -10 y -35 es un factor critico en la actividad de un
promotor. La distancia mas conservada entre estas regiones suele ser de 17 pb aunque
puede variar segun el promotor (Mulligan et al., 1985). Se ha demostrado que inserciones
o deleciones en esta region pueden variar la actividad del promotor, comunmente siendo
menos activos los promotores que se alejan del espaciado mds conservado. Por estas

razones, la delecion en la region espaciadora del mutante IPLA1064_En aproxima este
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espaciado a uno mas afin para la ARN polimerasa, haciendo que su unién sea mas 6ptima

y causando ese aumento de la actividad (Hawley & McClure, 1983).

Por otro lado, la mutaciéon en IPLA517_Bs (A->C) se encuentra fuera de la region
espaciadora, entre la region -10 y el inicio de la transcripcion, también conocida como
secuencia discriminadora. Algunos articulos describen una region del factor ¢ de la ARN
polimerasa (region 1.2) la cual interacciona con las zonas proximas a la region -10 una vez
se ha abierto la doble hélice de ADN. Estas interacciones estabilizan la unidn
polimerasa-promotor permitiendo que la cadena molde entre al centro activo de la
proteina (Hook-Barnard & Hinton, 2009). También se ha demostrado que el contenido de
G+C de esta region es esencial para la apertura de la doble hebra del promotor y la
relajacion de la hélice de ADN, y se han descrito mutaciones de esta misma sustitucion
(A->C) causan un descenso de la vida media del complejo ADN-proteina incluso mas de
10 veces inferior a los genotipos silvestres (Forquet et al., 2021; Haugen et al., 2006). Es
muy probable que la mutacion encontrada en la secuencia discriminadora de IPLA517_Bs
dificulte la apertura de la doble hebra de ADN, disminuyendo la vida media del complejo

polimerasa-ADN de tal manera que la transcripcion desde este promotor es minima.
3.2. Actividad del promotor Pa tras induccién con bacitracina

La bacitracina es un antimicrobiano que interfiere con la biosintesis de la pared celular
uniéndose al transportador de lipidos undecaprenil-fosfato, un intermediario critico en
este proceso, interrumpiendo el flujo de precursores de peptidoglicano hacia el sitio de
sintesis, debilitando la pared celular hasta la muerte de la bacteria (Economou et al., 2013).
La ruta de tipo Bce del TCS-G recibe este nombre del modulo de resistencia a bacitracina
BceRSAB de B. subtilis. Ademas, se ha demostrado que la bacitracina extracelular activa
los sensores de este TCS transmitiendo la sefial a la HK y consecuentemente al

correspondiente RR (Ohki et al., 2003).

Para comprender mejor este sistema en L. lactis y las consecuencias sobre los mutantes
resistentes a Lcng72, se estudio la actividad del promotor del operon dlit tras la induccion

con bacitracina.

En los resultados de este ensayo (Figura 5), se puedo observar un aumento significativo de
la actividad del promotor WT y del mutante Bs, lo que concuerda el sistema de
funcionamiento del TCS-G (Ohki etal.,, 2003), y que, ademds, aumenta con las

concentraciones superiores ensayadas de bacitracina. En el caso del promotor mutante En
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no se logro apreciar ningin cambio significativo, lo que significa que el operén dit de este
mutante se expresa de forma constitutiva en condiciones fisiologicas y no se ve afectado
por mas sefiales del TCS-G. En cuanto al aumento de la actividad del promotor mutante
Bs se pudo observar un factor de induccién de 10,75 con la induccién de 5 pg/mL de
bacitracina, por lo que, a pesar de la mutacién, el promotor mutante Bs sigue

respondiendo a las sefiales del TCS-G, aunque sigue demostrando una actividad inferior.

» 1000
e
o
E 900 %
800 |
700
o 600
=}
=1
500
Q
=
400
300
*
200 %
100 |
o -
Bacitracina o L o L o X
(pg/mL) 5 5 5
W1 En Bs

L. lactis 1L1403/pDltn

Figura 5. Actividad de los promotores del operon dlt de las cepas resistentes a Lengy2 (IPLA1064_WT,
IPLA1064_En1 e IPLA517 Bs) tras la induccion con concentraciones crecientes de bacitracina.

*(p < 0,05).

3.3. Actividad del promotor Par tras induccién con Lecng7z2

Con el fin de demostrar si los aumentos de la actividad en el promotor mutante Bs se
pueden deber a la participacién de otro tipo de regulador transcripcional, se indujo la cepa
reportera transformada con el promotor WT con la bacteriocina Lcngy2. Esta bacteriocina
inhibe la sintesis de peptidoglicano e induce la sefalizacidn del sistema CesSR tipo Lia de
L. lactis (Martinez et al., 2007). Este sistema es un TCS de tipo Lia, similar al sistema LiaSR
descrito en B. subtilis y que se ha demostrado que el regulador transcripcional de este

sistema en Enterococcus faecalis también regula el operén dlitXABCD (Morris et al., 2024).
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Figura 6. Actividad de los promotores del operén dit de la cepa IPLA1064_WT en la cepa silvestre
IL1403 tras la induccidn con concentraciones crecientes de Lcng72. * (p < 0,05).

En este caso (Figura 6) no se logré observar ningiin cambio significativo en la actividad del
promotor en las inducciones con diferentes concentraciones de Lcngy2, por lo que no se
ha demostrado que el sistema CesSR afecte a la regulacidon del operon dlt en L. lactis. Por
lo tanto, los resultados anteriores (Figura 5) podrian deberse a que al exponer L. lactis a
bacitracina, se provoca una mayor sintesis del regulador transcripcional LIrG, el cual
colabora en la uniéon de mas ARN-polimerasa en este promotor, haciendo que sus niveles
de transcripcion sean superiores, pero sin poder alcanzar los niveles del promotor

silvestre.
3.4. Induccion de la sintesis y purificacion de LIrG

Para determinar si la afinidad del regulador transcripcional LIrG y su versién con la
mutacion AiE por el promotor dlt se ve afectada por las mutaciones detectadas en el
promotor dit de las cepas 517_B5 y 1064_E11, se construyeron vectores derivados del
plasmido pET-212 para la produccion heterdloga de LIrG. En este vector, la expresion del
gen lIrG estd controlada por T7lac, un promotor del fago T seguido del operador lac. Para
activar la expresion del gen, el huésped debe poseer el promotor lacUV5 y el gen para la

T7 ARN polimerasa. Este promotor se inducira con IPTG, lo que provocara la sintesis de la
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ARN polimerasa que comenzara la transcripcion desde el promotor del fago T7 de nuestro

vector (Studier & Moffatt, 1986).

Como se observa en el anexo 3, la induccién con IPTG fue positiva ya que se puede apreciar
un aumento en la intensidad de las bandas ligeramente superiores a los 25 kDa en todos
los cultivos inducidos, lo que corresponde con nuestra proteina de interés (25,5 kDa).
Ademas, estas bandas parecen ser ligeramente mas intensas en los casos de los cultivos
con induccion de 16-18 horas a temperatura ambiente. Aun asi, como ambas inducciones
fueron positivas, se juntaron las células procedentes de los diferentes métodos de

induccion para continuar con la purificacion de la proteina.

La cromatografia de afinidad sobre metales inmovilizados (IMAC) se utilizé por primera
vez para purificar proteinas utilizando el ligando quelante 4cido iminodiacético (IDA)
cargado con iones metdlicos como Zn**, Cu** o Ni**, y luego utilizados para purificar una
variedad de proteinas y péptidos diferentes (Porath et al., 1975). En nuestro caso se usé
acido nitrilotriacético (NTA) el cual ocupa cuatro de los seis sitios de union en la esfera de
coordinacion del ion niquel, a diferencia de los tres del IDA, dejando dos sitios libres para
interactuar con la cola de seis histidinas (6xHis) que se agregd al extremo N-terminal de
la secuencia de nuestra proteina con el plasmido pET-21a. Esto provoca una mayor
estabilidad para retener iones metdlicos lo que permite realizar lavados de columna con
condiciones mads estrictas y por lo tanto obtener un mayor rendimiento de purificacién

(Crowe et al., 1995).
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Figura 7. Geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12,5% de la purificaciéon de LIrG. (A) Purificacion
de LIrG_WT en E. coli BL21(DE3)/pET-21a::LIrG_WT [1] Extracto sin induccion. [2] Extracto con induccién con
0,5 mM IPTG. [3] Marcador. [4] Fraccion eluida o. [5] Fraccion eluida 1. [6] Fraccion eluida 2. [7] Fraccidon
eluida 3. [8] Fraccién eluida 4. [9] Fraccion eluida 5. (B) Purificaciéon de LIrG_D8 en E. coli BL21(DE3)/pET-
21a:LIrG_WDS8 [1] Extracto sin induccién. [2] Marcador. [3] Extracto de con induccién con 0,5 mM IPTG.
[4] Fraccién eluida o. [5] Fraccién eluida 1. [6] Fraccion eluida 2. [7] Fraccion eluida 3. [8] Fraccion eluida 4.
[9] Fraccidn eluida 5.
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La purificacion tanto de LIrG_WT como su version mutada LIrG_D8 fue efectiva. Como se
puede ver en la figura 7, la mayor cantidad de la proteina se obtuvo en las dos primeras
fracciones de elucion. Ademas de la proteina de interés, también se pudo apreciar otra
proteina copurificada de mayor tamario, cercana a los 50 kDa, en todas las fracciones de
elucién que podria deberse a la dimerizacion de LIrG. Se juntaron las fracciones con mayor
cantidad de proteina (LIrG_WT: o+1+2; LIrG_D8: 0+1) y se continud con la cuantificacion

de la proteina para posteriormente realizar el ensayo de retardo en gel.
3.5. Ensayo de retardo en gel

Para determinar si la afinidad del regulador transcripcional LIrG por el promotor dlt se ve
afectada por las mutaciones de estas cepas, se realizaron ensayos de retardo en gel, el cual
es un método rapido y sensible para detectar interacciones proteina-acido nucleico y que
se basa en la observacion de que la movilidad electroforética de un complejo

proteina-acido nucleico es tipicamente menor que la del 4cido nucleico libre.

Los primeros geles realizados se utilizaron para determinar las condiciones del ensayo y
que se podia observar la union de la proteina al ADN, para ello se siguieron los protocolos
descritos por Wu et al. (2022) y el manual de Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Kit. En estos primeros geles se usd6 como control negativo el promotor Piimg.44; de L. lactis,

el cual no posee ningin motivo de unién para la proteina LIrG.

A pesar de seguir los protocolos descritos anteriormente, no se pudo apreciar el retardo
del ADN en el control positivo, el promotor del operén dlt, por lo que se decidio seguir
trabajando tnicamente con LIrG_WT hasta encontrar las condiciones optimas de
reaccion. Ademads, todas las muestras tenian un barrido que recorria toda la calle y
dificultaba la vision de posibles bandas retardadas (Anexo 4). Por estas razones, se decidio
retirar el ADN de esperma de salmén, recomendado como un competidor no especifico en
las reacciones, y posible causante del barrido, aunque podria disminuir la inespecificidad
de la reaccion. También, las proteinas se dializaron sobre el tampdn de elucion sin
imidazol en membranas de didlisis “VWSPo4700” (Merk Millipore) para intentar reducir
el imidazol del tampon de elucion en el que se encuentran las proteinas. No se ha logrado
encontrar una evidencia clara de que el imidazol pueda afectar a la uniéon de
proteina-acido nucleico, pero si se han encontrado trabajos que dializan las proteinas
antes del ensayo o que si expresan que el imidazol perjudica esta union pero no se concreta
ninguna concentracién (Bessonova et al., 2019; Fuellgrabe et al., 2011; Martinez et al.,

2007). Ademas, también se decidid diluir la concentracion de sales en las muestras usando
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un tampon similar al de elucion que se llamo6 tampdn de dilucidon de proteinas [NaCl
(120 mM), NaH,PO, (20 mM), pH 8]. Otro paso en la optimizacion del proceso fue la
adicién de acetilfosfato de litio y potasio a concentracion final 50 mM, el cual participa en

la fosforilacion necesaria del regulador transcripcional para su unién con el ADN.

Con estos nuevos cambios en el protocolo, se logré observar unas bandas mucho mas
limpias e incluso se logr6 apreciar bandas con menos movilidad (Figura 8). Aun asi, estas
bandas eran poco claras ya que también se podian ver en el control sin proteina. Sin
embargo, en las calles con mayores concentraciones de proteina, esta banda se encontraba

mas retrasada que en el resto.
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Figura 8. Gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de ensayo de retardo en gel para la
determinacion de las condiciones de ensayo de la union de LIrG a Pdlt. (1) Marcador. Concentracién de
proteina: (2) o pM. (3) 2 pM. (4) 4 pM. (5) 6 pM. (6) 8 uM de LIrG.

Como cambio final en los dltimos geles se decidié aumentar la relacion proteina/ADN
usando 1,3 ng de ADN y 20 pM de proteina para intentar apreciar mejor las bandas con
menos movilidad. A estos geles se les aplico 100 V durante 1 hora para reducir al minimo

el calentamiento de los geles a pesar de estar refrigerados durante todo el proceso.
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Figura 9. Gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de ensayo de retardo en gel con
promotores dit WT, En y Bs. (1) Marcador. (2,3) Control negativo: o y 20 uM de LIrG. (4,5) dit_WT:
0y 20 UM. (6,7) dit_En: oy 20 uM. (8,9) dit_Bs5: 0y 20 pM.

En el gel de la figura g se logro observar que en las calles que contenian proteina, la banda
de ADN mads adelantada disminuia su intensidad, menos en el caso del control negativo.
Eso puede significar que si se obtuvo unidn del regulador, impidiendo la movilidad del
ADN. Sin embargo, las bandas mas lentas no se lograron apreciar con claridad, aunque
parece poder distinguirse una banda en los comienzos de las calles por lo que la duraciéon
de la electroforesis no fue la adecuada. Aun asi, a pesar de haber seguido los protocolos
descritos por otros investigadores y haber intentado adaptarlos a nuestro trabajo, no se

logroé obtener resultados claros que nos den una conclusion definitiva.

Tomando este ultimo gel como un resultado positivo y comparando con los resultados
anteriores, aunque no sea posible cuantificarlo, es probable que la afinidad del regulador
LIrG no se vea afectada por estas mutaciones, ya que todos los fragmentos de los
promotores han sufrido retardo de ADN, incluso el promotor mutado B5 que tenia una
actividad casi nula. Esto quiere decir que las diferentes actividades de estos promotores
estan reguladas por los mecanismos del proceso de transcripcién como las interacciones
de la ARN polimerasa con las regiones -10 y -35 del promotor, haciendo que se facilite su
union, y la apertura de la doble hebra de ADN, lo cual va a determinar la estabilidad y vida

media del complejo ADN-proteina.
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4. CONCLUSIONES

Con todos los resultados obtenidos durante este proyecto formativo podemos extraer las

siguientes conclusiones:

e La deleciéon dentro del fragmento espaciador entre las regiones -10 y -35 en el
promotor dlt de la cepa IPLA1064_Fu, aproximando su tamafio a uno mas
consenso, provoca un aumento en su actividad y la expresion constitutiva de este
operdn, siendo esto uno de sus mecanismos de resistencia a Lcngy2.

e Lasustitucion dentro de la secuencia discriminadora en el promotor dlt de la cepa
IPLAs517_Bs5, aumentando los pares de G+C, provoca un descenso en su actividad,
haciendo que la transcripcion del operon dlt no sea uno de los mecanismos que los
otorga la resistencia a Lcng72.

e Lainduccion de las cepas reporteras con bacitracina activa el sistema de deteccion
de tipo Bce y provoca un aumento de la actividad del promotor dIt.
Concentraciones crecientes de bacitracina aumentan esta actividad salvo en el
promotor mutante E11, en el cual ya se expresa de forma constitutiva.

e Lainduccion de las cepas reporteras con Lengy2 no activa el sistema de deteccion
de tipo Bce. El sistema de deteccion y respuesta de tipo Lia, que si responde a
Lcng72, no afecta a la actividad del promotor dlt.

e La afinidad del regulador transcripcional LIrG no parece verse afectada por las
mutaciones en los promotores. Las diferencias en la actividad promotora estan
provocadas por los cambios en los procesos del comienzo de la transcripcion, como
la union de la ARN polimerasa a las regiones -10 y -35 y la apertura de la doble

hebra de ADN.

Como perspectivas futuras para este trabajo, seria de utilidad completar la optimizacion
de los ensayos de retardo en gel y confirmar si la afinad de LIrG se ve afectada por las
mutaciones, asi como determinar el impacto de la mutacion As.E en la actividad de dicho
regulador. También, el plasmido reportero pRCR::Py_WT generado en este trabajo puede
ser de utilidad para estimar los niveles de expresion de los genes dlt en otras cepas o en

diferentes condiciones de crecimiento y frente a diferentes antimicrobianos.
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ANEXOS

Anexo 1. Geles agarosa (2%) de la comprobacion de los clones transformados de
E. coli DH10B con los plasmidos derivados de pRCR. (A) [1] Control negativo PCR.
[2] Marcador. [3] Control positivo PCR con extracto de IL1403. [4] Clones transformados
con pRCR::Pg:_WT. [5] Clones transformados con pRCR::Pg;_En. (B) [1] Control negativo
PCR. [2] Marcador. [3] Control positivo PCR con extracto de ILi403. [4] Clones
transformados con pRCR::Pgr_Bs.

Anexo 2. Geles agarosa (2%) de la comprobaciéon de los clones transformados de
E. coli XL-1 Blue con los plasmidos derivados de pET-z1a. (1) Control negativo PCR.
(2) Marcador. (3) Control negativo ADN con plasmido pET-21a. (4) Clones transformados
con pET-21a::LIrG_WT. (5) Clones transformados con pET-21a:LIrG_D8.
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LIrG
(25,5 kDa)

Anexo 3. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% de los extractos de E. coli
BL21(DE3)/pET-21a::LIrG. (1) Extracto E. coli BL21(DE3)/pET-21a::LIrG_WT sin induccién. (2)
Extracto E. coli BL21(DE3)/pET-21a::LIrG_WT con induccién durante 3 horas a 37 °C. (3)
Extracto E. coli BL21(DE3)/pET-21a::.LIrG_WT durante 16-18 horas a temperatura ambiente. (4)
Marcador. (5) Extracto E. coli BL21(DE3)/pET-21a::LIrG_D8 con induccién durante 3 horas a 37
°C. (3) Extracto E. coli BL21(DE3)/pET-21a::LIrG_D8 durante 16-18 horas a temperatura
ambiente

Anexo 4. Gel no desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de los primeros ensayos de
retardo en gel con LIrG_WT con las condiciones descritas por Wu et al. (2022).
(A) Control positivo con Pge wr. [1,2]Marcador. Concentraciones de LIrG_WT: [3] o puM.
[4] 2 pM. [5] 4 pM. [6] 6 pM. [7] 8 pM. (B) Control negativo con Pjymgzs;. [1,2]Marcador.
Concentraciones de LIrG_WT: [3] o uM. [4] 2 pM. [5] 4 pM. [6] 6 pM. [7] 8 pM.
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