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RESUMEN






Algunas bacterias del acido lactico (BAL) sintetizan exopolisacaridos (EPS) que
mejoran las propiedades reoldgicas de alimentos fermentados, lo que despierta su
interés industrial. Ademas, algunos de ellos han demostrado poseer propiedades
beneficiosas para la salud (antitumorales, inmunomoduladoras, hipocolesterolémicas
o prebidticas) y, por tanto, son buenos candidatos para la elaboracién de alimentos
funcionales. Entre los EPS, los dextranos son sintetizados por especies de los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus y Weisella de forma constitutiva
o inducible. Sin embargo, poco se conoce sobre la regulacién de la expresion de las

proteinas que los sintetizan, las dextransacarasas.

El presente trabajo de tesis doctoral se ha centrado en la caracterizacién a nivel
molecular, fisioldgico, metabdlico y fisicoquimico de los EPS producidos por
Lactobacillus sakei MN1 (EPS-LS) y Leuconostoc mesenteroides RTF10 (EPS-LM), dos
BAL aisladas de productos carnicos, y en el estudio de la funcionalidad bioldgica de

dichos polimeros, como agentes antivirales e inmunoestimulantes.

En primer lugar, se ha determinado que ambas cepas, en presencia de sacarosa
como fuente de carbono, producen homopolisacdridos tipo dextrano con enlaces a-(1-
6) en su cadena principal y un 3 % (EPS-LS) o un 9 % (EPS-LM) de ramificaciones con
enlaces a-(1-3). Dichos polisacdridos se encuentran asociados a la pared celular o

rodeando a las células, segun se ha observado por microscopia electrénica.

Como resultado del estudio genético, se ha demostrado que los genes dsr que
codifican las dextransacarasas responsables de la produccién del EPS-LS y el EPS-LM, se
encuentran localizados en plasmidos diferentes denominados pMN1 (13,7 kpb) vy
pRTF10 (20,6 kpb), respectivamente. Ademas, la secuenciacién completa de pMN1
(11.126 pb) ha revelado que pertenece a una familia de plasmidos que replican por el
mecanismo de tipo theta, cuyo prototipo es pUCL287, y que contiene un replicon (el
origen de replicacidon y los genes repA y repB), el gen dsrLS y 7 marcos de lectura
abierta. También, se ha estudiado la expresidn del gen dsrLS a nivel transcripcional y
los resultados obtenidos indican que la dextransacarasa DsrLS se sintetiza a partir de
un transcrito monocistronico y otro policistronico, que incluye los genes repA, repB y

dsrLS, y que la expresion de ambos mRNAs no se ve incrementada por la presencia de



sacarosa en el medio de cultivo. Por tanto, esta hexosa no es un agente inductor de Ia
expresion de DsrLS siendo este el primer caso descrito de expresion sincronizada de
una dextransacarasa y de la maquinara replicativa de un plasmido. El analisis
bioinformatico del producto de dsrLS ha revelado que codifica un péptido de 1.767
aminoacidos con una masa molecular de 190.039 Da y que contiene un péptido lider
en su extremo amino terminal, lo que indica que DsrLS debe ser una proteina
extracelular. Los modelos de la estructura 3D de DsrLS, basados en homologia de
aminodacidos y de conformacién estructural, indican que es un enzima dimérico cuyo

sustrato es la sacarosa y que posee actividad dextransacarasa.

Para evaluar la funcionalidad biolégica de estos dextranos, se han optimizado las
condiciones de produccidon del EPS-LS y el EPS-LM en medio definido, obteniéndose
una recuperacién de los mismos del 80 % con un grado de pureza del 99 %. Ambos EPS
han mostrado actividad antiviral in vitro frente a la infeccion por dos virus de
salmdnidos: el virus de la necrosis hematopoyética infectiva (VNHI) y el virus de la
necrosis pancreatica infectiva (VNPI). Ademas, se ha comprobado que el EPS-LS in vivo
posee actividad antiviral y actia como un agente estimulante de la respuesta inmune

de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Por otro lado, Lb. sakei MN1 tiene la capacidad de agregarse y formar
biopeliculas cuando crece en presencia de glucosa (no produce dextrano), pero no en
presencia de sacarosa (produce dextrano). Esta caracteristica ha permitido demostrar
su efecto probidtico como colonizadora del intestino de larvas gnotobidticas de pez
cebra (Danio rerio) en estudios de competicidon con el patégeno de peces Vibrio
anguillarum. Finalmente, los resultados indican que la colonizacion de las larvas por Lb.
sakei MN1, al igual que la capacidad de agregacion y formacion de biopelicula de la

bacteria, es superior en condiciones de no produccién de dextrano.

Por todo lo expuesto, tanto Lb. sakei MN1 por su potencial probiético, como el
EPS-LS que produce, por su accién inmunomoduladora y antiviral, resultan muy
prometedores para su aplicaciéon en el desarrollo de piensos funcionales para

salmodnidos.
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1. LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un grupo heterogéneo de bacterias
Gram positivas con un contenido en G+C inferior al 50 %, por lo que se engloban
dentro del filo Firmicutes. Las BAL se caracterizan en lineas generales por ser cocos o
bacilos, catalasa negativas (aunque en algunos casos pueden poseer una
pseudocatalasa), aerotolerantes, anaerobias facultativas o microaerdfilas, no
esporuladas, inmdviles, acido-tolerantes, oxidasa negativas y con un metabolismo de
carbohidratos estrictamente fermentativo del cual se obtiene como producto principal

o unico el acido lactico.

1.1. Clasificacion taxondmica

En la 12 edicién del Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology de 1986 [1], las
BAL aparecian agrupadas en 5 géneros dentro de la clase Bacilli y del orden
Lactobacillales: Aerococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococccus.
Desde entonces, estos géneros han sufrido sucesivos cambios, reordenaciones y
divisiones, pasando de 13 géneros bacterianos en 2009 (Fig. 11) [2] a los 38 géneros

actuales con mas de 200 especies (Tabla 11) [3].

Alloiococcus .
Pediococcus

Lactobacillus
Carnobacterium

Enterococcus Weissella

Tetragenococcus Oenococcus

Vagococcus

Leuconostoc

Aerococcus

Streptococeus

Lactococcus

Escherichia
Bifidobacterium
Propionibacterium
Figura 11. Arbol filogenético basado en el rRNA 16S, incluyendo diferentes géneros de BAL (bajo
contenido en G+C), Bifidobacterium y Propionibacterium (alto contenido en G+C). (Reproducido de

Ruas-Madiedo y cols. [2]).
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Tabla 1l. Clasificacion taxondmica actual de las BAL [3].

Filo Clase Orden Familia Género

Firmicutes | Bacilli Lactobacillales | Aerocococcaceae Abiotrophia, Aerococcus, Facklamia,
Dolosicoccus, Eremococcus,

Globicatella, Ignavigranum

Carnobacteriaceae Alkalibacterium, Alloiococcus,
Allofustis, Atopobacter,
Atopococcus, Atopostipes,
Carnobacterium, Desemzia,
Dolosigranulum, Granulicatella,
Isobaculum, Lacticigenium,
Marinilactibacillus, Pisciglobus,

Trichococcus

Enterococcaceae Bavariicoccus, Catellicoccus,
Enterococcus, Melissococcus,

Pilibacter, Tetragenococcus,

Vagococcus
Lactobacillaceae Lactobacillus, Pediococcus
Leuconostocaceae Fructobacillus, Leuconostoc,

Oenococcus, Weissella

Streptococcaceae Lactococcus, Lactovum,

Streptococcus

Tradicionalmente, el término “bacteria lactica” ha englobado a dichas BAL junto
a las bifidobacterias debido a que comparten ciertas caracteristicas, entre ellas la
produccién de acido lactico. Durante muchos anos, las bifidobacterias estuvieron
incluidas en el género Lactobacillus, atendiendo a criterios fisioldgicos y metabdlicos
[4]. Sin embargo, estudios moleculares y filogenéticos, principalmente mediante la
secuenciacion del gen del rRNA 16S, determinaron que las BAL y las bifidobacterias
constituyen dos grupos bien separados filogenéticamente (Fig. 11) [5] [6]. Las
bifidobacterias presentan un contenido en G+C superior al 50 % y, actualmente, se
engloban dentro del filo Actinobacteria, clase Actinobacteria en el orden
Bifidobacteriales y la familia Bifidobacteriaceae e incluyen hasta el momento 48

especies/subespecies [7].
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1.2. Metabolismo

Las BAL se caracterizan por presentar requerimientos nutricionales para su

crecimiento como son vitaminas, aminoacidos o bases nitrogenadas. Sin embargo,

pueden metabolizar un gran numero de carbohidratos [8] y soportar situaciones de

estrés (osmoético, oxidativo, 4cido, etc.) que les permite adaptarse a una amplia

variedad de habitats [9]. Debido a su versatilidad nutricional podemos encontrarlas en

alimentos (productos carnicos fermentados, derivados lacteos, masa panadera,

vegetales fermentados, ensilaje o bebidas), en plantas y en aguas residuales, asi como

en el tracto intestinal, genital y respiratorio del hombre y de otros animales [10] [11].

a)

b)

Las principales vias metabdlicas en BAL [12], recogidas en la figura 2I, son:

Metabolismo de las hexosas (glucosa, fructosa, manosa y lactosa): por la via
homolactica o heterolactica. Mediante la via homolactica (Fig. 21, A), glicélisis o
ruta de Embden-Meyerhof se forma fructosa-1,6-bifosfato que, por accion de
una fructosa-1,6-bifosfato-aldolasa, se escinde dando lugar a gliceraldehido-3-
fosfato y dihidroxiacetona fosfato. En este caso el Unico producto final es el
acido lactico (dos moléculas por cada molécula de hexosa). Mediante la via
heterolactica (Fig. 2I, B) o ruta del 6-fosfogluconato, donde tras unas primeras
reacciones de deshidrogenacion, que originan 6-fosfogluconato, se forma
xilulosa-5-fosfato. Esta, por accién de una xilulosa-5-fosfato fosfocetolasa, se
escinde dando lugar a gliceraldehido-3-fosfato y acetil fosfato. En esta via los
productos finales de la reaccion por cada molécula de hexosa son una molécula
de 4cido lactico, una molécula de etanol y una molécula de anhidrido

carbodnico.

Metabolismo de las pentosas (xilosa y ribosa). Tras su fosforilacion son
convertidas en ribulosa-5-fosfato o xilulosa-5-fosfato que pueden ser
metabolizadas en la via heterolactica (Fig. 2I, B). En este caso, debido que a que
no existe una deshidrogenacion previa, se forma Unicamente acido lactico y

etanol (una molécula de cada por molécula de pentosa).



a)

b)

c)
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Podemos distinguir tres tipos de BAL [12] en funcidn de las vias metabdlicas:

Homofermentativas obligadas. Sélo usan la ruta de la glicolisis, ya que son
bacterias que carecen de fosfocetolasa y presentan una fructosa-1,6-bifosfato

aldolasa constitutiva. Estas bacterias son incapaces de metabolizar pentosas.

Heterofermentativas obligadas. Unicamente utilizan la ruta del 6-

fosfogluconato para la fermentacién de las hexosas, ya que presentan una

fosfocetolasa constitutiva y carecen de fructosa-1,6-bifosfato aldolasa.

Heterofermentativas facultativas. En este caso, las hexosas son fermentadas

por la via homolactica y las pentosas por la via heterolactica. Estas bacterias

presentan la ruta del 6-fosfogluconato reprimida en presencia de glucosa.

A B
glugosa quTosa pentosas glufosa
[ (r15) [Pem | ] [ [ e | [ Pem |
N ' v | '
niosas ueosa
v\ s phems ==
N i |t g]nmuii? )
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hﬂfm_ & 6-P-gluconato
It co/lC.".*icg
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dibidroxiscetons P += o 3P ady ;
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Figura 2I. (A) Via homolactica de fermentacion de hexosas y (B) Via heterolactica de fermentacion de
hexosas y pentosas. Se muestran todos los sustratos y productos de las reacciones implicadas en las vias
(sin detallar los enzimas que catalizan las reacciones), asi como los mecanismos de transporte de
azucares: (i) sistema de fosfotransferencia de sustrato (PTS) dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP) y
que conduce a la incorporacién del azucar en la forma fosforilada debido a una transferencia del fosfato
desde el PEP, a la proteina HPr y posteriormente a la glucosa para generar glucosa-6-P, vy (ii) sistemas de
transporte de hexosas y pentosas mediados por permeasas.

aptado de www.iata.csic.es/~btcgas/librobal/Vol% ap2 rutas%20ferm/RutasFerment.p
(Ad dod i ic.es/~b /librobal/Vol%201/Cap2 %20ferm/ df)
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Las BAL juegan un papel muy importante en la fermentacion de productos como
la leche, carne, bebidas alcohdlicas y vegetales, no sdlo por ayudar a su conservacién
(mediante la produccion de acido lactico, bacteriocinas o perdxido de hidrégeno), sino
también mejorando sus caracteristicas organolépticas (textura, aroma y sabor),
proporcionandoles un valor nutricional afiadido a los alimentos. Ademas, algunas BAL
presentan caracteristicas beneficiosas para la salud (propiedades probidticas) o
capacidades metabdlicas extraordinarias como son la produccion de enzimas
(amilasas, fitasas), vitaminas (folatos, riboflavina) o exopolisacaridos (EPS), de especial
interés para la industria agroalimentaria y para la formulacién de nuevos alimentos

funcionales [13] [14] [15].

Dentro de las BAL hay algunas especies patdgenas, como es el caso de
Streptococcus pneumoniae o Streptococcus pyogenes, pero la mayoria son reconocidas
como GRAS “Generally Recognized As Safe” segun la Administracion Norteamericana
de Alimentos y Drogas o QPS “Qualified Presumption of Safety” segun la Autoridad

Europea de Seguridad Alimentaria, lo que facilita su aplicacién industrial.

Asi mismo, debido a su metabolismo, las BAL pueden ser responsables de la
alteracién de alimentos, mediante la formacién de anhidrido carbdnico en productos
carnicos envasados al vacio que lleva a la hinchazén del envase, produciendo acidos
orgdnicos como acético o férmico que dan lugar a malos olores o formando limos,
debido a la produccion de EPS, que confieren viscosidad en productos carnicos y en
bebidas como la sidra en la que son responsables del “ahilado o aceitado” [16] [17]

[18].

1.3. Géneros Lactobacillus y Leuconostoc

El género Lactobacillus es el que contiene mayor nimero de especies y el mas
heterogéneo. Incluye bacterias homofermentativas y heterofermentativas obligadas y
heterofermentativas facultativas. Las especies que lo forman se encuentran en un
amplio rango de ambientes: productos fermentados, plantas, cavidad oral, tracto
gastrointestinal y vagina de animales y humanos. Por lo general, son las mds tolerantes

a la acidez y muchas de ellas se utilizan en la industria alimentaria [19]. Lactobacillus
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sakei es una especie heterofermentativa facultativa que, aunque estd presente en el
tracto gastrointestinal de humanos, se encuentra principalmente relacionada con la
fermentacion de carnes y pescados, inhibiendo el crecimiento de otros

microorganismos [20] [21] [22].

Las especies del género Leuconostoc son cocos heterofermentativos estrictos
gue forman acido D-lactico. En el sector industrial son importantes en la fermentacién
de productos lacteos especialmente por su capacidad para producir diacetilo, en
carnicos y vegetales (pepino, kimchi, repollo, aceitunas) por la produccién de acido
l[actico. Sin embargo, también pueden ocasionar alteraciones en los alimentos como es
la formaciéon de limo (asociado con la produccidén de dextrano), hinchazén en los
envases (por la formacion de anhidrido carbdnico) u olores no deseados [23] [24] [25].
Actualmente dicho género presenta 23 especies con 4 subespecies para Lc.

mesenteroides (cremoris, dextranicum, mesenteroides y suionicum).

1.4. Las BAL y su potencial en acuicultura

Los microorganismos, entre ellos las bacterias lacticas, dan soporte a numerosos
procesos y desarrollos biotecnolégicos en el ambito agroalimentario, siendo la
acuicultura uno de los sectores de mayor impacto econémico. La mayor produccion de
peces en la acuicultura europea se centra en 6 especies: salmones, truchas, carpas,
besugos, lubinas y rodaballo [26]. Su produccién intensiva, como la de otros animales,
los somete a condiciones de estrés que debilitan su sistema inmunoldgico,
aumentando la susceptibilidad a los patégenos y favoreciendo asi la emergencia de

enfermedades.

En la actualidad, las enfermedades infecciosas de origen virico ocasionan grandes
pérdidas econémicas en acuicultura. Entre los virus de salmdnidos mas relevantes se
encuentran el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (VNHI) y el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) que son capaces de inducir persistencia y, en
animales supervivientes a la infeccion, producir un estado de portador asintomatico,

que dificulta la erradicacion del virus. Ademds, pueden producirse coinfecciones con
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otros virus, como el de la anemia infecciosa del salmén, lo que conduce a un mayor

impacto econdmico [27].

Las estrategias de control y prevencién de enfermedades en acuicultura se han
basado principalmente en el uso de antibidticos y también, aunque en menor
medida, de vacunas. Los antibidticos son potentes herramientas para luchar contra las
enfermedades infecciosas, pero su uso indiscriminado presenta grandes
inconvenientes como son la aparicién de resistencias [28] y la contaminacién de los
medios acuaticos generando importantes problemas de toxicidad [29]. Aunque existen
vacunas de DNA que han resultado eficaces en ensayos a nivel de laboratorio [30], s6lo
una vacuna de DNA contra el VNHI [31] se esta utilizando en acuicultura en Canada.
Por ello, se ha planteado la utilizacién de otras estrategias, que conlleven a preveniry,

en consecuencia, controlar las infecciones tanto bacterianas como virales.

Una de las estrategias actuales, es el uso de inmunoestimulantes [32], algunos de
los cuales ya han sido comercializados y se estdn empleando en piscifactorias. Los B-
glucanos procedentes de levaduras o bacterias son los mas utilizados actualmente,
individualmente o suplementados con otros compuestos, como por ejemplo la

manosa, el lipopolisacarido de bacterias Gram negativas o la vitamina C.

Por otra parte, existen evidencias de la influencia de la microbiota del tracto
digestivo en la salud de los peces. Asi, Rawls y cols. [33] comprobaron, mediante el uso
de larvas de pez cebra, que existen genes que presentan una expresiéon diferencial
dependiente de la composicidn en especeis de su microbiota. Este resultado sugiere el
uso de los probidticos también en acuicultura como una estrategia prometedora para

prevenir las infecciones [34] [35].

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del hospedador [36]. Para ello,
dichos microorganismos deben presentar una serie de caracteristicas como son la
produccién de metabolitos o enzimas y la adhesidn a células epiteliales que les permita

competir con los posibles patégenos que colonicen el tracto intestinal.
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Algunas especies de BAL pertenecientes a los géneros
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y Carnobacterium, forman parte de la
microbiota habitual de peces [37]. Ademas, algunas cepas ya han sido evaluadas como
posibles bacterias probidticas debido a su efecto sobre la estimulacién del sistema
inmune, asi como por su capacidad potencial para competir con patégenos [38]. De
hecho existen actualmente en el mercado, cepas probidticas de Lactobacillus sp.,
Enterococcus sp. y Carnobacterium sp. para su uso en acuicultura, en forma de

suplementos alimentarios que incluyen una o varias de las cepas [39].

2. EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS POR BAL

Algunas BAL son capaces de sintetizar polimeros de naturaleza glicosidica que
bien pueden permanecer intimamente unidos a la superficie celular, normalmente de
forma covalente, formando una capsula (CPS) o bien débilmente unidos, pudiendo ser
secretados totalmente al exterior celular (EPS). Algunos EPS confieren, a las cepas que
los producen, un fenotipo mucoso cuando crecen en medio sélido y su produccién
puede detectarse con el uso de una asa de siembra por la formacién de filamentos [40]

[41] (Fig. 31).

Figura 3l. Colonia de P. parvulus 2.6R, productora de EPS, antes (A) y después (B) de levantarse con un

asa de siembra [42].

Aunque el papel ecoldgico de dichos EPS en las bacterias no ha sido elucidado,
deben ser importantes para su supervivencia dado que las bacterias productoras
realizan una fuerte inversidn energética en su producciéon y no son utilizados
normalmente como fuente de energia. Los estudios realizados apuntan a que dichos
biopolimeros juegan un papel importante en: i) proteccién frente a condiciones

ambientales adversas como son la desecacion, fagocitosis, ataque de bacteriéfagos,
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antibidticos o compuestos toxicos y estrés osmoético, actuando como una barrera
fisica; ii) reconocimiento celular y iii) colonizacién de diversos ecosistemas, mediante la
adhesién a superficies como la mucosa intestinal y mediante la formacion de

biopeliculas [43].

Los EPS producidos por las BAL difieren en: i) composicién, al presentar
diferentes tipos de enlaces y unidades de monosacaridos; ii) estructura, con grado y
tipo de ramificacion diferentes; iii) masa molecular y iv) conformacidn estructural. En
base a su composicion se clasifican en homopolisacaridos (HoPS), constituidos por un
Unico tipo de monosacdrido, y heteropolisacaridos (HePS) formados por dos o mas

tipos de monosacaridos.

2.1. Homopolisacaridos

Los HoPS estdn formados por unidades repetidas a partir de un unico tipo de
monosacarido: glucosa, fructosa o, en menor proporcion galactosa, lo que conduce a la
formacién de glucanos, fructanos o galactanos, respectivamente. Los HoPS alcanzan
normalmente masas moleculares muy superiores a las de los HePS (de hasta 107 Da),
siendo la longitud de la cadena principal, asi como el grado y tipo de ramificacion

diferente entre unos tipos y otros (Tabla 2I).

Los HoPS mds ampliamente producidos son los a-D-glucanos y han sido descritos
en los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus y Weissella [44]
[45]. En funcion del carbono involucrado en el enlace de la cadena principal se
clasifican en dextranos a-(1,6), mutanos a-(1,3), reuteranos a-(1,4) y alternanos a-(1,3)
y a-(1,6) (Tabla 2l) y pueden presentar a su vez, diferentes tipos y grados de

ramificacion.

Por su parte, la produccion de B-D-glucanos por las BAL es poco frecuente, si lo
comparamos con los a-D-glucanos, y estd limitada a un bajo numero de cepas
asociadas con la fermentacién de bebidas alcohélicas como son P. parvulus IOEB8801 y
Oenococcus oeni IOEB0205 de vino y P. parvulus 2.6R, CUPV1, CUPV22, Lb. diolivorans
G77 y O. oeni |14 de sidra [46] [47] [48] [49] [50] [51]. Estas cepas producen un tipo de
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B-D-glucano con enlaces B-(1,3) en la cadena principal y ramificaciones mds o menos

frecuentes en posicién B-(1,2).

Los tipos de fructanos que han sido descritos son las inulinas -(2,1), producidas

exclusivamente por BAL, y los levanos B-(2,6), producidos tanto por bacterias Gram

positivas como Gram negativas [52].

Tabla 2I. Tipos de HoPS producidos por BAL.

a-Glucanos
Nombre Enlace principal | Ramificaciones Especies de BAL productoras
Lc. mesenteroides; Streptoccus salivarius;
Glucano a-(1,2)
Streptococcus sobrinus
Lactobacillus reuteri; Lc. mesenteroides; Streptococcus
Mutano a-(1,3)
downei; Streptococcus mutans; S. salivarius; S. sobrinus
Reuterano a-(1,4) Lb. reuteri
Lactobacillus animalis; Lactobacillus curvatus;
Lactobacillus fermentum; Lactobacillus hilgardii;
Dextrano a-(1,6) a-(1,2)
a-(1,3) Lactobacillus parabuchneri; Lb. reuteri; Lb. sakei;
-(1,4) Lc. mesenteroides; S. downei; Streptococcus gordonii;
S. mutans; S. salivarius; S. sobrinus
Alternano | a-(1,6), a-(1,3) Lc. mesenteroides
B-Glucanos
Nombre Enlace principal | Ramificaciones Especies de BAL productoras
Lactobacillus diolivorans; Lactobacillus suebicus;
Glucano B-(1,3) B-(1,2) Oenococcus oeni; Pediococcus damnosus; Pediococcus
parvulus
ructanos
Nombre Enlace principal | Ramificaciones Especies de BAL productoras
Lactobacillus acidophilus; Lactobacillus citreum; Lb.
Inulina B-(2,1) reuteri; Streptococcus criceti; S. mutans; Streptococcus
ratti
Lactobacillus pontis; Lb. reuteri; Lactobacillus
sanfranciscensis; Lc. mesenteroides; Streptococcus
Levano B-(2,6)

frumenti;

S. mutans; Streptococcus panis; S. salivarius; S. sobrinus




Introduccién

Los enzimas responsables de la sintesis de los HoPS son las glicosil hidrolasas
(GH), polimerasas extracelulares que utilizan la energia del enlace glicosidico de la
sacarosa para unir glucosas o fructosas. En funcién de si sintetizan a-D-glucanos o
fructanos se denominan glucansacarasas (GS) o fructansacarasas (FS),
respectivamente. Ademas, segln el tipo concreto de HoPS reciben nombres
especificos establecidos por la Comision de Enzimas (E.C.) de la Unidn Internacional de
Bioguimica y Biologia Molecular (IUBMB) en funcién de la reaccion catalizada y la
especificidad de sustrato. Asi pues se distingue entre las dextransacarasas (EC 2.4.1.5),
las alternansacarasas (EC 2.4.1.140), las inulosacarasas (EC 2.4.1.9) y las levansacarasas
(EC 2.4.1.10). Las mutansacarasas y las reuteransacarasas se clasifican junto con las
dextransacarasas. En el caso concreto de los B-D-glucanos, su sintesis se produce
utilizando como sustrato UDP-glucosa (uridina 5’-difosfato glucosa) por la acciéon de la

glicosiltransferasa GTF, que posee varios dominios transmembrana [53] [54].

A pesar de que las GS y FS llevan a cabo reacciones similares a partir de un
mismo sustrato, la sacarosa, existen grandes diferencias en cuanto a su secuencia de
aminodacidos y estructura. Por ello, de acuerdo con la clasificacién del sistema CAZy

[55] el cual se basa en la similitud de secuencia (http://www.cazy.org), las GS forman

parte de la familia 70 (GH70) y las FS son miembros de la familia 68 (GH68). Las GS por
su parte han sido descritas Unicamente en BAL, mientras que las FS estan presentes en

bacterias Gram positivas, Gram negativas, plantas y hongos.

Las GH presentan cuatro tipos de dominios estructurales en base a su secuencia
de aminoacidos desde el extremo animo (N-terminal) al carboxilo (C-terminal): (i) un
péptido seial; (ii) una regién variable de funciéon desconocida; (iii) un dominio
catalitico bien conservado y (iv) una region C-terminal de anclaje a la pared celular en
las FS, o una serie de repeticiones en tandem implicadas en la union del glucano,

conocidas como dominios de unién a glucano (GBD), en las GS [52] [56] [44].
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2.2. Heteropolisacaridos

Los HePS estan compuestos por dos o mas monosacaridos diferentes (hasta 9),
siendo los mds frecuentes D-glucosa, D-galactosa y L-ramnosa y, en menor proporcion,
también pueden tener monosacaridos N-acetilados (N-acetil-galactosamina y N-acetil
glucosamina), manosa, fucosa, acido glucurdnico, ribosa y sustituyentes no
glucosidicos como fosfato, acetilo y glicerol [57] [58]. Pueden ser lineales o ramificados
con una masa molecular variable de hasta 10° Da. Los géneros de BAL que los
producen son Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus

[59] [60].

Los genes implicados en la biosintesis de los HePS se encuentran organizados en
operones o agrupamientos génicos. Poseen una estructura funcional altamente
conservada entre las BAL, similar a la de los genes implicados en la sintesis del
antigeno O del lipopolisacérido en enterobacterias, o al de la capsula de patégenos
como S. pneumoniae o Staphylococcus aureus [61] [62] [63]. Pueden encontrarse en el
cromosoma de BAL termdéfilas o en plasmidos de bacterias meséfilas [64]. Este tipo de
estructura se ha descrito en especies como Lactobacillus casei, Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus [65]. Los genes presentes en los
operones se encuentran orientados en la misma direccién, obteniéndose un Unico
transcrito cuyos productos génicos son proteinas reguladoras, proteinas implicadas en
polimerizacién, en la sintesis de las unidades de repeticién y en el transporte [66]. La
mayor variabilidad se encuentra en los genes implicados en la sintesis de las unidades
de repeticion, lo que determinara la especificidad de los diferentes tipos de HePS.
Dicha sintesis tiene lugar en el interior de la célula mediante la accién de proteinas
denominadas glicosiltransferasas (GTF). El mecanismo que regula la polimerizacién de
las unidades repetidas y la determinacién de la longitud de la cadena no ha sido

claramente identificado en todos los casos.

Las regiones implicadas en la sintesis de HePS y HoPS han sido localizadas en

elementos génicos mdviles, lo que permite la transferencia horizontal de dichos genes
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y explicaria la inestabilidad fenotipica en algunas cepas productoras de HePS [2] asi

como la pérdida de expresion de algunas GS [67].

2.3. Deteccion y produccion de EPS

Algunas BAL producen EPS facilmente detectable ya que confieren al cultivo un
fenotipo filamentoso (Fig. 31) o mucoso. No obstante, existen muchos EPS que por ser
producidos en pequeiias cantidades o por su propia naturaleza, pasan desapercibidos.
Como alternativa, para la deteccion de BAL productoras de EPS, con frecuencia se
aplica la reaccién de polimerizacidon en cadena (PCR) utilizando cebadores especificos
cuya diana de actuacion son genes relacionados con su sintesis [68] [69]. Se trata de
una aproximacion muy util para rastrear una coleccion grande de bacterias vy
seleccionar las potencialmente productoras. Puesto que la deteccion de los genes no
implica necesariamente la sintesis de EPS, es necesario poner de manifiesto su
produccién [70]. Para ello se utilizan técnicas como la microscopia electrdnica [71]
[72], que permiten su deteccidn a nivel celular, o mediante métodos cuantitativos,
como el método del fenol-sulfirico [73], que permite la cuantificacién del EPS a partir

de los sobrenadantes bacterianos.

En cuanto al nivel de produccion, generalmente para los HoPS sin optimizar las
condiciones, es inferior a 1 g L'}, siendo todavia menor para los HePS (desde 25 a 600
mg L), con alguna excepcion como es el caso de Lb. rhamnosus RW-9595M, que en
condiciones 6ptimas puede producir 2 g L de HePS [43]. Los bajos niveles de
produccién de los EPS por las BAL constituyen uno de los principales inconvenientes
para su explotaciéon industrial. Dado que dichos niveles vienen determinados por la
composicion del medio (fuentes de carbono, oligoelementos, vitaminas, nitrégeno,
etc.) y las condiciones ambientales (temperatura, pH, oxigeno, etc.) [74], los esfuerzos
industriales se basan en optimizar las condiciones de cultivo para obtener una mayor

produccion.

En el caso de los a-glucanos, los pardmetros que se deben controlar para
obtener mayores producciones son principalmente la concentracién de sacarosa, el pH

y el tiempo de incubacién. En este sentido se ha obtenido 6 g L't de dextrano, tras 20 h
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de incubacién a 30 °C, con un 15 % de sacarosa y un pH de 7,0 para Lc. mesenteroides
CMG713 [75] y de 50 g L para Leuconostoc garlicum PR [76]. Para los B-glucanos, la
optimizacion de las condiciones de crecimiento es insuficiente. Concretamente, en el
caso del B-glucano con configuracién B-1,2 y ramificaciones B-1,3 sintetizado por la
GTF codificada por el gen gtf, se abordd el aumento de produccién mediante la
expresion heterdloga del gen gtf de P. parvulus 2.6 en L. lactis NZ9000. Para ello, se
clond el gen en multicopia bajo el control del promotor del gen lactocdcico nisA, lo que
permitié la expresion inducible del gen gtf presente en el plasmido pNGTF en las
bacterias portadoras, mediante la adicién de nisina al medio de cultivo [77] [54]. EI EPS
sintetizado por L. lactis NZ9000[pNGTF] recombinante posee la misma estructura que
el sintetizado por P. parvulus 2.6, con unos niveles de produccién ligeramente
superiores (de 550 mg L frente a 350 mg L), pero ademas con la cepa recombinante
se obtiene un EPS mas puro [78]. Esta produccion todavia podria incrementarse
optimizando las condiciones de cultivo de la cepa recombinante, por ejemplo

mediante el crecimiento en fermentador con control de pH.

En el caso de los HePS, Vijayendra y Sharath [79], a partir de la cepa Leuconostoc
sp. CFR-2181, aislada de un producto lacteo fermentado tradicional de la India,
optimizaron las condiciones de cultivo utilizando un medio semisintético con sacarosa
y obtuvieron concentraciones de 30 g L! de HePS. Cabe mencionar que dicha
estimacion estaba referida a peso seco, sin proceso de purificacion. Otra de las
estrategias seguidas para conseguir la sobreproduccién de HePS ha sido la clonacién
de varios de los genes de los operones implicados en su sintesis, en plasmidos vectores
de expresidn multicopia, principalmente en L. lactis, como es el caso del HePS de

Streptococcus thermophilus Sfi39 [80].

En muchos alimentos la produccién del EPS tiene lugar in situ, en las propias
matrices alimentarias, como es el caso del yogur, un producto lacteo fermentado por
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus, las cuales producen 60-150 mg L™y
30-890 mg L de HePS, respectivamente [81]. Asi mismo, los HePS producidos in situ
por Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. helveticus y Lb. casei en queso, contribuyen a

conformar las caracteristicas reoldgicas de los mismos [82]; en el kéfir, bebida tipica de



Introduccién

los paises del Este de Europa, los EPS tienen un papel fundamental en la proliferacién
de las poblaciones microbianas. En la fermentacidon intervienen BAL y levaduras que
producen 4acido lactico y etanol, respectivamente. Una de las especies caracteristicas
de este producto es Lactobacillus kefiranofaciens que metaboliza el etanol para
producir kefirano, un biopolimero resistente a la degradacion enzimatica y que
presenta potencial aplicacion como espesante en productos fermentados [83]. Se han
postulado para el kéfir algunas propiedades funcionales, como son la capacidad para
modular la respuesta inmune, para disminuir las reacciones alérgicas o para inhibir el

crecimiento tumoral [84].

La utilizacién de cultivos iniciadores productores de EPS en los yogures mejora la
retencién de agua incidiendo en la textura y proporcionando mayor consistencia al
producto, sin alterar sus caracteristicas organolépticas. Se trata de una alternativa a la
adicion de estabilizantes, prohibida en muchos paises. Aunque el papel de los EPS
puros no ha sido estudiado, de modo general se considera que la conformacion del EPS
y sus interacciones con la caseina son los puntos clave para mejorar la textura [14]. La
seleccidn de cepas productoras de EPS como iniciadores es una estrategia para ampliar
la oferta de mercado a productos con un valor afiadido, proporcionado por el EPS, ya

sea mejorando su aspecto o su funcionalidad [57].

Como alternativa se ha abordado la produccién de EPS in vitro, mediante
enzimas inmovilizados, lo que permite su recuperacién y reutilizacidon, pudiéndose
mejorar propiedades del enzima tales como estabilidad, actividad, especificidad vy
selectividad [85]. No obstante, su aplicacion se ve limitada por la viscosidad del
producto (EPS) dedicandose principalmente a la produccion de isomaltooligosacaridos
o galactooligosacaridos, mediante dextransacarasas o B-galactosidasas inmovilizadas,

respectivamente [86].

2.4. Aislamiento, purificacion y caracterizacion estructural de los EPS

El analisis estructural de los EPS, asi como el estudio de su potencial bioactivo
requieren de su purificacidon, es decir su separacion fisica de los contaminantes. En el

caso de los EPS, la purificacidn a partir de cultivos bacterianos requiere la eliminacién
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de los microorganismos y el resto de metabolitos producidos por los mismos, asi como

de los componentes del medio [40] [77].

El aislamiento del EPS puede realizarse a partir de cultivo en placa o en medio
liquido. Hay EPS que solo se sintetizan en medios complejos o matrices alimentarias
(por ejemplo la leche) lo que dificulta el aislamiento puesto que estos medios
presentan compuestos, como son los glucomananos, que podrian copurificarse junto
con el EPS. El primer paso de purificacidon es la eliminaciéon de proteinas, mediante
precipitacion con acido tricloroacético asi como el tratamiento mediante proteasas,
qgue son los métodos mds comunmente usados [87]. También, dependiendo de si el
EPS es secretado al exterior o permanece covalente o débilmente unido a la pared
celular, deben adaptarse los métodos de purificacidon. En el caso de ser secretado al
exterior, los sobrenadantes de los cultivos son sometidos a ciclos de precipitacién con
etanol o acetona vy, finalmente el EPS se disuelve en agua, en funcion de su solubilidad
[88]. Cuando la produccidn del EPS es escasa se parte de cultivo en placa y se trata en
condiciones suaves (por ejemplo con NaOH), para liberar el EPS débilmente unido a la
pared, sin causar la lisis de las células. De este modo, por centrifugacion se separan las
células del sobrenadante y, posteriormente, se recupera el EPS mediante precipitacion
con acetona o alcohol [89]. En todos los casos, las preparaciones de EPS se dializan
para eliminar los contaminantes de menor tamafo molecular, por lo general utilizando
una membrana con un punto de corte de 12.000-14.000 Da, y a continuacion, se
liofilizan. Si se requiere mayor grado de purificacién se continda aplicando técnicas
cromatografias, teniendo en cuenta la carga, solubilidad y peso molecular del EPS. Por
ejemplo, para moléculas grandes o complejas, como es el caso de los EPS se usa la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), donde las moléculas se separan por su

tamafio y no por su peso molecular.

Los EPS son polimeros polidispersos vy, por tanto, sélo se puede determinar su
peso molecular promedio. En algunos casos, segtn el tamafio del EPS (menor de 1 x10°
Da) puede aplicarse el fraccionamiento con SEC, usando una curva de calibrado con
compuestos de tamafio conocido (azul dextrano, dextrano T500, T70, T10 y vitamina

B12) [78].
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La caracterizacién estructural de los EPS implica la utilizacién de técnicas
especificas dirigidas a determinar la composicién en monosacaridos, la configuracién
(ot 0 B) y los tipos de enlace que los configuran. La composicién de monosacaridos se
determina mediante despolimerizacién del EPS por hidrélisis acida, con
trifluoroacético, acido clorhidrico o acido sulfurico y, a continuacion, los productos de
hidrdlisis se analizan por técnicas cromatograficas. El tipo de enlace suele
determinarse mediante andlisis de metilacion, que implica la metilacién del EPS, su
hidrolisis y posterior reduccién con borohidruro sddico deuterado (NaBDi) v,
finalmente, es acetilado para su andlisis por cromatografia de liquido-gas seguida de

espectrometria de masas [90].

2.5. Aplicaciones de los EPS

Entre las potenciales aplicaciones industriales de los EPS producidos por BAL esta
su papel como espesantes, estabilizantes, emulsionantes, agentes gelificantes y/o
viscosificantes [91]. Su presencia en alimentos mejora las propiedades reoldgicas y
organolépticas de los productos fermentados (como por ejemplo los productos
lacteos) [92]. Ademads, algunos presentan efectos beneficiosos para la salud, tales
como la capacidad de disminuir el colesterol sanguineo, reducir la formacién de

biopeliculas, actividades antitumorales e inmunomoduladores o prebidticas [93].

A pesar del interés en la diversidad de EPS producidos por BAL (especialmente
porque por su condicién GRAS pueden considerarse aditivos de grado alimentario)
todavia no se han explotado industrialmente [65]. Uno de los principales
inconvenientes para su aplicacion como aditivos alimentarios es el bajo nivel de
produccidn en comparacidon con otros polisacaridos obtenidos de plantas o de otras
bacterias no GRAS. Por ello, es imprescindible la puesta a punto de procedimientos
encaminados a conseguir su crecimiento en medios de cultivo de bajo coste, mejorar el
rendimiento de produccién y la recuperacién de los EPS, asi como favorecer su

produccién in situ.
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3. DEXTRANO Y DEXTRANSACARASAS

3.1. El dextrano

La palabra dextrano fue utilizada por primera vez en 1874 al estudiar la
naturaleza del compuesto responsable de aportar viscosidad a los zumos de azulcar de
remolacha [94], comportamiento que Pasteur en 1861 [95] ya habia adjudicado a la
accién de microorganimos y que, posteriormente en 1878, Tieghem lo denomind Lc.

mesenteroides [96].

Los dextranos son HoPS de elevada masa molecular que presentan un 50 % de
enlaces a-(1,6) en su cadena principal y diferentes tipos de ramificaciones,
principalmente a-(1,3), pero también a-(1,2) o a-(1,4) en funcidn de la cepa (Tabla 2I).
Son producidos por especies de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus,
Streptococcus 'y Weisella [97] [98] [99] [100]. El dextrano sintetizado por Lc.
mesenteroides NRRL B-512F fue uno de los primeros biopolimeros producidos a escala
industrial con varias aplicaciones en biotecnologia y medicina. Contiene un 95 % de
enlaces a-(1,6) y un 5 % de ramificaciones a-(1,3) [101] [102] [52]. Los enzimas

responsables de la sintesis de los dextranos se denominan dextransacarasas.

3.2. Las dextransacarasas

Las dextransacarasas (EC 2.4.1.5) son GS, por lo que pertenecen a la familia
GH70, que catalizan la transferencia de residuos D-glucopyranosil de la sacarosa al
dextrano, liberandose fructosa bajo la siguiente reaccién quimica: sacarosa+(1,6-a-D-
glucosil),=>D-fructosa+(1,6-a-D-glucosil)n+1. Estos enzimas pueden ser secretados al
medio o permanecer unidos a la superficie de la célula. Ademas, su sintesis puede ser
constitutiva, como ocurre en especies de Streptococcus o inducible por sacarosa, como
ocurre en Lc. mesenteroides [103], aunque se han aislado mutantes de esta especie
cuya sintesis es constitutiva [104]. En el caso de Lc. mesenteroides NRRL B-512F, se ha
demostrado la sintesis de dicho enzima en bajos niveles, cuando crece en presencia de
glucosa o fructosa en el medio [105]. Algunas de las caracteristicas que se han

determinado para las dextransacarasas son: i) peso molecular promedio de 170 kDa; ii)
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punto isoeléctrico de 4,1; iii) constante de Michaelis-Mendel (Kn) para sacarosa de 12-
16 mM; iv) pH 6ptimo entre 5 y 5,5; v) temperatura dptima de 30 °C y vi)

requerimiento de calcio para la actividad enzimatica [106].

Los dextranos no pueden ser sintetizados por las dextransacarasas a partir de
otro sustrato natural que no sea la sacarosa [107]. La energia entre el enlace que une
las moléculas de glucosa y fructosa (16,7-20,9 kJ mol?) se utiliza para la sintesis del
dextrano, sin necesidad de ATP u otros cofactores [108]. En presencia de aceptores
eficientes, como son la maltosa y la isomaltosa, las dextransacarasas sintetizan
oligosacdridos [109]. Por ejemplo, Lc. mesenteroides NRRL B-1299 a partir de maltosa
sintetiza oligosacaridos con enlaces a-(1,2), que son altamente resistentes al ataque de
enzimas digestivos y se utilizan como prebidticos [110]. En presencia de fructosa,

sintetizan un disacdrido poco usual, la leucrosa.

Entre sus aplicaciones, las dextransacarasas se utilizan como enzimas
inmovilizados para la produccién de isomaltooligosacdridos. El mejor rendimiento (de
hasta el 90 %) en este proceso se obtiene por encapsulacién en alginato [86], incluso
mediante co-inmovilizaciones de dextransacarasas y dextranasas, aprovechando la

circunstancia de que comparten el mismo pH éptimo (5,4) [111] [112].

La presencia de sacarosa en el medio induce la sintesis de dextrano en Lc.
mesenteroides, lo que da lugar a cultivos viscosos y complejos proteina-dextrano, ya
gue a la vez que se sintetiza el dextrano se produce el enzima. El dextrano provoca que
el enzima se agregue y ademas, confiere viscosidad al sobrenadante de los cultivos, lo
que dificulta su purificacién. Varios métodos como la ultrafiltracion, la precipitacidon
con sal o con polietilenglicol, la cromatografia y la separacion por fases y la
combinacion de estos métodos, se han utilizado para purificar estos enzimas. Como
alternativa se utilizan mutantes constitutivos que sintetizan el enzima en ausencia de

sacarosa evitandose asi la formacion de dextrano [113].
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3.3. Produccion de dextrano

Los dextranos producidos a nivel industrial proceden de cepas principalmente de
la especie Lc. mesenteroides utilizando como pardmetros optimizados: (i) un medio de
cultivo con sacarosa, una fuente nitréogeno (por ejemplo peptona), fosfato, trazas de
minerales y factores de crecimiento; (ii) pH de 6,7-7,2; iii) temperatura de 25 °Cy iv)

tiempo de fermentacién entre 24 y 48 h [114].

En el proceso convencional de obtencidn del dextrano, tras la fermentacion, las
células se eliminan por centrifugacidon y el dextrano se recupera por precipitacién con
etanol. De esta forma se eliminan tanto las células como el enzima vy, por tanto, es
necesario volver a inocular con mds microorganismo. Como alternativa, pueden
utilizarse enzimas inmovilizados lo que permite su reutilizacidn y facilita el control de
las condiciones de produccion, siendo producciones mas reproducibles y limpias. En
este caso, la produccion se realizaria a pH 5-5,2, que es el 6ptimo de actividad
enzimatica. Sin embargo, la estrategia de inmovilizacidn se utiliza con mas frecuencia

para la sintesis de oligosacaridos que para el dextrano [86].

3.4. Aplicaciones de los dextranos

El primer uso industrial de los dextranos bacterianos fue como sustituto de
plasma sanguineo. Los dextranos naturales de elevado peso molecular o con baja
proporcién de enlaces a-(1,6) tienen mayor probabilidad de provocar reacciones
alérgicas [114], por lo que no pueden ser usados con este fin. Por ello, se utilizan
dextranos de tamaifio comprendido entre 40.000 y 100.000 Da, como son los
producidos por Lc. mesenteroides NRRL B-512F con pesos moleculares de 70.000,
60.000 y 40.000 Da. Otra de las aplicaciones de los dextranos es su papel como tamiz
molecular. Se empezé a utilizar en 1959 por la empresa Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Sweden), revolucionando la purificacion y separacion de macromoléculas
(proteinas, acidos nucleicos y polisacdridos). Comercialmente se conocen como
Sephadex (SEparation PHarmacia DEXtran). Ademas en clinica se utiliza el dextrano
hierro, para combatir la deficiencia de hierro en las anemias y el dextrano sulfato, por

sus propiedades anticoagulantes similares a la heparina, y como antiviral contra el
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virus del dengue [115] o el virus de la gripe [116]. En la industria alimentaria se utilizan
en cremas, productos de panaderia, jarabes de fructosa y helados [114]. Sin embargo,
los dextranos no estan aprobados explicitamente como aditivos alimentarios ni en
Europa ni en Estados Unidos. En los ultimos afios se observa un aumento en el nimero
de patentes basadas en bacterias productoras de dextrano asi como en nuevas
aplicaciones de los mismos como prebidticos, agentes bioactivos y/o agentes

anticorrosién, en cosmética y en productos horneados.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral ha sido la caracterizacién, a
nivel molecular, fisiolégico, metabdlico y fisicoquimico, de la produccion de dextranos
por BAL aisladas de productos cdrnicos, y la funcionalidad bioldgica de dichos

polimeros, como agentes antivirales e inmunoestimulantes.

Para ello, se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer los procedimientos para detectar y demostrar la produccion de
dextranos, mediante su localizacién fisica a nivel celular y la caracterizacién
molecular de dichos polimeros, utilizando como prototipos dos cepas de BAL

aisladas de productos carnicos, Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10.

2. Estudiar las bases genéticas de la produccion de dextrano, mediante la
identificacion y localizacién de los genes responsables, el andlisis de su

expresion génica, y la caracterizacion estructural del enzima responsable.

3. Estudiar el crecimiento y la produccién de dextrano, por Lb. sakei MN1 y Lc.
mesenteroides RTF10, y establecer los procedimientos de purificacion de dichos

polimeros para el estudio de su actividad bioldgica.

4. Evaluar la actividad bioldgica de los dextranos en cuanto a su posible capacidad
antiviral e inmunoduladora en peces, utilizando para el estudio sistemas
modelo de salmonidos, asi como determinar la capacidad probidtica de las

cepas productoras, utilizando como modelo el pez cebra.
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1. MATERIALES

1.1. Material biolégico

Las bacterias objeto de estudio en este trabajo han sido Lb. sakei MN1 y Lc.
mesenteroides RTF10, aisladas de productos carnicos envasados al vacio que fueron

conservados en refrigeracion durante 3 meses.

Las cepas bacterianas utilizadas para clonajes y extraccidon de plasmidos han sido
L. lactis MG1363, cepa derivada de L. lactis 712 por curado de plasmidos [117],
Escherichia coli DH5a[pRCR] [118] y E. coli DH5a[pRCR12] [119].

Peces zebra (Danio rerio, Hamilton 1822) y la bacteria, Vibrio anguillarum NB10,
serotipo O1 marcada con GFP y cedida por R. O'Toole y cols. [120] fueron utilizados
por Ifiaki Iturria bajo la direccién de Miguel Angel Pardo en el centro tecnoldgico AZTI-

Tecnalia (Derio, Vizcaya) para evaluar in vivo el potencial probiético de Lb. sakei MN1.

Para los estudios antiinflamatorios, se utilizaron macréfagos peritoneales

residentes extraidos de ratones C57BL/6 jévenes.

Para llevar a cabo los estudios de actividad antiviral, se utilizaron el virus de la
necrosis hematopoyética infecciosa (VNHI, ATCC VR714) y el virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (VNPI, ATCC VR1318). Las lineas celulares utilizadas para la
propagacion de los virus fueron la linea BF-2 de Lepomis macrochirus (ATCC, CRL
1681), que se empled para infectar con VNPI y la linea EPC de Pimephales promelas
(ATCC, CRL 2872), que se empled para infectar VNHI. Los ensayos in vivo se realizaron
con alevines de trucha arco iris de 1,5 g, adquiridos en una granja de peces de interés

comercial sin antecedentes de enfermedad viral.
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1.2. Plasmidos

Los plasmidos de este trabajo y sus caracteristicas mas relevantes se detallan a

continuacion en la tabla 1M.

Tabla 1M. Plasmidos.

Plasmidos Tamaiio Marcador Caracteristicas Referencia
(pb)

Vector para evaluar promotores que contiene
pRCR 3.960 CmR el gen mrfp, que codifica la proteina [118]

fluorescente mCherry

Derivado de pRCR. Contiene el promotor Py del
pRCR12 4.600 CmR operon malXCD de S. pneumoniae INR7/87 [119]

fusionado al gen mrfp

Derivado de pRCR por clonacién, corriente
arriba de mrfp, de un fragmento del plasmido
pRCR13 4.212 CmR Este trabajo
pPMN1 de Lb. sakei MN1 amplificado con los

cebadores P1Fy P1R

Derivado de pRCR por clonacién, corriente
arriba de mrfp, de un fragmento del plasmido
pRCR14 4.288 CmR Este trabajo
pPMN1 de Lb. sakei MN1 amplificado con los

cebadores P2F y P2R

Derivado de pRCR por clonacién, corriente
arriba de mrfp, de un fragmento del plasmido
pRCR15 4298 CmR Este trabajo
pPMN1 de Lb. sakei MN1 amplificado con los

cebadores P3F y P3R

Cm® Resistencia (R) cloranfenicol (Cm) indica la presencia del gen cat en el plasmido, que codifica una acetil cloranfenicol

transferasa, que inactiva el antibidtico por acetilacién.

1.3. Oligonucleétidos

La empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU) sintetizd y purificd los
oligonucledtidos empleados para amplificacion y secuenciacion de DNA. La
concentracion de los mismos se determind, tras su resuspension en agua destilada
estéril, midiendo la absorbancia a 258 nm (A2ssnm) €n un espectrofotometro NanoDrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). El nombre de los
oligonucledtidos mas relevantes asi como su secuencia y caracteristicas se describen

en la tabla 2M.
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Tabla 2M. Oligonucleétidos.

Nombre Secuencia Ta(nr:ta)no Utilizacion
Secuenciacién y PCR. Preparacion de la sonda
dsrF 5 -GATGATGGTCAATATATGGCAA-3" 22
para experimentos de hibridacién de Southern
Secuenciacién y PCR. Preparacion de la sonda
dsrR 5'-CTTGAACGATATTGTGGTGCCAA-3" 23
para experimentos de hibridacién de Southern
PCR. Clonaje de una regidn corriente arriba del
P1F 5°-GAAGATCTTCTTTTAGACCCCTCTTGAGGCT-3" 31
gen repA de pMN1
PCR. Clonaje de una regidn corriente arriba del
P1R 5-GCTCTAGAGCAGTATCATCACCTTTATCGCGC-3" 32
gen repA de pMN1
PCR. Clonaje de una region corriente arriba de la
P2F 5°-GGAAGATCTTCCTCAGCAACAACGGTTAGCCT-3" 32
orfl de pMN1. RT-PCR. Sintesis del amplicén 2
PCR. Clonaje de una regidn corriente arriba de la
P2R 5°-GCTCTAGAGCCGCCAGTGATCATATAACCGA-3° 31
orfl de pMN1
PCR. Clonaje de una region corriente arriba del
P3F 5'-GGAAGATCTTCCAAATTAACCAGAGACCGC-3° 30
gen dsrLS. RT-PCR. Sintesis del amplicon 3
PCR. Clonaje de una regidn corriente arriba del
P3R 5°-GCTCTAGAGCTGGCTGGCTGGTAACTAGCA-3" 30
gen dsrLS
rtlF 5°-AGCTGGGTTCGATATGCTTTA-3" 21 RT-PCR. Sintesis del amplicon 1
rt2F 5-ACGGCTGCGATCACTACTG-3" 19 RT-PCR. Sintesis del amplicén 4
rt3F 5-AGCTTACGCTGCTACCAAGGC-3° 21 RT-PCR. Sintesis del amplicon 5
rtiR 5°-CCCACCCCTCGCTCTTTA-3" 18 RT-PCR. Sintesis del amplicon 1
rt2R 5°-CGGTTGGCAAAGACGTTTTG-3" 20 RT-PCR. Sintesis del amplicon 2,3y 4
rt3R 5 -ATGGCTGGAGTAAAATGGATCAGCT-3" 25 RT-PCR. Sintesis del amplicon 5
IFN1F 5°-AAAACTGTTTGATGGGAATATGAAA-3" 25 RT-qPCR. Expresion de IFN-1
IFN1R 5°-CGTTTCAGTCTCCTCTCAGGTT-3" 22 RT-gPCR. Expresion de IFN-1
IFNR 5°-CTGAAAGTCCACTATAAGATCTCCA-3" 25 RT-gPCR. Expresion de IFN-y
IFNYR 5-CCCTGGACTGTGGTGTCAC-3' 19 RT-qPCR. Expresion de IFN- y
EF-F 5°-GATCCAGAAGGAGGTCACCA-3° 20 RT-qPCR. Expresion del factor de elongacion 1-a
EF-R 5°-TTACGTTCGACCTTCCATCC-3" 20 RT-qPCR. Expresion del factor de elongacion 1-a

1.4. Enzimas

Los enzimas de restricciéon (Bgl/ll y Xbal) y la DNA ligasa del bacteriéfago T4

fueron suministrados por la casa comercial New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU).

La RNasa A, la DNasa | y la lisozima fueron suministradas por la casa comercial Sigma-
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Aldrich. La DNA polimerasa Phusion de alta fidelidad fue suministrada por la casa

comercial Thermo Fisher Scientific.

1.5. Medios de cultivo

1.5.1. Medios de cultivo para Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10

Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 se cultivaron en medio MRS
modificado [121] cuya composicidon es: 10 g L™ de peptona bacterioldgica, 8 g L de
extracto de carne, 4 g L de extracto de levadura, 5 g L'* de acetato sddico, 2 g L' de
fosfato dipotdsico, 2 g L™ de citrato amdnico, 1 g L'! de Tween 80, 2 g L™ de sulfato
magnésico y 0,05 g L de sulfato de manganeso. El medio se suplementé con 2 % de
glucosa (MRSG) o 2 % de sacarosa (MRSS). Ademas, para realizar cultivos en placa, se

afiadid agar bacterioldgico (Pronadisa, Madrid, Espafa) al 1,5 %.

Para el analisis, cuantificacion y purificacién de los EPS, las dos bacterias se
cultivaron en medio definido CDM [122] cuya composicion es: solucion basal (2,61 g L
de K;HPO4, 2,61 g L't de KH,PO4, 0,522 g L de citrato diamédnico, 0,87 g L' de acetato
sédico, 0,2436 g L de cisteina-HCl, 0,261 g L de tirosina), bases nitrogenadas (10 mg
L'! de cada una de las bases: adenina, guanina, uracilo y xantina), vitaminas ( 5 mg L?
de Na-p-aminobenzoato, 2,5 mg L de D-biotina, 1 mg L de &cido félico, 1 mg L de
acido nicotinico, 1 mg L'! de pantotenato célcico, 2,5 mg L' de piridoxamina-HCl, 1 mg
L'! de piridoxina-HCl, 1 mg L de riboflavina, 1 mg L de tiamina-HCl, 1 mg L de
vitamina B12 y 1 mg L'! de 4cido DL-a-lipdico), aminodcidos (240 mg L de Ala, 120 mg
L't de Arg, 352 mg L'* de Asn, 416 mg L* de Asp, 496 mg L de Glu, 384 mg L' de GIn,
176 mg L' de Gly, 152 mg L! de His, 208 mg L! de lle, 456 mg L de Leu, 440 mg L'! de
Lys, 124 mg L™ de Met, 276 mg L™ de Phe y 676 mg L' de Pro) y minerales (200 mg L*
de MgCl,, 38 mg Lt de CaCl, y 0,5 mg L'* de ZnSO4). El medio se suplementé con 0,8 %
de: glucosa (CDMG), sacarosa (CDMS), fructosa (CDMF), lactosa (CDML) o maltosa
(CDMM).

Para seleccionar los transformantes de Lb. sakei MN1 conteniendo plasmidos

recombinantes derivados del vector pRCR y para el crecimiento de Lb. sakei
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MN1[pRCR12], Lb. sakei MN1[pRCR13], Lb. sakei MNI1[pRCR14] y Lb. sakei

MN1[pRCR15], los medios de cultivo se suplementaron con Cm a 5 ug mL™.

1.5.2. Medios de cultivo para L. lactis MG1363 y E. coli DH5a

Para el crecimiento de las cepas de L. lactis se utilizé el medio ESTY (Pronadisa)
suplementado con 0,5 % de glucosa (ESTYG) y se solidificd adicionando agar
bacterioldgico (Pronadisa) al 1,5 % para el cultivo en placa. Cuando la bacteria contenia
pldsmidos recombinantes o se seleccionaron transformantes, el medio se suplementé

conCma5pugmL?

Las cepas de E. coli se cultivaron en el medio de Luria y Bertani (LB)

suplementado con Cm a 10 pg mL™.

1.5.3. Medios de cultivo para las lineas celulares BF-2, EPC y para los macréfagos

peritoneales de ratén

Las lineas celulares BF-2 de Lepomis macrochirus y EPC de Pimephales promelas
se cultivaron en medio Leibovitz (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado
con 100 U mL* de penicilina, 100 ug mL* de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina y 10
% de suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen) a 25 °C. El medio de mantenimiento fue el

mismo, pero se disminuyd el porcentaje de suero al 2 %.

El cultivo de los macrofagos peritoneales residentes se realizé a 37 °C en
atmdsfera de CO; al 5 % en medio RPMI completo (Gibco, Invitrogen) suplementado

con un 5 % de suero fetal bovino y 100 ug mL! de penicilina y estreptomicina.

2. METODOS GENERALES

2.1. Condiciones de cultivo y conservacion de cepas

Las bacterias se cultivaron en los medios indicados en el apartado 1.5 de este
capitulo. En el caso de L. lactis MG1363, Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 la
incubacién se realizé a 30 °C en bafio termostatizado sin agitacion o en estufa. En el

caso de E. coli DH5a a 37 °Cy, para el cultivo en medio liquido, con agitacién a 350 rpm
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en bafio termostatizado. El crecimiento de los cultivos se monitorizé por turbidimetria,
midiendo la absorbancia a 600 nm (Asoonm) para Lc. mesenteroides RTF10, Lb. sakei
MN1 y E. coli DH5a y, midiendo la absorbancia a 660 nm (Assonm), para L. lactis
MG1363 empleando un espectrofotdmetro Spectronic 200 (Thermo Fisher Scientific).
Las cepas se conservaron en sus respectivos medios de crecimiento suplementados

con un 20 % (v/v) de glicerol y se almacenaron a -80 °C.

2.2. Obtencidn de preparaciones de DNA

2.2.1. Preparaciones de DNA gendmico de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10

Para el aislamiento de DNA gendmico, se utilizaron cultivos crecidos en medio
liguido hasta una Aeoonm de 2,0. Las células procedentes de 1 mL de cultivo se
sedimentaron por centrifugacion a 15.700 x g a 4 °C durante 10 min y se lavaron con
0,5 mL del tampdn PBS (Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1 mM, NaCl 140 mM, y KCI 3 mM) pH
7,4. A continuacidén, se centrifugaron a 15.700 x g a 4 °C durante 10 min para su
sedimentacion y se resuspendieron en 0,1 mL de una solucidon que contenia 25 % de
sacarosa, 50 mM de tampdn Tris (pH 8,0), 0,1 M de NaCl, 30 mg mL* de lisozima, 240
U mL? de mutanolisina y 80 ug mL?! de RNasa A. Las células se incubaron durante 15
min a 37 °C para conseguir su lisis. A continuacion, los extractos se trataron con 10 pL
de SDS al 10 % durante 2 min a 21 °C y se pasaron tres veces a través de una aguja de
25 GA (0,5 x 16 mm) para fragmentar el DNA gendmico y asi reducir la viscosidad de
los extractos. Las muestras se desproteneizaron realizando tres extracciones con 1:1
(v/v) de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) a 21 °C durante 5 min seguidas de
centrifugaciones a 15.700 x g a 21 °C durante 10 min. Los DNA plasmidicos y
cromosomicos presentes en la fase acuosa superior se precipitaron mediante la
adicion de 1 mL de etanol absoluto y 40 uL de acetato sddico 3 M (pH 7,0) a dicha fase,
almacenamiento a -20 °C durante 12 h y posterior centrifugacion a 11.269 x g a -10 °C
durante 45 min. El DNA precipitado se lavé con 1 mL de etanol al 70 % y después de
una centrifugacion a 11.269 x g a -10 °C durante 30 min, se resuspendieron finalmente

en 100 pL de 10 mM del tampdn Tris (pH 8,0).
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2.2.2. Preparaciones de DNA plasmidico de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10

Para el aislamiento de DNA plasmidico total, las bacterias se crecieron hasta una
Asoonm de 2,0. Las células procedentes de 10 mL de cultivo se sedimentaron por
centrifugacién a 15.700 x g a 4 °C durante 10 min y se resuspendieron en 5 mL de
tampdn PBS (pH 7,4). A continuacidn, se centrifugaron a 15.700 x g a 4 °C durante 10
min para su sedimentacién y se resuspendieron en 2 mL de una solucién que contenia
25 % de sacarosa, 30 mg mL? de lisozima, 120 U mL! de mutanolisina y 40 ug mL! de
RNasa A. Para llevar a cabo la lisis, las células se incubaron durante 15 min a 37 °C.
Posteriormente, los restos celulares y el DNA cromosdémico se eliminaron de los
extractos mediante un tratamiento secuencial de 7 min a 21 °C con 4 mL de una
solucién que contenia 0,2 N de NaOH, 3 % de SDS y 3 mL de 3 M de acetato sddico (pH
4,8) y centrifugacion a 15.700 x g a 4 °C durante 15 min. EI DNA plasmidico presente en
el sobrenadante se precipité y concentrd por la adiciéon de 6,5 mL de isopropanol,
centrifugacion a 15.700 x g a 4 °C durante 15 min y resuspension del precipitado en 3,2
mL de agua destilada estéril. La preparacion de DNA se desproteinizo por tratamiento
con 2 mL de una solucién que contenia 7,5 M de acetato amodnico y 0,5 mg mL* de
bromuro de etidio. A continuacion, se adicioné 1:1 (v/v) de fenol:cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y se centrifugd a 15.700 x g a 21 °C durante 10 min. El DNA plasmidico
presente en la fase acuosa se precipitd mediante la adicién de 1 mL de etanol
absoluto, almacenamiento a -20 °C durante 12 h y centrifugacion a 11.269 x g durante
45 min a -10 °C. Al DNA precipitado se afiadié 1 mL de etanol al 70 %, se centrifugd a
11.269 x g a -10 °C durante 30 min y se resuspendié finalmente en 100 uL de 10 mM
de tampon Tris (pH 8,0).

2.2.3. Preparaciones de DNA plasmidico de L. lactis MG1363 y E. coli DH5a

Las preparaciones de DNA plasmidico de las distintas cepas de L. lactis y E. coli se
realizaron siguiendo las instrucciones del kit “High pure plasmid isolation” de Roche
(Basilea, Suiza) en la escala “Mini” o el “JetStar 2.0 Plasmid Purification” de Genomed
(Lohne, Alemania) en la escala “Maxi” segun la cantidad de DNA requerida. En el caso

de las cepas de L. lactis se afiadieron 30 mg mL? de lisozima al tampdn de
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resuspension, incubandose la mezcla 30 min a 37 °C antes de la adicién del tampdn de

lisis del kit correspondiente.

2.3. Obtencidn de preparaciones de RNA de cultivos bacterianos

Los RNA totales se aislaron utilizando el kit “FastRNA Pro Blue” de QBIOgene
(Virginia, EEUU) y se sometieron a electroforesis en geles horizontales de agarosa a
una concentracion del 0,8 % con un voltaje de 135 V durante 20 min, para comprobar
la integridad y pureza de los rRNAs. La concentracion de RNA total se determind con

un fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Para asegurar la ausencia de DNA, las preparaciones de RNA se incubaron 1 h a
37 °C con 1 pg mL?! de DNasa | (Sigma-Aldrich) y a continuacién se purificaron
siguiendo el protocolo “RNA Cleanup” del kit “RNeasy Midi” de Quiagen (Venlo, Paises
Bajos). Ademas, las muestras se sometieron tres veces a tratamiento con fenol
caliente, consistente en la adiciéon de fenol acido durante 5 min a 70 °C con agitacién y
posterior centrifugacién a 15.700 x g a 21 °C durante 5 min. A los sobrenandantes
recogidos se les adicioné 1:1 (v/v) de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se
centrifugd a 15.700 x g a 21 °C durante 10 min. EI RNA presente en la fase acuosa se
precipitd mediante la adicidon de 3 voliumenes de etanol absoluto y 1/10 de volumen
de acetato sédico 3 M (pH 7,0), almacenamiento a -20 °C durante 12 h y posterior
centrifugacién a 11.269 x g a -10 °C durante 45 min. El RNA precipitado se lavé con 1
mL de etanol al 75 % en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y después de una
centrifugacion a 11.269 x g a -10 °C durante 20 min, se resuspendié finalmente en 200

pL de agua tratada con DEPC.

2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacién por PCR se realizd siguiendo las indicaciones de la casa
comercial Thermo Fisher Scientific para la DNA polimerasa Phusion. La reaccion se
llevo a cabo en un volumen de 50 uL, empleando como molde 100 ng de DNA
gendmico o 10 ng de de DNA plasmidico, y con una concentracion final de: 0,5 uM de

cada uno de los oligonucleétidos, 200 uM de cada uno de los 4 dNTPs (dATP, dGTP,
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dCTP y dTTP), tampdn 1X “Phusion HF” y 0,02 U uL* de la DNA polimerasa Phusion. La

amplificacién se llevd a cabo en un termociclador TC-512 (Techne, Stone, Reino Unido).

Para la amplificacién de los genes dsr con los cebadores dsrF y dsrR (Tabla 2M),
las condiciones fueron las siguientes: i) 1 ciclo de desnaturalizacién durante 30 s a 98
°C; ii) 35 ciclos de: 10 sa 98 °C, 20 s a 64,4 °Cy 30 s a 72 °C y iii) una extension final de
10 mina 72 °C.

Para llevar a cabo las reacciones de RT-PCR (apartado 3.5 de este capitulo) y
sintetizar los amplicones para realizar su clonaje en pRCR (apartado 3.6 de este
capitulo) se utilizaron las mismas condiciones salvo que en el caso de las reacciones de
RT-PCR se realizaron 30 ciclos de amplificacién. La temperatura de hibridacién de los
cebadores fue la recomendada para cada pareja de oligonucleétidos (Tabla 2M) por la
casa comercial Thermo Fisher Scientific para la DNA polimerasa Phusion

(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/).

2.5. Electroforesis de DNA

Alicuotas de los productos de amplificacion suplementados con tampdn de carga
SBE (sacarosa 10 %, azul de bromofenol 0,025 % y EDTA 0,85 mM) se sometieron de
forma rutinaria a electroforesis en geles horizontales de agarosa a una concentracion
del 0,8 % utilizando tampdn TAE 0,5X (Tris Base 20 mM pH 8,3, CH3COOH 10 mM y
EDTA 0,5 mM). La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 100 V en tampdn
TAE 0,5X. Las dimensiones de los geles, asi como la duracidon de la electroforesis
variaron segun las caracteristicas del DNA a analizar. Los DNAs se visualizaron
mediante tincion con GelRed 1X (Biotium Inc., Hayward, CA, EEUU) y las imagenes
fueron capturadas y digitalizadas utilizando el sistema de documentacion de geles
GelDoc 200 de Bio-Rad (West Berkeley, California, EEUU) que consiste en un
transiluminador de luz UV de onda corta (254 nm) y una cdmara digital. Dichas

imagenes se analizaron con el programa Quantity One 4.5.2 de Bio-Rad.
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2.6. Purificacion y cuantificacion de fragmentos de DNA

Para calcular la concentracién de fragmentos de DNA previamente fraccionados
en geles de agarosa al 0,8 %, se compard la intensidad de las bandas de DNA con la de
fragmentos de tamafio similar y concentracién conocida del marcador de DNA
SmartLadder MW-1700-10 (Eurogentec, Osaka, Japdn). La purificaciéon de los

fragmentos de DNA se realiz6 mediante el método de extraccion por fenol [123].

2.7. Secuenciacion de DNA

La concentracion de DNA y oligonucleétidos necesarios para la secuenciacion de
las muestras se ajustaron siguiendo las indicaciones de la empresa Secugen (Madrid,
Espafia) para cada tipo de DNA. La determinacién de las diferentes secuencias por el
método de los dideoxyribonucleétidos, asi como la secuenciacién del gen rRNA 16S a
partir de colonias crecidas en placa, también se realizaron en dicha empresa. Para la
secuenciacion del plasmido pMN1 de Lb. sakei MN1, se utilizd el procedimiento de
“walking” una vez que se secuencido un amplicén que contenia una region de dsrLS,
generado mediante la utilizacién de los oligoucledtidos dsrF y dsrR (Tabla 2M). Para la
secuenciacion del plasmido, previamente se realizé en la empresa Secugen una
amplificacion de DNA mediante desplazamiento de banda en una reaccidn catalizada
por la DNA polimerasa del bacteréfago ¢$29 y utilizando como sustrato una preparacion
de DNA plasmidico total de Lb. sakei MN1 y hexameros conteniendo secuencias al

azar.

2.8. Técnicas de clonaje de DNA: células competentes y transformacion

El vector pRCR y los amplicones generados utilizando como sustrato
preparaciones de DNA plasmidico total de Lb. sakei MN1, se trataron con los enzimas
de restriccion (Bglll y Xbal) de forma secuencial, teniendo en cuenta las
especificaciones de la casa comercial New England Biolabs. Entre una digestion y otra,
las muestras fueron tratadas con fenol y precipitadas con etanol [124]. El vector y los

amplicones digeridos se ligaron utilizando la DNA ligasa del bacteriéfago T4 [123].
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L. lactis MG1363 y Lb. sakei MN1 se transformaron con los plasmidos o las
ligaciones por electroporacién siguiendo los métodos descritos por Dornan y Collins
[125] y Berthier y cols. [126], respectivamente. Para realizar la electroporacién se
empled el equipo de Bio-Rad “Gene Pulser” acoplado al “Pulse controller”, necesario
para electroporar bacterias. Las condiciones de electroporacion fueron: 25 pF, 2,5 kV y
200 Q para L. lactis MG1363 y 25 pF, 1,8 kV y 600 Q para Lb. sakei MN1 en cubetas de
0,2 cm (Bio-Rad).

Las células de L. lactis MG1363, después del pulso eléctrico se diluyeron en
medio ESTYG suplementado con sacarosa al 1 % y las de Lb. sakei MN1 en medio
MRSG suplementado con 1 % de glucosa y 80 mM de MgCl,. En todos los casos, las
células se incubaron 2 h a 30 °C, antes de procederse a la deteccién de los
transformantes en medio sdélido por seleccién de resistencia al antibiético Cm a 5 ug

mL1.

2.9. Fermentacion de azucares

Los patrones de fermentacion de carbohidratos de Lb. sakei MN1 vy Lc.
mesenteroides RTF10 se determinaron mediante el sistema APl 50 CH (bioMérieux,
Capronne, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las lecturas se realizaron
tras 48 h de incubacién a 30 °C. El ensayo de fermentacién de cada uno de los azucares
se dio como positivo cuando se detecté un cambio de coloracién de purpura a amarillo
o, en el ensayo de esculina, de purpura a negro. El cambio de coloracidn es debido a un
viraje del pH como consecuencia de la produccién de acido lactico por la actividad

metabdlica de las bacterias.

2.10. Microscopia electronica de transmision

Para la localizacion de EPS a nivel celular, se empled la microscopia electronica
de transmision usando el método de tincidn con rojo de rutenio [127]. Este método se
adapto para la deteccién de EPS directamente de colonias aisladas crecidas en placas
de MRSG y MRSS, en colaboracion con la seccién de microscopia del Servicio Central

de Apoyo a la Investigacidon Experimental (SCSIE, UV, Valencia). Para ello, se cubrid la
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placa que contenia las colonias con una soluciéon de agarosa al 2 % fundida. Tras su
solidificacion, se cortd la porcidn que contenia una sola colonia, con un bisturi, para su
posterior analisis. Las células presentes en las muestras recién preparadas, se fijaron
con 2,5 % de glutaraldehido en tampdn de cacodilato de sodio al 0,1 M (pH 7,4) y se
cortaron secciones. Las células incluidas en las secciones fueron post-fijadas en 1,5 %
de OsO4 en un tampodn de cacodilato sddico al 0,1 M (pH 7,4) que contenia 0,075 % de
rojo de rutenio. A continuacion, se lavaron tres veces en un tampdn de cacodilato
sodico al 0,1 M (pH 7,4), se deshidrataron a través de series de soluciones acuosas de
etanol graduado (30, 50, 70, 95, y 100 % de etanol, 5 min cada uno), y se incluyeron en
resina blanca LR. Se realizaron secciones de 60 nm con un cuchillo de diamante de
Diatome, utilizando un ultramicrotomo Leica Ultracut UC6 (Leica Microsystems,
Mannheim, Alemania), y se examinaron con un microscopio electrénico de transmisién
JEOL JEM1010 (JEOL, Peabody, EEUU) después de la tincidon con acetato de uranilo. Las
imagenes fueron capturadas y digitalizadas utilizando una camara MegaView Il

(Olympus, Miinster, Alemania) con el Software “AnalySIS”.

2.11. Microscopia confocal laser de barrido

Para la observaciéon de células vivas, sin ningun tipo de fijaciéon se usé el
microscopio confocal Leica AF6000 LX-DMI6000B (Leica Microsystems). Este
microscopio permite la observacidon de células en contraste de fase, para lo que se
utilizdé el objetivo de 100X, y con fluorescencia, para lo que se usé una ldmpara de
mercurio de 100 W vy los filtros de excitacién (BP 620/60) y de emision (BP 700/75)
correspondientes al canal del espectro rojo. Los parametros de fluorescencia que se
fijaron en todos los casos fueron de exposicidon 1, ganancia 300 e intensidad 5. El
programa para la obtencion y procesado de imagenes fue el LAS AF Core (Leica

Microsystems).

2.12. Cuantificacion de EPS

La cuantificacién de EPS se realizé por duplicado, a partir de sobrenadantes de
los cultivos, tras eliminar las células por centrifugacién a 9.300 x g durante 10 min a 4

°C. Para la precipitacion de los EPS, se partié de 0,5 mL de sobrenadante y se afiadid a
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cada muestra 1,5 mL de etanol absoluto manteniendo la mezcla a -20 °C durante 12 h.
Los EPS precipitados se recuperaron mediante centrifugacion a 9.300 x g durante 20
min a 4 °C, se lavaron dos veces con etanol al 80 % frio y se centrifugaron de nuevo a
9.300 x g durante 20 min a 4 °C. Los EPS sedimentados, se secaron al aire y, a
continuacion, se resuspendieron en agua destilada estéril, calentando durante 10 min
a 30 °C para facilitar su solubilizacién. El contenido total de azlcares se determind
mediante el método del fenol-sulfurico [73]. A 0,5 mL de solucién de EPS se afiadid, de
forma secuencial, 0,5 mL de fenol al 5 % y 2,5 mL de acido sulfurico concentrado.
Inmediatamente las muestras se incubaron a 100 °C durante 5 min en bafio y
transcurrido dicho tiempo, la reacciéon se detuvo mediante la colocacion de las
muestras en hielo. Para llevar a cabo la cuantificacidon, se midio la absorcién a 490 nm
(Aagonm) y se compararon los valores obtenidos con los de una recta de calibrado

obtenida con concentraciones conocidas de D-glucosa (Fig. 1M).
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Figura 1M. Recta de calibrado de D-glucosa. Representaciéon de los valores de Asgsonm Obtenidos

mediante el método del fenol-sulfurico con concentraciones conocidas de D-glucosa.

2.13. Determinacion de la concentracion de sacarosa, glucosa, fructosa y acido

lactico

Para determinar la concentracién de sacarosa, glucosa, fructosa y acido lactico,
se afiadio, a las muestras de los sobrenadantes de los cultivos bacterianos, mio-inositol
como patrén interno (100 ug) y se liofilizaron. El mio-inositol presenta un solo pico

cromatografico que no interfiere con los de los analitos presentes en las muestras.
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Para la derivatizacién, se afadié 185 uL de una solucién de cloruro de
hidroxilamina en piridina al 2,5 % durante 30 min a 70 °C, para formar las oximas de los
azlcares. Transcurrido este tiempo, se anadid 115 upL de bis-trimetilsilil

trifluoroacetamida durante 45 min a 80 °C, para formar los derivados trimetilsililados.

El andlisis de los azlcares se realizé por cromatografia de gases-espectrometria
de masas en un instrumento CG-EM 7980A-5975C Agilent (Santa Clara, California,
EEUU), equipado con una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm y 0,2 um espesor de la
pelicula), un inyector “split/splitless” y con helio como gas portador. Inyector y
detector se programaron a una temperatura de 275 °C. Las muestras (1 plL) se
inyectaron con una relacion de “split” de 1:50 con una temperatura de programa de: i)
80 °C durante 4 min; ii) 15 °C min* hasta 270 °C y iii) 30 °C min™ hasta 310 °C (2 min).
El pico de cada azlcar en el cromatograma se identific6 comparando su tiempo de
retencién con el de mezclas de patrones en distinta concentracién con una cantidad
constante de patrén interno. La cuantificacion se realizé determinando el area de los

picos.

2.14. Métodos bioinformaticos

Las secuencias de nucledtidos se analizaron utilizando los programas Chromas
1.45 (Conor Mc Carthy, Griffith University, Queensland, Australia) y DNASTAR 5.0.1
(Lasergene, Madison, EEUU). Los oligonucledtidos se disefiaron utilizando el programa

OLIGO 3.4 (MedProbe, Oslo, Noruega).

La busqueda de homologia para los genes y proteinas, asi como sus porcentajes
de identidad detallados a lo largo de este trabajo se realizaron con el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) y los alineamientos de secuencias primarias

mediante los programas MegAling (DNASTAR 5.0.1) y CLUSTALX 2.1.

Los estudios de la proteina DsrLS se realizaron en colaboracion con el Dr. Mario
Garcia Lacoba del Servicio de Bioinformatica del Centro de Investigaciones Bioldgicas

(CIB).
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El modelo estructural parcial de la proteina DsrLS (residuos 396-1395), se
construyo a partir de la estructura tridimensional (3D) de la proteina GTF180-AN y se
realizd en base a la homologia de las secuencias primarias con el programa |-TASSER

[128] ejecutado en el servidor http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER). La

superposicion del modelo estructural de la DsrLS y de la proteina GTF180-AN se realizd

con el programa CE [129] ejecutado en el servidor http://source.rcsb.org.

El modelado del fragmento C-terminal de DsrLS (residuos 1422-1767) se realizo,
en base a la prediccién de plegamiento de éste, mediante métodos de “threading”
implementados por el servidor I-TASSER. Se identific6 como mejor modelo 3D la
cadena A de la proteina PcsB de S. pneumoniae. El alineamiento estructural del modelo
de DsrLS y de PcsB se realizé con el algoritmo TM-align. Los diagramas “helical Wheel”

se obtuvieron utilizando el programa PEPWHEEL del paquete de analisis EMBOSS [130].

3. METODOS ESPECIFICOS

3.1. Deteccidn del crecimiento, pH, azuicares y produccion de EPS por Lb. sakei MN1 y

Lc. mesenteroides RTF10.

La deteccidn de EPS se realizé mediante el crecimiento de las bacterias en placas
de MRS (MRSG y MRSS) o CDM (CDMG y CDMS) durante 48 h a 30 °C y mediante
microscopia electrénica de transmision (apartado 2.10 de este capitulo). Las placas se
fotografiaron con una camara FinePix S5 Pro (Fujifilm, Tokio, Japdn) con un objetivo AF

Micro Nikkor de 60 mm en el Servicio de Fotografia del CIB.

Se analizaron los niveles de produccién de EPS tal y como se describe a
continuacion. Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 se cultivaron en medio MRSS
hasta una Asoonm de 2,0, se sedimentaron por centrifugacion a 9.300 x g durante 10
min a 4 °C, se resuspendieron en tampdn PBS (pH 7,4) y después de sedimentarse
nuevamente por centrifugacién, se resuspendieron en el volumen inicial de medio
MRSS fresco y se diluyeron 1:100 en 100 mL de medio CDMS. Las fermentaciones se
realizaron partiendo de tres cultivos independientes crecidos en bafo termostatizado

sin agitacién ni control de pH, durante 13 h a 30 °C. Se tomaron muestras cada hora,
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tras dos horas de preincubacién, para monitorizar el crecimiento, medir el pH
extracelular y cuantificar la produccién de EPS mediante el método del fenol-sulfurico
(apartado 2.12 de este capitulo). Ademas, también se determind la concentracion de
glucosa, sacarosa, fructosa y 4cido lactico mediante cromatografia de gases-

espectrometria de masas (apartado 2.13 de este capitulo).

La producciéon de EPS en diferentes azlcares se ensayo previo cultivo en medio
MRSG de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 hasta una Asoonm de 2,0. A
continuacion, las bacterias se sedimentaron por centrifugacién a 9.300 x g durante 10
min a 4 °C, se resuspendieron en tampdn PBS (pH 7,4) y después de sedimentarse
nuevamente por centrifugacién, se resuspendieron en el volumen inicial de medio
MRSG fresco. Finalmente se diluyeron 1:100 en 10 mL de medio CDM con los
diferentes azucares (CDMG, CDMS, CDMF, CDML y CDMM) durante 24 h a 30 °C. La
produccion de EPS se cuantifico mediante el método del fenol-sulfurico (apartado 2.12

de este capitulo).

3.2. Andlisis y caracterizacion estructural de los EPS

3.2.1. Aislamiento y purificacion

Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 se cultivaron en medio MRSS hasta una
Asoonm de 2,0, se sedimentaron por centrifugacién a 9.300 x g durante 10 min a 4 °C, se
resuspendieron en tampon PBS (pH 7,4) y después de sedimentarse nuevamente por
centrifugacién, se resuspendieron en el volumen inicial de medio MRSS fresco y se
diluyeron 1:100 en 1 L de medio CDMS. Las bacterias se cultivaron a 30 °C en bafio
termoestatizado sin agitaciéon ni control de pH, hasta alcanzar el final de la fase
exponencial. En ese momento, las células se eliminaron mediante centrifugacion a
16.000 x g durante 30 min a 4 °C. A continuacion, se afadié a cada sobrenadante un
volumen de etanol absoluto para precipitar el EPS presente en él y se mantuvieron
durante 24 h a 4 °C. Posteriormente, se centrifugaron las mezclas a 10.651 x g durante
60 min a 4 °C y los precipitados conteniendo los EPS se secaron y resuspendieron
finalmente en agua destilada estéril. Se realizdé una didlisis de los EPS, durante 2 dias,

con varios cambios de agua destilada y ultrapura, para eliminar los contaminantes de
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bajo peso molecular, usando membranas de 12-14 kDa. Los EPS se congelaron a -80 °C,

se liofilizaron durante 3 dias y se mantuvieron a temperatura ambiente.

EL EPS liofilizado se resuspendié en agua ultrapura estéril y se centrifugd para
eliminar cualquier material insoluble. El sobrenadante se cargd en una columna
preparativa de Sepharose CL 6B (60 cm x 2,6 cm) equilibrada con agua ultrapura, que
asimismo se utilizd como eluyente (0,3 mL min?). Las fracciones recogidas se

concentraron en un rotavapor, se congelaron a -80 °C y se liofilizaron durante 3 dias.

3.2.2. Andlisis de la pureza de las preparaciones

Tanto los sobrenadantes de los cultivos (después de eliminar las células por
centrifugacion), como los liéfilos obtenidos antes y después de la purificacién fueron
evaluados. La pureza de los lidfilos se evalud a partir de una suspensién de 2 mg mL*
de cada muestra en agua destilada estéril. Se evalud el contenido en azucares,
mediante el método del fenol-sulfurico [73], y la contaminacion de las preparaciones
con DNA, RNA y proteinas se determind utilizando los ensayos de cuantificaciéon
fluorescente correspondientes y el fluorimetro 2.0 Qubit®, siguiendo las indicaciones
de la casa comercial (Invitrogen). El limite de deteccién de esta técnica es 0,5 ug mL*?

de DNA, 20 ng mL* de RNAy 1 ug mL* de proteinas.

3.2.3. Andlisis de la masa molecular

La masa molecular de los EPS se analiz6 mediante cromatografia de exclusion
molecular en una columna preparativa de Sepharose CL 6B (60 cm x 2,6 cm)
equilibrada con agua ultrapura, que asimismo se utilizé como eluyente (0,3 mL min2).
La curva de calibrado se obtuvo mediante el uso de los siguientes estandares: Azul de
dextrano y los dextranos: T500, T70 y T10 (Pharmacia fine chemicals AB Uppsala,

Suecia), asi como la vitamina B12 (Sigma-Aldrich).

La masa molecular de los EPS y del dextrano comercial T2000 (Pharmacia)
también fue analizada por resonancia magnética nuclear (RMN) mediante la técnica de
espectroscopia de difusion ordenada (DOSY). Para ello, se disolvieron 15 mg de los

polisacaridos en 0,5 mL de D;0. Los analisis de DOSY se realizaron con el protocolo
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estandar Bruker DOSY a 298 K con el programa de pulsos ledbpg2s en un
espectrometro Bruker Avance 500 MHz. Treinta y dos espectros de protén (1H)
monodimensionales (1D) se recogieron con un gradiente de duracién de 6=4 ms y con

un tiempo de eco de A=400 ms.

3.2.4. Determinacion de la composicion de monosacaridos

Con el fin de determinar la composicion de monosacaridos, los EPS se
hidrolizaron con acido trifluoroacético 3M durante 1 h a 121 °C. Los monosacaridos
liberados se convirtieron en sus correspondientes acetatos de alditol mediante su
reduccion con NaBH. y acetilacion posterior [131]. Los azlcares neutros se
identificaron y cuantificaron mediante cromatografia de liquidos y gases. El analisis
cromatografico se llevd a cabo en un instrumento CG-EM 7980A-5975C Agilent,
equipado con una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,2 um espesor de la pelicula),
un inyector “split/splitless” y con helio como gas portador. Inyector y detector se
programaron a una temperatura de 250 °C. Las muestras (1 pL) se inyectaron con una
relacion de “Split” de 1:50 con una temperatura de programa de: i) 160 °C durante 5
min; ii) 3,5 °C min'! hasta 205 °C y iii) 210 °C durante 0,5 min. El pico de cada aztcar en
el cromatograma se identificd comparando su tiempo de retencién con el de patrones
analizados en idénticas condiciones, usando como patroén interno inositol. El contenido
en fosfato se dedujo de la determinacién de fosfato inorgdnico en un 5500 Inductively
Couple Plasma Instrument (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).
La cuantificacion se realizo atendiendo al drea de los picos y a los factores de respuesta

obtenidos con diferentes monosacaridos patron.

3.2.5. Determinacion del tipo de sustitucidn: analisis por metilacion

Los EPS producidos se metilaron mediante el método de Ciacanu y Kerek [132],
modificado por Needs y Selvendran [133]. Los EPS metilados se hidrolizaron con 4acido
trifluoroacético 3M durante 1 h a 121 °C para obtener monosacdridos parcialmente
metilados que se derivatizaron para dar lugar a sus correspondientes acetatoalditol
parcialmente metilados. La reduccidn y acetilacion [131] se realiz6 con una unica

modificacion consistente en reducir con NaBDa4. Los acetatos de alditol parcialmente
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metilados se analizaron mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas en
un instrumento 7980A-5975C Agilent equipado con una columna HP-5MS (30 m x 0,25
mm, 0,2 um espesor de la pelicula), con helio. El inyector y la linea de transferencia se
mantuvieron a 250 °C durante el analisis. La relacidn de “split” durante la inyeccion (1
pL) fue de 50:1. La temperatura de programa fue de 160 °C durante 1 min y después 2
°C min! hasta 200 °C. Se escaneo en un rango de m/z entre 40 y 450. Los picos del
cromatograma se identificaron mediante el tiempo de retencién y el espectro de

masas. La cuantificacidn se realizé atendiendo al area de los picos.

3.2.6. Espectroscopia de infrarrojos

Para obtener el espectro de infrarrojos, las muestras se analizaron mediante la
técnica del KBr. Aproximadamente 2 mg de cada uno de los EPS liofilizados se
mezclaron en un mortero con 300 mg de KBr manteniéndose en un desecador. La
pastilla se prepard mediante el uso de una prensa hidraulica aplicando una presién de
2 toneladas durante 2 min y luego 10 toneladas durante 6 min. El espectro se recogio
en un espectrofotémetro de infrarrojos por transformada de Fourier 4200 tipo A (Jasco
Corporation, Tokyo, Japén) en el rango de 400-4000 cm™. El detector empleado fue

del tipo sulfato de triglicocola con una resolucion de 4 cm™.

3.3. Aplicaciones de los EPS

3.3.1. Actividad antiviral frente a virus de salmonidos

Los ensayos se realizaron en colaboracion con el grupo de las Dras. Sara Isabel

Pérez Prieto y Sylvia Rodriguez Saint-Jean del CIB.

3.3.1.1. Ensayo in vitro de citotoxicidad

La citotoxicidad de los EPS purificados (apartado 3.2.1 de este capitulo) en las
lineas celulares BF-2 y EPC se realizd evaluando la viabilidad y la proliferacién de las
mismas mediante un ensayo colorimétrico [134]. A monocapas confluyentes de
células, crecidas en placas de 96 pocillos, se les retirdo el medio de crecimiento y se

reemplazd por diferentes concentraciones (desde 10 pg mL* hasta 5000 ug mL?) de
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cada uno de los EPS o de los dextranos comerciales T2000, T500, T70 y T10 (Pharmacia
fine chemicals) diluidos en medio de mantenimiento. A los controles de células se les
afiadié el mismo volumen de medio pero sin EPS. Las placas se incubaron a 20 °C
durante 3 y 7 dias para las lineas celulares BF-2 y EPC, respectivamente.
Posteriormente, se elimind el medio de cultivo y las células se fijaron y tifieron con una
solucién de cristal violeta (1 %) y etanol (20 %) durante 10 min a 21 °C. A continuacion,
se lavaron tres veces con agua destilada y se dejaron secar, midiendo finalmente la

absorcién a 590 nm (Assonm) €n un lector de microplacas (Bio-Rad).

3.3.1.2. Ensayo in vitro de actividad antiviral

Los virus VNHI y VNPI se propagaron en las lineas celulares EPC y BF-2,
respectivamente, siguiendo el método descrito por Rodriguez Saint-Jean y Pérez-Prieto
[134]. El titulo viral se determind calculando la cantidad de virus requerida para

infectar el 50 % del cultivo celular (TCIDsomL?) [135].

La actividad antiviral de los EPS se determind por la capacidad para inhibir el
efecto citopatico de los virus y proteger la monocapa. Las células se sembraron en
placas de 48 pocillos e infectaron con una TCIDsp mL* de 1000. Durante la absorcién
del virus, los EPS fueron afiadidos a diferentes concentraciones (desde 10 ug mL* hasta
5000 pg mL?) diluidos en el medio de mantenimiento de las lineas celulares. Las placas
infectadas con VNPI se incubaron a 20 °C y con VNHI a 15 °C. Se incluyeron en el
estudio los correspondientes controles de células (pocillos sin tratar con virus) y
controles de infeccién (pocillos sin tratar con EPS). Cuando en los controles de
infeccion, se observd que la monocapa de células estaba afectada en mas de un 80 %
de la superficie del pocillo, se evalué la viabilidad de las células mediante un ensayo

colorimétrico (apartado 3.3.1.1 de este capitulo).

3.3.1.3. Ensayo in vitro de reduccion del rendimiento viral

El efecto inhibitorio de los EPS en la replicacion de VNHI y VNPI se estudid
mediante un ensayo in vitro de reduccién del rendimiento viral [27]. Las células se

inocularon en placas de 48 pocillos e infectaron con VNHI o VNPI con una multiplicidad
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de infeccion (MOI, proporciéon del niumero de particulas virales y del numero de
células) de 0,1. Tras 1 h de absorcion a 15 °C para VNHI y a 20 °C para VNPI, se eliminé
el medio de crecimiento y la monocapa se lavé con tampdén PBS (pH 7,4). A
continuacion, se afiadieron diferentes concentraciones (desde 10 pg mL* hasta 1000
ug mL?Y) de cada uno de los dextranos independientemente y se mantuvieron los
tratamientos durante 3 dias a 20 °C para VNPl y 5 dias a 15 °C para VNHI. Para
determinar la cantidad de virus infectivo, se lisaron las células sometiéndolas a tres
ciclos de congelacion y descongelacion, y se recogieron los sobrenadantes tras
centrifugacién a 3000 x g 10 min. Estos se congelaron a =70 °C hasta su uso. La
cantidad de virus (intra y extracelular) fue determinada mediante infeccion de

monocapas de células, calculando el TCIDso mL™.

3.3.1.4. Ensayo in vitro del efecto del momento de adicion

Para identificar en qué fase del ciclo reproductivo de los virus actuaban los EPS
inhibiendo la infeccién, se llevd a cabo un ensayo del momento de adicién. Para ello,
en placas de 48 pocillos se sembraron 5 x 10* células por pocillo (EPC o BF-2), a las
cuales se les afiadieron el EPS-LS, el EPS-LM y el dextrano T2000 a 1000 pg mL?* 30 min
antes, al mismo tiempo o 1 h después, de la infeccion con los virus (VNHI o VNPI) a una
MOI de 1. Las placas fueron incubadas durante 3 dias a la temperatura 6ptima para
cada virus y finalmente se recuperaron las células por raspado. La concentracion de
virus infectivo se determiné mediante infeccién de monocapas de células, calculando

el TCIDsg mL'l.

3.3.1.5. Ensayos in vivo

Los ensayos in vivo se realizaron con alevines de trucha arco iris. Los
experimentos descritos cumplen con la Directiva 86/609/EU del Parlamento Europeo y
del Consejo para el uso de animales de laboratorio. Los peces se mantuvieron en un
régimen de 12 h de luz y 12 h de oscuridad a 15 °C en tanques cerrados de 350 L de
agua con recirculacién en el CIB y se alimentaron dos veces al dia con una dieta de
granulos comerciales (3 % de su peso corporal) [135]. Previa a la realizacidon de los

experimentos, las truchas se aclimataron al laboratorio durante 2 semanas y se
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anestesiaron, antes de su manipulaciéon, por inmersion en 50 pg mL! de

metanosulfonato de tricaina (Sigma-Aldrich).

Para realizar los experimentos, se distribuyendo a los peces en siete grupos (n =
20): i) grupos 1y 2, tratados durante tres dias con 10 pg por pez de EPS-LS diluido en
NaCl al 0,85 %; ii) grupos 3 y 4, tratados durante tres dias con 50 ug por pez del EPS
diluido en NaCl al 0,85 % v iii) grupos 5, 6 y 7, se manipularon del mismo modo que los
grupos anteriores durante tres dias pero sin tratar con ningin compuesto. La
administracion del EPS-LS se realizd usando una pipeta automatica con una punta de
20 pL que se introdujo en la boca del pez, apoyando el extremo de la punta en la
entrada del eséfago. Al tercer dia de tratamiento, los peces de los grupos 1, 3y 5 se
infectaron por inmersion con el virus VNHI (5 x 10° TCIDso mL?), y los grupos 2, 4y 6 se
infectaron con el virus VNPI (5 x 10° TCIDso mL™?) [136]. Tanto los parametros de calidad
del agua como las condiciones de cultivo fueron equivalentes en todos los tanques. Los
grupos de ensayo se mantuvieron en observacion para vigilar los signos clinicos y la

tasa de mortalidad durante 30 dias.

3.3.2. Actividad inmunomoduladora

3.3.2.1. Efecto inmunomodulador en trucha arcoiris

Para los ensayos de estimulacion in vivo se utilizaron grupos de peces a los que
se les inyectd intraperitonealmente EPS-LS (50 pg mL1), poli I:C (25 pug mL?) o tampdn
PBS (pH 7,4). Alos dias 1, 3, 7 y 15 de tratamiento se sacrificaron peces (n=3) a los que
se les extrajo RNA total del tejido de la parte anterior del rifidn, con el fin de evaluar la

expresion de los genes IFN-1 e IFN-y por RT-gPCR.

La extraccion de RNA se realizd con Trizol (Invitrogen) siguiendo las indicaciones
del fabricante y tratando las muestras con DNAsa |, para eliminar las trazas de DNA
qgue pudieran interferir, utilizando el kit RQ1 DNasa | libre de RNasas (Promega,
Wisconsin, EEUU) y siguiendo las especificaciones de la casa comercial. La sintesis de
los cDNA, se realizd con la transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen). Las

muestras (12 pl ) se incubaron a 65 °C durante 5 min con 1 pl de oligo (dT)12-15 (0,5 pg
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mL?) y 1 pl de una solucién conteniendo los 4dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), cada
uno de ellos a una concentracién de 10 mM, y se mantuvieron posteriormente 1 min a
4 °C. Seguidamente a cada muestra se le afiadieron: 4 pul de tampdn 5X (250 mM Tris-
HCl pH 8,3, 375 mM de KCl y 15 mM de MgCl;), 1 pl de DTT (0,1 M) y 200 U de la
transcriptasa reversa, incubandose la mezcla de reaccidon durante 1 h a 50 °C. La
reaccion se detuvo calentando a 70 °C durante 15 min. El cDNA resultante se diluyd a
la concentracidon deseada en agua destilada estéril, siendo conservado a -20 °C hasta

SU uUso.

Para la gPCR se utilizé 12,5 pL del iQ™ SYBR® Green Supermix 2x (Bio-Rad), 1 pL
de los cDNAs diluidos cuatro veces y 0,3 uM de cada pareja de primers de los genes
IFN-1, IFN-y y el factor de elongacién 1-a (Tabla 2M). Para llevar a cabo la reaccién las
condiciones fueron las siguientes: i) un ciclo de 10 min a 95 °C; ii) 40 ciclos de 10 s a 95
°C y 1 min a 60 °C vy iii) un ciclo de 1 min a 95 °C y 1 min a 60 °C en un iQ5 iCycler
thermal cycler (Bio-Rad). Los valores de expresién fueron normalizados respecto al
control enddgeno (el factor de elongacion 1-a). Los cambios de expresién obtenidos

respecto al control fueron calculados por el método 2724 [137].

3.3.2.2. Actividad antiinflamatoria en macréfagos de ratén

Los ensayos se realizaron en colaboracion con el grupo de los Drs. Daniel Gozalbo
Flor y Marisa Gil Herrero, Catedraticos del Departamento de Microbiologia y Ecologia,

de la Universidad de Valencia.

3.3.2.2.1. Aislamiento y cultivo in vitro de macrofagos peritoneales de raton

La obtencion de macréfagos intraperitoneales se realizd a partir de ratones
C57BL/6, en condiciones de esterilidad mediante su manipulacién en cabina de flujo
laminar y utilizando material quirdrgico estéril. Tras su sacrificio por dislocacién
cervical, se bafi¢ al raton con alcohol de 70 °C y se le inyecté 10 mL de medio RPMI
completo (Gibco, Invitrogen). A continuacién se masajed la cavidad peritoneal del
animal, para distribuir bien el medio de cultivo, y se realizé un corte en el peritoneo

para recuperar el medio inyectado con las células. La muestra se centrifugd a 450 x g
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durante 10 min a 4 °Cy, tras el recuento de los macréfagos al microscopio, las células
se resuspendieron en medio RPMI completo para dejarlos a una concentracion final de
1,15 x 10° células mL?. Durante todo el proceso, la manipulacion de las células

peritoneales se realizd en frio para evitar la adherencia de las células al plastico.

3.3.2.2.2. Preparacion de estimulos

El EPS-LS y el EPS-LM se trataron con 20 pg mL ! de polimixina B (Sigma-Aldrich)
durante 1 h y se filtraron por 0,45 um para eliminar posibles endotoxinas. Los estudios
se realizaron independientemente con cada uno de los dextranos a una concentracion
final de 50 pg mL* disueltos en tampdn PBS (pH 7,4) y con diferentes compuestos que
desencadenan respuestas proinflamatorias. Asi, se utilizo el lipopolisacarido (LPS) de
Escherichia coli a 0,25 pg mL?'; Zymosan, particulas de paredes celulares de
Saccharomyces cerevisiae a 100 pg mL?; levaduras de Candida albicans a 10’ mL?, y el

curdlano, (1,3)-B-glucano lineal de Alcaligenes faecalis a 20 pg mL™.

3.3.2.2.3. Estudios de produccidn in vitro de citoquinas

Para los estudios de produccion in vitro de citoquinas, 200 pL de la suspensién de
macrofagos (2,3 x 10° células por pocillo) se incubaron en placas de 96 pocillos durante
72 h a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 5 %. Transcurrido dicho tiempo, los estimulos
se afladieron durante 24 h a 37 °C en una atmodsfera de CO; al 5 %. Tras la estimulacion
de las células se recogid el medio de cultivo y se centrifugd a 16.000 x g durante 5 min
para recoger los sobrenadantes libres de cualquier resto celular. Estos se guardaron a

— 80 °C hasta su analisis.

La produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a e IL-6) se determind
utilizando los sobrenadantes de los cultivos celulares, mediante la técnica ELISA con los
kits comerciales de eBioscience (San Diego, EEUU), siguiendo las indicaciones del

fabricante.
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3.4. Deteccion y localizacion genomica de los genes dsr en Lb. sakei MN1 vy Lc.

mesenteroides RTF10

Para detectar la presencia de los genes dsr se realizé un andlisis de hibridacién de
Southern. Para ello, se fraccionaron preparaciones de DNA plasmidico de Lb. sakei
MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 (apartado 2.2.2 de este capitulo), mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,7 % con tampon TAE 1X con un amperaje
constante de 40 mA aproximadamente durante 4 h y se tifieron durante 30 min con
0,5 ug mL* de bromuro de etidio. El gel conteniendo el DNA fraccionado se irradié con
un transiluminador de onda corta durante 2 min, se tratd, con agitacién suave, con 100
mL de 0,25 N de HCl durante 10 min a 21 °C vy, posteriormente, se lavé con 100 mL de
agua ultrapura durante 15 min a 21 °C. A continuacion, se tratd dos veces con 100 mL
de una solucion de desnaturalizacion que contenia 0,5 N de NaOH y 1,5 N de NaCl
durante 15 min a 21 °C, con agitacidn suave, y posteriormente se lavd con 100 mL de
agua ultrapura durante 15 min a 21 °C. Antes de ser transferido por capilaridad a una
membrana de nylon de 0,45 um (Biodyne A®, Pall Gelman Laboratory, Florida, EEUU),
se tratd dos veces con 100 mL de una solucidn de neutralizacién (1 M de Tris-HCl y 1,5
M de NaCl, pH 7,5) durante 15 min a 21 °C con agitacion suave y se lavé con 100 mL de
agua ultrapura durante 15 min a 21 °C. Tras la transferencia, la membrana se secé en
un horno a 80 °C durante 30 min y se fijo el DNA por radiacién ultravioleta en el Gene
Linker de Bio-Rad. A continuacién se incubd la membrana durante 1 h a 45 °C con 20
mL en solucidon de prehibridacion: Denhart (5 % de Ficoll tipo 400, 5 % de
polivinilpirrolidona y 5 % de suero fetal bovino), SSC (900 mM de NaCl y 90 mM de
citrato de sodio) y SDS al 0,5 % suplementada con 100 ug mL! de DNA de timo de

ternera desnaturalizado (Sigma-Aldrich).

La construccidn de las sondas se realizé a partir de un amplicén de 698 pb (sonda
para Lc. mesenteroides RTF10) 6 de 695 pb (sonda para Lb. sakei MN1) generado por
PCR, segun las condiciones descritas en el apartado 2.4 de este capitulo. Se utilizaron
como moldes DNA gendmico de Lc. mesenteroides RTF10 o Lb. sakei MN1 y los
oligonucleétidos dsrR y dsrF cuya secuencia se describe en la tabla 2M.

Posteriormente, las sondas se marcaron no isotépicamente utilizando el kit “NEBlot
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Phototope” (New England Biolabs), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. La
hibridacién de la membrana con una u otra sonda se realizé durante 12 h a 45 °C, con
la sonda previamente desnaturalizada por calentamiento a 95 °C durante 5 min. La
sonda no unida, se elimind mediante lavados sucesivos de la membrana: 5 min a 21 °C
con 100 mL de la solucién de lavado | que contenia SSC (300 mM de NaCl y 30 mM de
citrato de sodio) y SDS al 0,1 %; 5 min a 21 °C con 100 mL de la solucion de lavado Il
que contenia SSC (15 mM de NaCl y 1,5 mM de citrato de sodio) y SDS al 0,1 % y dos
lavados de 15 min a 45 °C con 100 mL de la solucion de lavado I. El procedimiento de
deteccidn se realizé utilizando el kit Phototope-Stars Detection (New England Biolabs)
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Finalmente, para la deteccién de las
bandas luminiscentes se utilizd el equipo Luminescent Image Analyzer LAS-3000

(Fujifilm).

3.5. Deteccidn de la transcripcion de los genes rep A, repB y dsrLS en pMN1

La transcripcion de los genes presentes en pMN1 fue estudiada mediante RT-
PCR. Para ello, se partié de RNA total extraido a partir de cultivos de Lb. sakei MN1
crecidos en medio CDMG y CDMS hasta una Agoonm de 2,0 (apartado 2.3 de este
capitulo). Para la sintesis de los cDNA, se utilizaron 400 ng de RNA, 0,75 uM de cada
uno de los oligonucleétidos complementarios a distintas regiones de pMN1 y 500 uM
de cada uno de los 4 dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP). Las mezclas se incubaron
durante 5 min a 65 °C, se transfirieron a 4 °C y se adicioné a cada una de ellas el
tampdn de sintesis de cDNA 1X (Invitrogen), 5 mM de DTT (Invitrogen), 2 U uL? de
RNasaOUT (Invitrogen) y 0,75 U uL*! de la transcriptasa reversa aviar ThermoScript
(Invitrogen). Las muestras se incubaron durante 1 h a 50 °C y 5 min a 85 °C, para
detener la reaccién. Para eliminar restos de RNA, se afiadieron 0,2 ug pL! de RNasa A
(Sigma-Aldrich) y la mezcla se incubé durante 20 min a 37 °C. Finalmente, las muestras
se dializaron durante 30 min frente a 10 mM de tampdn Tris pH 8,0 usando las
membranas de la serie V de Millipore (Merck, Darmstadt, Alemania). Las PCR se
realizaron siguiendo las indicaciones de la casa comercial Thermo Fisher Scientific para

la DNA polimerasa Phusion como se indica en el apartado 2.4 de este capitulo.
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3.6. Construccion de los plasmidos pRCR13, pRCR14 y pRCR15 y establecimiento en L.
lactis MG1363 y Lb. sakei MN1

Para la construccién de los pldasmidos pRCR13, pRCR14 y pRCR15, se obtuvieron
amplicones de 343 bp, 366 bp y 376 bp mediante PCR, respectivamente (apartado 2.4
de este capitulo) usando como molde DNA plasmidico de Lb. sakei MN1 y los
siguientes pares de oligonucledtidos, P1F y P1R para pRCR13; P2F y P2R para pRCR14;
P3F y P3R para pRCR15. Las secuencias de los oligonucledtidos se muestran en la tabla

2M.

El pldsmido vector pRCR, obtenido de E. coli DH5a[pRCR], y los amplicones
generados se digirieron y ligaron para obtener los plasmidos recombinantes
correspondientes, que fueron establecidos por electroporacion en L. lactis MG1363 y
Lb. sakei MN1 (apartado 2.8 de este capitulo). El esquema de la estrategia utilizada
para la construccién de los plasmidos y su mapa fisico aparece recogido en la figura

22R.

3.7. Transferencia del plasmido pRCR12 a Lb. sakei MN1

El plasmido pRCR12 es un derivado de pRCR, que contiene el gen mrfp bajo el
control del promotor Py del gen malX de S. pneumoniae (Fig. 2M) [119]. La expresidn
génica a partir de Py estd regulada por el represor MalR en S. pneumoniae [138] y la
proteina mCherry se expresa de forma constitutiva a partir de la fusién Px-mrfp en L.
lactis [139]. El pldsmido contiene el replicén del plasmido pSH71 de L. lactis, que es de
amplio espectro de huésped y funcional en cepas pertenecientes al género
Lactobacillus. Ademas, el plasmido contiene el gen cat cuyo producto, una
cloranfenicol acetil transferasa, confiere el fenotipo de CmR a la bacteria portadora.

El plasmido se purificé a partir de cultivos de E. coli DH5a[pRCR12] usando el kit de
purificacion de plasmidos "JetStar 2.0” de Genomed siguiendo las instrucciones del
fabricante y se transfirié a Lb. sakei MN1 como se ha descrito en el apartado 2.8 de

este capitulo.
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Figura 2M. Mapa fisico del plasmido pRCR12.

3.8. Deteccion de la expresion de la proteina fluorescente mCherry en Lb. sakei MN1

portadora de pRCR12, pRCR13, pRCR14 o pRCR15

Para detectar la expresion de la proteina fluorescente mCherry las cepas se
cultivaron en 10 mL de medio MRSG o MRSS hasta una Asoonm de 2,0 (fase exponencial)
y hasta el inicio de la fase estacionaria Assonm de 5,0 en MRSG y Asoonm de 10,0 en
MRSS. Las células se sedimentaron por centrifugacién a 16.000 x g durante 15 min a 4
°C, se resuspendieron en tampdn PBS (pH 7,4) y después de sedimentarse nuevamente
por centrifugacion, se resuspendieron en 500 uL de tampdn PBS (pH 7,4). De dichas
suspensiones, se utilizaron 200 uL de cada una de ellas para medir en placas de
microtitulo en un equipo Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific): i) la Asgonm Y ii) los
niveles de fluorescencia de la proteina mCherry, utilizando una longitud de onda de
excitacion de 587 nm y de emision de 610 nm. Se realizaron tres ensayos
independientes. De la misma suspension se utilizaron 50 pL para la observacién de los

cultivos por microscopia confocal laser de barrido (apartado 2.11 de este capitulo).

3.9. Deteccion de la formacion de biopeliculas en matrices de poliestireno y vidrio

La capacidad de formar biopeliculas se determind siguiendo la metodologia
descrita por Vergara-Irigaray y cols. [140]. Cultivos de Lc. mesenteroides RTF10 y Lb.
sakei MN1, se utilizaron al 0,1 % (v/v) para inocular medio fresco MRSG y MRSS vy

dichas suspensiones se repartieron en volimenes de 200 uL por pocillo en placas de 96
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pocillos de poliestireno (BD, New Jersey, EEUU). Después de incubar durante 24 h a 37
°C, en un agitador orbital (200 rpm), los pocillos se lavaron suavemente dos veces con
agua destilada, se secaron y se tifieron con cristal violeta al 0,5 % (w/v) durante 5 min a
21 °C. A continuacion, los pocillos se lavaron suavemente dos veces con agua destilada,
se secaron y se solubilizaron con etanol:acetona (80:20, v/v). Las células tefiidas se
cuantificaron midiendo la absorcion a 595 nm (Asgsnm) de los pocillos usando el equipo
Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific). Las determinaciones se realizaron por
triplicado en tres ensayos independientes. La formacion de biopeliculas en superficie
de vidrio se realizd del mismo modo pero utilizando tubos de vidrio y volimenes de 5
mL. En este caso, la Asgsnm Se midié en un espectrofotémetro Spectronic 200 (Thermo

Fisher Scientific).

3.10. Deteccion de agregacion y desagregacion bacteriana

Para la deteccion de agregados bacterianos, cultivos de Lc. mesenteroides RTF10,
Lb. sakei MN1 y Lb. sakei MN1[pRCR12] se utilizaron al 0,1 % (v/v) para inocular medio
fresco MRSG o MRSS y se cultivaron durante 24 h a 30 °C. Para la deteccion en medio
liquido, los tubos conteniendo los cultivos se fotografiaron con una camara FinePix S5
Pro con un objetivo AF Micro Nikkor de 60 mm en el Servicio de Fotografia del CIB.
Para la deteccion a nivel celular, 1 mL de cultivo se sedimentd por centrifugacién a
5.000 x g durante 3 min a 4 °C y el sobrenadante se elimind. Las células se
resuspendieron cuidadosamente, sin agitacién fuerte, en 50 puL de tampdén PBS (pH
7,4) y directamente se analizaron, sin fijacidn, por microscopia confocal laser de

barrido (apartado 2.11 de este capitulo).

Para la deteccidn de desagregados bacterianos, cultivos de Lb. sakei MN1 y Lb.
sakei MN1[pRCR12] se utilizaron al 0,1 % (v/v) para inocular medio fresco MRSG vy se
cultivaron durante 24 h a 30 °C. A continuacién, las células se sedimentaron por
centrifugacion a 5.000 x g durante 3 min a 4 °C y se resuspendieron cuidadosamente,
sin agitacién fuerte, en el mismo volumen de medio fresco MRSG o MRSS. De nuevo,
se incubaron durante 3 h a 30 °C, se sedimentaron por centrifugaciéon y se

resuspendieron, sin agitacién fuerte, en 50 pL de tampon PBS (pH 7,4). Se analizaron
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directamente, sin fijacién, por microscopia confocal laser de barrido (apartado 2.11 de

este capitulo).

3.11. Evaluacion de la capacidad de colonizacion de Lb. sakei MN1 en modelo

gnotobidtico de pez

Los ensayos fueron realizados por Ifiaki lturria bajo la direccién de Miguel Angel

Pardo en el Centro Tecnoldgico AZTI-Tecnalia (Derio, Vizcaya).

3.11.1. Obtenciéon de cultivos de Vibrio anguillarum vy larvas de pez cebra

gnotobiodticas

La cepa de V. anguillarum NB10 (que expresa la proteina fluorescente verde GFP)
se cultivé a 25 °C en TSB (Pronadisa) suplementado con 10 pg mL* de Cmy 0,5 mM de

isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).

Los peces cebra adultos se mantuvieron de acuerdo con los protocolos
estandares [141] en un régimen de 12 h de luz y 12 h de oscuridad en tanques de 60 L
de agua a 27 °C con aireacidn, y se alimentaron con una dieta de granulos comerciales
(5 % de su peso corporal). Cada tanque contenia un sistema externo de filtracion
(bioldgico, quimico vy fisico) complementado con una ldmpara ultravioleta. Todos los
experimentos fueron aprobados por el Organo Encargado del Bienestar Animal de

Neiker (Derio, Vizcaya).

La obtencién de larvas de pez cebra gnotobidticas, libres de gérmenes (GF) se
realizdé como se describe en Oyarbide y cols. [142]. Las larvas gnotobidticas se
mantuvieron en placas petri estériles, a una densidad media de 1,3 animales por
mililitro, en un incubador a 27 °C con ciclos de luz de 14 h. Los ensayos de mortalidad

de larvas infectadas se realizé en placas estériles de 24 pocillos.
3.11.2. Ensayos de colonizacion de Lb. sakei MN1

La cepa Lb. sakei MN1[pRCR12] se cultivé a 30 °C durante 12 h en medio MRSG

suplementado con 5 pg mL?* de Cm. A continuacion, los cultivos se lavaron tres veces
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con tampon PBS (pH 7,4) a temperatura ambiente y se diluyeron a una concentracién
de 107 unidades formadoras de colonias (ufc) mL* en una solucién de tampdn PBS (pH

7,4) suplementado con 0,5 % de glucosa 0 0,5 % de sacarosa.

Las larvas de peces cebra gnotobidticas (n=20) de 4 dias post-fecundacion se
colocaron en placas petri (5,5 cm x 1 cm) junto con 15 mL de la suspensidn bacteriana
en solucion conteniendo glucosa o sacarosa. Como control se utilizaron larvas en
placas petri con 15 mL de tampdn PBS (pH 7,4). Los cultivos se mantuvieron a 27 °C
con agitacion (60 rpm) durante 6, 24 y 48 h. A continuacién, se elimind el medio y se
lavaron las larvas tres veces con tampdn PBS (pH 7,4). Después, se sacrificaron
sometiéndolas a una solucidon de tricaina a 200 mg mL* y se lavaron tres veces con
tampdn PBS (pH 7,4) estéril que contenia un 0,1 % de Tween 20, para eliminar las
bacterias débilmente unidas a la piel [143]. A continuacién, se homogeneizaron
manualmente con un “Pellet Pestle Cordless Motor” (Kimble Chase Life Science and
Research Products LLC , Vineland, EEUU) y finalmente, se prepararon diluciones
decimales seriadas de la suspension recuperada que se sembraron en placas de MRSG
y se incubaron a 30 °C durante 24 h, para después determinar las ufc mediante el

contaje del numero de colonias.

3.11.3. Ensayos de competicion entre Lb. sakei MN1 y V. anguillarum NB10

La cepa V. anguillarum NB10 se cultivéd en TSB suplementado con 10 pg mL* de
Cmy 0,5 mM de IPTG durante 24 h a 25 °C. La cepa Lb. sakei MN1[pRCR12] se cultivo
durante 12 h a 30 °C en medio MRSG suplementado con 5 pg mL! de Cm. A
continuacién, ambos cultivos se lavaron tres veces con agua estéril que contenia 0,5 %
de NaCl y 0,5 % de glucosa o 0,5 % sacarosa. Finalmente se diluyeron las bacterias a
una concentracion de 107 cfu mL? en la solucidn correspondiente. Las larvas de pez
cebra se sumergieron en la suspensién de Lb. sakei MN1 durante 18 h antes de llevar a

cabo la infeccién con V. anguillarum NB10.

Los diferentes grupos experimentales fueron: i) tratamiento con Lb. sakei MN1 vy
V. anguillarum NB10 en 0,5 % de glucosa; ii) tratamiento con Lb. sakei MN1 en 0,5 %

de glucosa y V. anguillarum NB10 en 0,5 % de sacarosa; iii) tratamiento con Lb. sakei
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MN1 y V. anguillarum NB10 en 0,5 % de sacarosa; iv) tratamiento con V. anguillarum
NB10, como control positivo de infeccidn, y v) larvas sumergidas en 0,5 % de glucosa o
0,5 % de sacarosa en tampdn PBS, sin exposicion a ninguna de las bacterias, como

controles negativos. Se monitorizé la mortalidad acumulada durante 96h.

3.11.4. Deteccion de la colonizacion bacteriana

Para detectar la colonizacion de las bacterias en el interior de las larvas, se utilizé
un estereomicroscopio Leica MZFL Il con un rango de aumento de zoom de 8X a 100X.
El microscopio esta equipado con luz visible y luz UV (100 W Hg). Para detectar la
fluorescencia de la GFP codificada por V. anguillarum NB10, se utilizé la luz UV en el
rango de excitacion de 450-490 nm, mientras que para detectar la fluorescencia de la
mCherry codificada por Lb. sakei MN1[pRCR12], se utilizd6 en el rango de 540-580 nm.
Las imagenes se obtuvieron con una camara Leica DFC 360FX y fueron procesadas con

el Imagel software v1.47 (National Institutes of Health, EEUU).
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1. CARACTERIZACION DE BAL PRODUCTORAS DE EPS

La caracterizacion de nuevas cepas productoras de EPS, procedentes de
ambientes diversos, es una estrategia de gran interés biotecnoldgico debido a las
potenciales propiedades tecnoldgicas y/o funcionales de estos polimeros producidos

por algunas BAL.

Para la realizacidn de este trabajo, se utilizaron las cepas Lb. sakei MN1 y Lc.
mesenteroides RTF10, seleccionadas como potencialmente productoras de EPS a partir
de una coleccién de BAL aisladas de productos cdrnicos. Forman parte de un estudio
previo “Caracterizacién de especies de bacterias lacticas asociadas a la alteracion de
productos carnicos mediante técnicas moleculares” (Empar Chenoll, Tesis Doctoral,
2006) que fue realizado en el laboratorio de la Dra. Rosa Aznar, en el Instituto de

Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos (IATA, CSIC, Valencia).

1.1. Confirmacion taxondmica de las cepas Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10

La secuencia parcial de los genes que codifican el rRNA 16S de Lb. sakei MN1
(1.345 pb) y Lc. mesenteroides RTF10 (1.292 pb) se comparé con la base de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology (NCBI, EEUU). El porcentaje de
similitud de secuencia del 100 % con las correspondientes especies, confirmé su
adscripcidon a las mismas. Las secuencias se depositaron en el GenBank con los
numeros de acceso KJ161303 (Lb. sakei MN1) y KJ161304 (Lc. mesenteroides RTF10) y

se incluyen en los anexos .1y I.Il de este trabajo.

1.2. Perfil de fermentacion de carbohidratos

En primer lugar, se realizé un perfil de fermentacion de carbohidratos de las dos
cepas objeto de estudio, mediante el sistema APl 50CH. Lc. mesenteroides RTF10
mostré capacidad para fermentar: arabinosa, celobiosa, esculina, fructosa, galactosa,
glucosa, lactosa, manosa, maltosa, melibiosa, rafinosa, ribosa, sacarosa, salicina,
turanosa, trehalosa y xilosa. En el caso de Lb. sakei MN1, el nimero de azlcares
fermentables fue inferior siendo éstos: arabinosa, celobiosa, esculina, fructosa,

galactosa, glucosa, manosa, melibiosa, ribosa, sacarosa y trehalosa. La capacidad de
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fermentaciéon de azucares detectada es un cardcter previamente descrito para las

especies Lc. mesenteroides y Lb. sakei [144] [145] [146].

1.3. Deteccion de la produccion de EPS

La produccion de EPS se ensayd mediante el cultivo de las bacterias en medio
CDM, para evitar la interferencia de los componentes de los medios ricos en la
cuantificacion de los mismos. El crecimiento se realizé durante 24 h a 30 °C,
suplementando el medio con fructosa, glucosa o sacarosa y, en el caso de Lc.
mesenteroides RTF10, también con lactosa o maltosa. Los resultados de la
cuantificacion realizada en los sobrenadantes de los cultivos bacterianos, por el
método del fenol-sulfurico, mostraron que ambas cepas sélo producian EPS cuando
crecian en medio CDM suplementado con sacarosa. En dichas condiciones, los valores
obtenidos para Lc. mesenteroides RTF10 fueron de 1,04 + 0,15 g L%, cuando alcanzé
una Asoonm = 3,23 + 0,21 y de 2,23 + 0,13 g L para Lb. sakei MN1, tras alcanzar una
Asoonm = 4,23 £ 0,06.

La produccion de EPS también se detecté mediante la técnica de cultivo en
medio sélido. Cuando las cepas en estudio se cultivaron en placas de MRSS, las
colonias mostraron un aspecto mucoso, mientras que en placas de MRSG no
presentaron dicho aspecto (Fig. 1R). El mismo fenotipo, dependiente de la presencia
de sacarosa o glucosa durante el crecimiento, se observé en placas de CDM (resultados

no mostrados).
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Lb. sakei MN1

Le. mesenteroides RTF10

MRSG MRSS

Figura 1R. Deteccion de EPS en medio sdlido. Fotografias de colonias de Lb. sakei MN1 vy Lc.

mesenteroides RTF10 cultivadas en placas de MRSG y MRSS.

Las colonias crecidas en medio sélido MRSG y MRSS se analizaron, a nivel celular,

mediante microscopia electrénica de transmisién (Fig. 2R).

Lb. sakei MN1

Le. mesenteroides RTF10

MRSG MRSS

Figura 2R. Deteccion de EPS mediante microscopia electrénica. Analisis directo de colonias de de Lb.

sakei MN1 vy Lc. mesenteroides RTF10 cultivadas en placas de MRSG y MRSS.

Con esta deteccion directa se consiguid minimizar la pérdida de EPS durante la

manipulacion de las muestras, lo que permitié no sélo detectarlos, sino también
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determinar en los cultivos crecidos en presencia de sacarosa, su localizacidon a nivel

celular asociado a la pared bacteriana o rodeando a las células (Fig. 2R).

1.4. Metabolismo central bacteriano y produccion de EPS utilizando sacarosa como

fuente de carbono

Una vez determinado que Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 sintetizaban
EPS en presencia de sacarosa como fuente de carbono, se analizaron los niveles de
produccién durante su crecimiento en medio liquido. Se cultivaron en medio CDM
suplementado con 0,8 % de sacarosa a 30 °C, sin control de pH durante 13 h (fase de
crecimiento exponencial e inicio de la fase estacionaria) y se tomaron muestras a
diferentes tiempos, a partir del incio del crecimiento (2 h), con el fin de: i) realizar un
seguimiento del crecimiento de los cultivos mediante la Asoonm; ii) medir el pH
extracelular vy iii) cuantificar la produccion de EPS mediante el método del fenol-

sulfurico.

Los resultados se muestran en la figura 3R observandose que ambas cepas
sintetizaban EPS en la fase exponencial de crecimiento en paralelo a un aumento de la
Aeoonm Y una disminucién del pH. Los niveles de produccion de EPS alcanzados al inicio
de la fase estacionaria (después de 8 h de crecimiento) fueron de 1,56 + 0,15 g L*
cuando Lb. sakei MN1 alcanzé una Aegoonm = 5,10 + 0,06 (Fig. 3R, A)yde 1,03 +0,10g L*
cuando Lc. mesenteroides RTF10 alcanzé una Aeoonm = 2,45 + 0,07 (Fig. 3R, B). Estos
niveles de EPS en el medio extracelular aumentaron ligeramente tras 13 h de
crecimiento, siendo de 2,20 + 0,09 g L! para Lb. sakei MN1y 1,25 + 0,04 g L para Lc.

mesenteroides RTF10.

Ademas se realiz6 un estudio metabdlico determindandose, en paralelo a la
produccién de EPS y a lo largo del crecimiento, la concentracion de sacarosa (fuente de
carbono), glucosa y fructosa (metabolitos primarios de la sacarosa) y acido lactico
(producto de la glicolisis), a partir de los sobrenadantes de los cultivos, utilizando

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
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Figura 3R. Estudio de la produccion de EPS por Lb. sakei MN1 (A) y por Lc. mesenteroides RTF10 (B).
Andlisis de la Agoonm (A ), pH (0) y produccion de EPS (®) durante el crecimiento a 30 °C en medio CDMS.
Los resultados representados son el promedio de tres experimentos independientes. Se muestran los

valores medios y las desviaciones estandar.

En la figura 4R se muestran los niveles de glucosa, sacarosa, fructosa y de acido
lactico durante la produccion de EPS observandose que ambas cepas consumieron
aproximadamente el 90 % de la sacarosa adicionada al medio (23 mM) durante las
primeras 7 h de crecimiento. Las dos bacterias provocaron un incremento de los
niveles de fructosa extracelular durante las primeras 7 h de incubacidn, alcanzando un
maximo de acumulaciéon muy similar en ambos casos (7,93 + 0,55 mM para Lb. sakei
MN1 y 7,31 + 0,22 mM para Lc. mesenteroides RTF10), niveles que decrecieron
posteriormente, siendo mas lento el descenso en los cultivos de Lb. sakei MN1 (Fig.
4R). Asi mismo, se observa un incremento en los niveles de glucosa en el caso de Lc.
mesenteroides RTF10 (Fig. 4R, B) mientras que en los sobrenadantes de los cultivos de
Lb. sakei MN1 no se detectaron niveles apreciables de glucosa a ninguno de los

tiempos analizados (Fig. 4R, A).
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Figura 4R. Estudio metabdlico de Lb. sakei MN1 (A) y Lc. mesenteroides RTF10 (B) durante la
produccion de EPS, utilizando como tnica fuente de carbono sacarosa. Analisis de los niveles de
glucosa (@), sacarosa (m), fructosa (A ) y acido lactico (o) durante el crecimiento a 30 °C en medio CDMS.
Los resultados representados son el promedio de tres experimentos independientes. Se muestran los

valores medios y las desviaciones estandar.

Cuando la sacarosa extracelular alcanzé niveles indetectables (después de 8 h de
crecimiento), Lb. sakei MN1 comenzd a consumir la fructosa previamente acumulada
en el medio de cultivo (Fig. 4R, A) y Lc. mesenteroides RTF10 la glucosa (Fig. 4R, B). El
consumo de fructosa por Lc. mesenteroides RTF10 comenzé a las 9 h y fue mas rapido
(Fig. 4R, B) que el realizado por Lb. sakei MN1 (Fig. 4R, A), siendo los niveles
extracelulares de dicho monosacarido de 0,76 + 0,01 mM vy 2,72 + 0,24 mM,
respectivamente, después de 13 h de incubacion (Fig. 4R) e indetectables para ambas
bacterias a las 24 h (resultados no mostrados). Finalmente, el patrén de produccién de
acido lactico por Lb. sakei MN1 (Fig. 4R, A) fue mas rapido que en Lc. mesenteroides
RTF10 (Fig. 4R, B) vy los niveles alcanzados después de 13 h fueron de
aproximadamente el doble para la primera (45,02 + 0,94 mM versus 25,47 + 0,18 mM).
Estos resultados corroboran que Lb. sakei como microorganismo heterofermentativo
facultativo estd metabolizando las hexosas por la via de la glicolisis (rendimiento: dos
moleculas de lactato por molécula de glucosa), mientras que Lc. mesenteroides que es
heterofermentativo obligado, utiliza la ruta del 6-fosfogluconato para fermentar las

hexosas (rendimiento: una molecula de lactato por molécula de glucosa).
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2. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS EPS

Con el objetivo de realizar una caracterizacion fisicoquimica de los EPS
producidos por Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 en medios de cultivo
conteniendo sacarosa como fuente de carbono y poder ademas evaluar su
bioactividad, se procedié a estandarizar su aislamiento y purificacidon con un alto grado

de pureza.

2.1. Aislamiento y purificacion de los EPS

En base a los resultados presentados en la figura 3R y, con el fin de conseguir el
mayor rendimiento de produccidn de EPS, se utilizaron los sobrenadantes de cultivos
crecidos en medio CDMS hasta el final de la fase exponencial. Con los resultados
obtenidos y para tener la menor contaminacién provocada por la lisis celular o por los
componentes del medio, se estandarizé el protocolo de trabajo que se describe en los
apartados 3.2.1 y 3.2.2 del capitulo de materiales y métodos. La evaluacion de la
concentracion de EPS, proteinas, DNA y RNA en los sobrenadantes de los cultivos,
reveléd una buena produccién del EPS de Lb. sakei MN1 (1,56 + 0,15 g L) y de Lc.
mesenteroides RTF10 (1,03 + 0,10 g L'!) con un grado de pureza de aproximadamente
el 95 % y sin niveles detectables de DNA y RNA (Tabla 1R). Los EPS presentes en los
sobrenadantes de los cultivos se precipitaron con un volumen de etanol durante 12 h a
4 °C, se dializaron y se liofilizaron. Después de esta purificacién parcial, se cuantificé de
nuevo la concentracion de EPS y de los contaminantes presentes. Ambas
preparaciones de EPS incrementaron su grado de pureza a niveles de
aproximadamente el 99 %, debido a una reduccién significativa de la concentracién de

proteinas contaminantes (Tabla 1R).
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Tabla 1R. Analisis del grado de pureza de los EPS. Determinacion de los niveles (%) de EPS, proteinas,

DNA y RNA durante los procesos de produccion y purificacion.

Cepas productoras Lb. sakei MN1 Lc. mesenteroides RTF10

2Biomoléculas EPS Proteinas DNA RNA EPS Proteinas DNA RNA

Muestras (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
bSobrenadante del cultivo 96,5 3,5 ND ND 94,8 5,2 ND ND
‘Después de la precipitacién y

99,4 0,6 ND ND 99,1 0,9 ND ND
dialisis
‘Después del fraccionamiento

100 ND ND ND 100 ND ND ND

cromatografico

?El 100 % corresponde a la concentracion total de biomoléculas detectadas (EPS, proteinas, DNA y RNA) en cada muestra.

P La concentracién de proteinas, DNA y RNA fue medida directamente en los sobrenadantes. La concentracién de EPS se determiné
tras la precipitacion con etanol.

¢ Las concentraciones de las biomoléculas fueron determinadas a partir de preparaciones del compuesto liofilizado a una
concentracién de 2 mg mL * disuelto en agua.

ND indica niveles por debajo del limite de deteccién correspodiente a 0,5 pg mL* de DNA, 20 ng mL? de RNA y 1 ug mL? de
proteinas.

Las pequefias trazas de contaminantes, que permanecian presentes, se
eliminaron por cromatografia de exclusién utilizando una columna preparativa de
Sepharose CL 6B equilibrada con agua ultrapura (Tabla 1R). Ambas preparaciones de
EPS mostraron un Unico pico mayoritario de elucién, muy definido y detectado por el
método del fenol-sulfurico (especifico para la deteccion de azucares), hecho que probé
su naturaleza glucidica (Fig. 5R). Las fracciones que presentaron dichos picos se
recogieron como una Unica muestra denominandose EPS-LS y EPS-LM a las
procedentes de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteoides RTF10, respectivamente, para ser

utilizadas en los estudios posteriores.

Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que tras 8 h de crecimiento, el
método desarrollado permite la obtencidn de altos niveles del EPS-LS y del EPS-LM,
muy puros y con un rendimiento elevado (aproximadamente una recuperacién del 80
%), ya que se obtuvieron 1,2 g L' de EPS-LS y 0,8 g L™ de EPS-LM puros, cuando las
concentraciones iniciales de estos EPS, en los sobrenadantes de los cultivos, fueron de

1,56 +0,15g L'y 1,03 £ 0,10 g L}, respectivamente.
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Figura 5R. Cromatografia de exclusidon. Volimenes de elucién de los EPS de Lb. sakei MN1 (A) y Lc.

mesenteroides RTF10 (B) tras su paso por una columna preparativa de Sepharose CL 6B.

2.2. Caracterizacion estructural de los EPS

Una vez purificados, se realizd una caracterizacidon estructural de los EPS
mediante: i) el analisis de la composicién de monosacaridos; ii) el andlisis de metilacién

y iii) la determinacion del espectro de infrarrojos.

La identificacién de los monosacaridos presentes en los EPS, se realizd6 mediante
hidrélisis acida de los mismos. Los monosacaridos obtenidos se transformaron en sus
correspondientes acetatos de alditol, derivados volatiles, que se analizaron por
cromatografia de gases. Para ambos EPS se detecté el mismo tipo de cromatograma
(en la figura 6R se muestra el analisis del EPS-LS), revelando que la glucosa es el Unico

componente tanto del EPS-LS como del EPS-LM.
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Figura 6R. Composicion de monosacaridos del EPS-LS. Cromatografia liquido-gas de los acetatos de

alditol obtenidos para el EPS-LS. Se utilizé en el analisis inositol como estandar interno.
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El analisis mediante espectroscopia de infrarrojo mostré en el espectro del EPS-

LM dos bandas: una a 865 cm™ y otra a 927 cm™ y en el del EPS-LS también se

detectaron dos bandas: una a 849 cm™ y otra a 916 cm™ (Fig. 7R). Estas bandas son

caracteristicas de a-andmeros.
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Figura 7R. Espectro de infrarrojos. Se muestran los espectros del EPS-LM y del EPS-LS.

Para determinar el tipo de enlace entre moléculas de glucosa se realizo el andlisis

de metilacién de los EPS mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas. Los resultados obtenidos revelaron que el EPS-LS contiene un 97 % de

enlaces 1-6 con un 3 % de sustituciones en la posicién O-3 y que el EPS-LM posee un 91

% de enlaces 1-6 con un 9 % de sustituciones en la posicion O-3 (Tabla 2R).

Tabla 2R. Analisis de metilacidn. Tipos de enlace (%) deducidos tras el andlisis del EPS-LM y EPS-LS.

Tipo de enlace (%) Glcp-(1—> —6)-Glcp-(1—> —3,6)-Glcp-(1—
EPS-LS 2 95 3
EPS-LM 6 85 9

En consecuencia, debido a la existencia de un Unico monosacarido, a la posicion

de los enlaces entre las moléculas de glucosa y a que los espectros de infrarrojo
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mostraron bandas caracteristicas de a-andmeros, se concluyé que ambos EPS son

HoPS tipo dextrano, cuya estructura se muestra en la figura 8R.

[—6)o-D-Glep<(1—],,—>6)a-D-Glep-(1—

Figura 8R. Estructura general de los dos EPS analizados: EPS-LS y EPS-LM.

2.3. Determinacion del tamafio molecular de los EPS

El fraccionamiento del EPS-LS y del EPS-LM mediante cromatografia de exclusion
(Fig. 5R), durante su purificacién, revelé que la masa molecular de éstos era superior a
1 x 10° Da. Con el fin de intentar determinar con mayor precisién su tamafio y
comprobar si existian diferencias entre ambos, se llevd a cabo un analisis por RMN.
Para ello, se utiliz6 como patrén el dextrano comercial de mayor tamafo definido, el
T2000 (2 x 10° Da), obtenido por hidrélisis del dextrano sintetizado por Lc.
mesenteroides NRRL B-512F. Los resultados de RMN no mostraron diferencias entre
los espectros 2D-DOSY del EPS-LM vy del EPS-LS, existiendo un solapamiento total de

ambos (datos no mostrados).

Los coeficientes de difusidon del EPS-LS y del dextrano T2000 (Fig. 9R) fueron de
-12,3y-10,9, respectivamente, lo que pone de manifiesto que existe una diferencia de
tamafio entre ellos. No obstante, debido a las limitaciones de la técnica y a la ausencia
de estandares de mayor masa molecular, no se pudo determinar la masa promedio del
EPS-LM y del EPS-LS, pero si se confirmd por RMN que son dextranos con una masa

superior a 2 x 10° Da.
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Figura 9R. Andlisis por RMN de los EPS. (A) Comparacién de los espectros 2D-DOSY del EPS-LS y del
dextrano T2000. Alineamiento realizado superponiendo los espectros y utilizando como referencia el
agua deuterada (D,0). (B) Superposicidon de las proyecciones mostradas en (A) de las sefiales de la

dimensidn de difusidn. Se indican los coeficientes de difusion.

3. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS DEXTRANOS: POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO,
ANTIVIRAL E INMUNOMODULADOR

Con el fin de explorar posibles aplicaciones del EPS-LS y del EPS-LM se realizé un
estudio comparativo de ellos con dextranos comerciales de diferentes tamafios. Se
analizaron las siguientes actividades: i) antiinflamatoria sobre macréfagos de ratén; ii)
antiviral en modelos in vitro e in vivo de infeccidn virica de salmdnidos vy iii)

inmunomoduladora en trucha arcoiris.

3.1. Actividad antiinflamatoria sobre macréfagos de ratén

En primer lugar se realizaron los ensayos de estimulacion de macréfagos de
raton con el EPS-LS, el EPS-LM vy el dextrano comercial T2000 (tratados con polimixina
B, como se describe en el apartado 3.3.2.2.2 del capitulo de materiales y métodos) a
una concentracion final de 50 ug mL?, usando como control de estimulacién 0,25 pg
mL?! del LPS de E. coli. Tras 24 h de incubacion, en presencia del LPS, se observd un
incremento de las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6 producidas por los

macréfagos, mientras que no se detectd aumento con ninguno de los dextranos
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utilizados. Estos resultados indicaron que los EPS no ejercen un efecto inflamatorio

sobre los macréfagos de raton (datos no mostrados).

Seguidamente, se procedié a evaluar un posible efecto de los dextranos frente a
diferentes estimulos que ejercen una accién inflamatoria sobre macréfagos de ratén:
levaduras de C. albicans; el LPS de E. coli; el curlano de A. faecalis, y el zymosan de S.
cerevisiae. Para ello se realizaron ensayos de co-tratamiento de los diferentes EPS con
cada uno de los estimulos. Como control se evalué el efecto de las levaduras, el LPS, el
curdlano y el zymosan en ausencia de los EPS. Tras 24 h de tratamiento, los niveles de
TNF-a producidos por los macréfagos en presencia de zymosan, levaduras o curdlano
no se vieron afectados por la adicién del EPS-LS o del EPS-LM (Fig. 10R, A). Sin
embargo, el co-tratamiento con los diferentes dextranos, incluido el dextrano T2000,
redujo tanto los niveles de TNF-a como los de IL-6 (Fig. 10R, B) inducidos por la

presencia del LPS.
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Figura 10R. Efecto inmunomodulador de los EPS. (A) Niveles de produccién de TNF-a por macréfagos
de ratdn tras co-incubacién del EPS-LM o el EPS-LS con curdlano (=), levaduras (o) y zymosan (m). (B)
Niveles de produccion de TNF-a (m) e IL-6 (O) por macrdéfagos de ratdn tras co-incubacién del EPS-LM, el
EPS-LS o el dextrano T2000 con LPS. En todos los casos se muestran los niveles de produccion de TNF-a

e IL-6 en ausencia de los EPS (control).

Estos resultados indican que los dextranos producidos pueden tener un efecto
antiinflamatorio frente a bacterias Gram negativas patdgenas, como E. coli o
Salmonella, ya que el LPS es un glicolipido que constituye la parte principal de la

membrana externa de bacterias Gram negativas.
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3.2. Actividad antiviral de los dextranos frente a virus de salmoénidos

La actividad antiviral de los dextranos se determind in vitro frente a los virus
VNPI y VNHI, mediante el estudio de la inhibicién del efecto citopatico causado por
ellos en las lineas celulares BF-2 y EPC, respectivamente. Previamente se ensayo la
citotoxicidad del EPS-LM, el EPS-LS y de dextranos comerciales de distintas masas
moleculares (T2000, T500, T70 y T10) frente a las antedichas lineas celulares. Los
resultados obtenidos mostraron que los dextranos evaluados no son téxicos, incluso a

la concentracién mas alta ensayada de 5 mg mL* (Tabla 3R).

Tabla 3R. Evaluacién de la citotoxicidad sobre las lineas celulares BF-2 y EPC y de la actividad antiviral

frente a VNPI y VNHI de los diferentes dextranos.

VNPI VNHI
Dextrano aCCso - -
; EC EC
(ng mL?) =0 <sl >0 |
(ng mL?) (ug mL?)
EPS-LS > 5000 1000 >5 500 > 10
EPS-LM > 5000 1000 >5 750 >6,7
T2000 > 5000 3000 >1,7 5000 >1
T500 > 5000 > 5000 >1 > 5000 >1
T70 > 5000 > 5000 >1 > 5000 >1
T10 > 5000 > 5000 >1 > 5000 >1

3CCs es la concentracidn de un compuesto que inhibe el crecimiento de las células en un 50 %.
PECsp es la concentraciéon de un compuesto necesaria para inhibir el 50 % del efecto citopatico causado
por los virus respecto al control de infeccion.

¢Sl es el cociente entre CCso y ECso.

El EPS-LM, el EPS-LS y el dextrano comercial T2000, mostraron actividad antiviral
(Tabla 3R), aunque se observé un comportamiento diferencial entre ellos. En el caso
del VNPI los tres mostraron una actividad antiviral similar (Fig. 11R, A) siendo necesaria
una concentracién de 1000 pg mL?! del EPS-LM y del EPS-LS y de 3000 pg mL? del
dextrano T2000, para inhibir el 50 % del efecto citopdatico causado por el virus (Fig.
11R, A y Tabla 3R). Frente al VNHI, el EPS-LM y el EPS-LS mostraron una actividad

antiviral similar en todas las concentraciones ensayadas, y superior a la del dextrano
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T2000 (Fig. 11R, B). Asi pues, con 500 pg mL* del EPS-LS se redujo el efecto citopatico
al 50 %, mientras que con el dextrano T2000 fue necesaria una concentracién 10 veces

superior para obtener el mismo efecto (Fig. 11R, By Tabla 3R).
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Figura 11R. Actividad antiviral de los dextranos. Efecto de diferentes concentraciones de EPS-LS (m),
EPS-LM (m) y del dextrano T2000 (o) en células BF-2 frente al VNPI (A) o en células EPC frente al VNHI

(B). Expresado en porcentaje (%) de inhibicidn de la infeccion respecto al control.

3.2.1. Mecanismo de accion antiviral de los dextranos: efecto inhibitorio en la

replicacion del VNPl y del VNHI

Para intentar caracterizar el mecanismo de la actividad antiviral de los dextranos,
se analizo su influencia en la replicacidon del VNPI y del VNHI, mediante un estudio in
vitro del titulo viral. En el caso del VNPI, a la concentracion utilizada mas elevada (1000
pug mL1) de EPS-LS o de EPS-LM, se observd en las células BF-2 una reduccidon
significativa en el titulo del virus de aproximadamente 2,5 o 2 unidades logaritmicas
(Fig. 12R, A). El EPS-LS a 250 pg mL* disminuyd el titulo viral en 1 unidad logaritmica.
Sin embargo, la adicion del dextrano T2000 incluso a 1000 pg mL?, no redujo el titulo
del VNPI. Para el VNHI con 1000 pg mL?! de EPS-LS, EPS-LM o del dextrano T2000 se
observé una reduccidn de 4, 2 o 1,5 unidades logaritmicas, respectivamente. A bajas
concentraciones de los EPS (entre 100 y 500 pg mL?), el titulo viral se redujo en el
rango de 1 a 3,5 unidades logaritmicas, siendo el EPS-LS el de mayor efecto y el
dextrano T2000 menos efectivo con una reduccién de 0,5 unidades logaritmicas a 500

ug mL ! (Fig. 12R, B).
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Figura 12R. Reduccion del titulo viral de los dextranos. Efecto de diferentes concentraciones de EPS-LS
(m), EPS-LM (m), y del dextrano T2000 (o) en células BF-2 frente al VNPI (A) o en células EPC frente al
VNHI (B). Los resultados representados son el promedio de tres experimentos independientes. Se

muestran los valores medios y las desviaciones estandar.

3.2.2. Efecto del momento de adicion de los dextranos

Se realizé un estudio in vitro de la influencia de los dextranos como agentes
antivirales en condiciones de adicidn previa, simultdnea o posterior a la de los virus,
para investigar en qué fase del ciclo celular de los virus estos polimeros ejercian su
mayor efecto inhibitorio. En células BF-2 infectadas con el VNPI, la adicién de los
dextranos 30 minutos antes de la infeccidon provocdé una reduccién moderada del titulo
viral infectivo (1 unidad logaritmica con ambos EPS y 0,5 unidades con el dextrano
T2000). La mayor inhibicién se observé al afiadir los dextranos al mismo tiempo que
los virus o 1 h después de la infeccion viral, obteniéndose reducciones de 2,5, 1,5y 1
unidades logaritmicas para el EPS-LS, el EPS-LM vy el dextrano T2000, respectivamente
(Fig. 13R, A). Resultados similares se obtuvieron para las células EPC tratadas con el
VNHI (Fig. 13R, B) pero en este caso fue mas pronunciado el efecto antiviral del EPS-LS.
Asi, cuando este polisacarido se afiadié simultdneamente con el virus o 1 h después de

la infeccion se observd una reduccién drastica del titulo viral (5 unidades logaritmicas).
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Figura 13R. Influencia del momento de adicién de los dextranos. Efecto de 1000 ug mL? del EPS-LS (m),
del EPS-LM (m) y del dextrano T2000 (o) en el titulo infectivo de VNPI (A) o VNHI (B) respecto al control
infectado y no tratado (=). Los resultados representados son el promedio de tres experimentos

independientes. Se muestran los valores medios y las desviaciones estandar.

3.2.3. Efecto del EPS-LS en la supervivencia de truchas arcoiris infectadas

Dado que el EPS-LS mostré mayor actividad antiviral en los ensayos in vitro, se
llevé a cabo un estudio in vivo utilizando dicho dextrano como agente antiviral frente a
la infeccidon de truchas arcoiris. En el experimento se utilizaron grupos de truchas no
infectadas (grupo control), infectadas pero sin tratar (grupo control de infeccién) y pre-
tratadas con 10 ug mL™* o 50 ug mL! del EPS-LS antes de la infeccién con VNPI o VNHI
(apartado 3.3.1.5 del capitulo de materiales y métodos). El primer dia, después de la
infeccion con VNPI, las truchas empezaron a mostrar signos caracteristicos de la
enfermedad viral (Fig. 14R, A). A partir de este momento la tasa de mortalidad empezé
a aumentar gradualmente en los dias 2, 4, 7, 11 y 13 hasta el dia 16. En el caso de las
truchas infectadas con VNPI y previamente tratadas con 10 ug mL*! de EPS-LS, los
sintomas de enfermedad empezaron a mostrarse en el dia 6 y las muertes registradas
fueron de 1 trucha el dia 7, otra el 12 y otra el dia 19. En el caso del tratamiento con 50
png mL? de EPS-LS, los sintomas de la enfermedad aparecieron el dia 6 y sélo fue
registrada una muerte el dia 7. Los peces del grupo control mostraron un
comportamiento normal, con una supervivencia del 96 % al final del experimento,
mientras que la mortalidad acumulada en el grupo control de infeccidn fue del 53,3 %.
En el caso de los grupos infectados, tratados con 10 pug mL* o 50 pg mL* de EPS-LS, la

mortalidad acumulativa fue sélo del 20 % y 6,6 %, respectivamente. Por lo tanto, el
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EPS-LS a 50 pug mL! aumentd la supervivencia del 46,7 % (grupo control de infeccién) al

87,5 %.

Las truchas infectadas con VNHI sin tratar con los dextranos, comenzaron a
mostrar signos caracteristicos de la enfermedad el dia 5 después de la infeccién (Fig.
14R, B). El dia 6 comenzd la mortalidad hasta alcanzar: el 40 % en el dia 13, el 60 % el
dia 17 y un valor final del 73 % el dia 30. En los grupos de truchas pre-tratados con 10
ug mL? del EPS-LS, los signos de la enfermedad se iniciaron el dia 10 y las muertes
registradas se produjeron los dias 11, 13, 15 y 19 (un pez por dia) y 2 peces el dia 21.
En peces tratados con 50 pg mL? de EPS-LS, los sighos de enfermedad se detectaron el
dia 11 y las muertes (1 pez por dia) se produjeron los dias 12, 15 y 21. La mortalidad
acumulativa provocada por el VNHI en el grupo control fue del 73,3 %, mientras que en
los grupos tratados con 10 pug mL! 6 50 pg mL?! fue del 40 % y del 20 %,
respectivamente. En consecuencia, los resultados obtenidos mostraron que el
tratamiento con 50 ug mL! de EPS-LS aumentd la supervivencia de los peces del 26,7 %

al 72,7 %.
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Figura 14R. Actividad antiviral del EPS-LS frente a la infeccidon de alevines de trucha arcoiris con VNPI
(A) o VNHI (B). Se muestra la mortalidad acumulativa (%) de truchas: no tratadas (#), tratadas con 10 ug

mL™ (A) o con 50 pg mL* (m) de EPS-LS, durante 3 dias previos a la infeccién.
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3.3. Actividad inmunomoduladora del EPS-LS

Para investigar la potencial actividad inmunomoduladora del EPS-LS, se analizé
en tejido anterior de rifidn de truchas arcoiris, la expresiéon de los genes IFN-1 e IFN-y
mediante RT-gPCR a diferentes tiempos, tras el tratamiento con el EPS-LS. Se escogid
el rifndn por ser el principal érgano de respuesta inmunoldgica en truchas. Se detecto
un aumento en los niveles de expresion del IFN-1 (respuesta inmune innata) y del IFN-y
(respuesta inmune adquirida) en los grupos tratados en comparaciéon con el grupo
control sin tratar (Fig. 15R). En el caso del IFN-1 se incluyé en el experimento, como un
control positivo, el poli I:C, un inmunoestimulador de la respuesta innata. Su efecto
maximo (un incremento de aproximadamente 5 veces) se detectd el dia 1 después de
realizarse el tratamiento, reduciéndose su efecto el dia 2 hasta casi los niveles de
control (Fig. 15R, A). En el caso del tratamiento con el EPS-LS se observd una
estimulacion de la expresion de ambas glicoproteinas (Fig. 15R). Los mayores niveles
del transcrito del IFN-1 se detectaron el dia 3, tras el tratamiento, siendo todavia
elevados el dia 7 y situandose el dia 15 proximos a los observados en el control no
tratado. Por el contrario, y como era de esperar para la respuesta inmune adaptativa,
los niveles del mRNA del IFN-y sdlo aumentaron drasticamente el dia 15 después del
tratamiento con el EPS-LS. Asi, estos resultados revelaron que el EPS-LS tiene un efecto

inmunomodulador in vivo sobre truchas arcoiris.
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Figura 15R. Influencia del EPS-LS en la expresion de IFN-1 y del IFN-y. Niveles de expresion de IFN-1 (A)
e IFN-y (B) determinados mediante RT-qPCR en tejido de rifidn de truchas tratadas con EPS-LS (m) o poli
I:C (o). Los resultados representados son el promedio de tres experimentos independientes. Se

muestran los valores medios y las desviaciones estandar.
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4. GENES dsr: LOCALIZACION, SECUENCIACION Y EXPRESION

Una vez determinado que los EPS de Lc. mesenteroides RTF10 y Lb. sakei MN1
son HoPS tipo dextrano y, sabiendo que éstos se sintetizan por un tipo de
glucansacarasa conocida normalmente como dextransacarasa, se realizd6 un estudio

para determinar las bases genéticas de dicha produccién.

4.1. Deteccion de los genes dsr

Al inicio de este trabajo se analizaron las secuencias de nucleétidos de 14 genes
codificantes de dextransacarasas bacterianas, depositadas en el banco de datos del
NCBI, con el programa MegAling (DNASTAR 5.0.1) y CLUSTALX 2.1 (anexo IL.l). Como
resultado se identificd una regidén conservada en todas ellas que se encuentra incluida
en la secuencia codificante del centro catalitico de los enzimas. Dicha secuencia se

utilizé para diseiar los oligonucledtidos dsrF y dsrR (Tabla 2M y anexo IL.I).

Mediante PCR, utilizando estos oligonucledtidos y la DNA polimerasa Phusion, se
obtuvo un fragmento de aproximadamente 700 pb tanto a partir de preparaciones de
DNA gendémico como de DNA plasmidico de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10
(Fig. 16R), resultado que indicd una posible localizacién plasmidica de los genes dsr en
las cepas de estudio. Tras su purificacién se secuenciaron los amplicones y mediante
analisis con el programa BLAST se observd una identidad del 99 % entre la secuencia
de Lc. mesenteroides RTF10 (698 pb) y otras secuencias de dextransacarasas
depositadas en las bases de datos pertenecientes a diferentes cepas de Lc
mesenteroides. En el caso de Lb. sakei MN1 la secuencia de su amplicén (695 pb)
presentd una identidad del 100 % con la secuencia de Lb. curvatus TMW 1.624
(numero de acceso en GenBank HE972512), del 99 % con la de Lb. sakei Kg15 (numero
de acceso en GenBank AY697434) y del 88 % con varias secuencias de
dextransacarasas depositadas en las bases de datos pertenecientes a diferentes cepas

de Weissella confusa.
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Figura 16R. Deteccion por PCR de los genes dsr. Andlisis en gel de agarosa de las reacciones de PCR
realizadas con las preparaciones de DNA plasmidico (A) y DNA gendmico (B) de Lc. mesenteroides RTF10

y Lb. sakei MN1. Marcador de peso molecular (SmartLadder, Eurogentec) (M).

Ademas, al comparar entre si, las secuencias parciales de los genes dsr de Lc.
mesenteroides RTF10 y Lb. sakei MN1 utilizando el programa MegAling (DNASTAR
5.0.1) se obtuvo una identidad entre ambos amplicones de tan sélo 56,9 %. Los
resultados obtenidos indicaron que los genes codificantes de las dextransacarasas en
Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 son distintos y se denominaron dsrLS y
dsrLM, respectivamente. El alineamiento de las secuencias de los amplicones de Lb.
sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 con las 14 secuencias de otros genes que
codifican dextransacarasas comentadas anteriormente, se muestra en el anexo Il.I. Las
secuencias de los amplicones estdn depositadas en el GenBank con los nimeros de

acceso KJ161305 (dsrLS) y KJ161306 (dsrLM).

4.2. Localizacion genética de los genes dsr

Con el objeto de determinar la localizacidon de los genes dsr en los genomas de
Lc. mesenteroides RTF10 y Lb. sakei MN1, se realizd un fraccionamiento de
preparaciones de DNA plasmidico en geles de agarosa y después de la transferencia de
los acidos nucleicos a una membrana de nylon se efectudé una deteccion mediante la

técnica de hibridacién de Southern, empleando como sondas los amplicones descritos
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y caracterizados en el apartado 4.1 de este capitulo y una temperatura de hibridacién

de 45 °C.

El analisis de las preparaciones en el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio
reveld la presencia de 4 bandas en ambas preparaciones pero localizadas en distintas
posiciones (Fig. 17R, A). Con ambas sondas se obtuvo el mismo patrén de hibridacién y
en la Fig. 17, B se muestra la membrana hibridada con la sonda de dsrLS. En el caso del
DNA de Lb. sakei MN1 se observaron dos bandas de hibridacién y en el caso de Lc.
mesenteroides RTF10 se detectd una unica banda (Fig. 17, B), correspondiendo las tres
con formas plasmidicas detectadas por tincion del gel antes de la transferencia (Fig.

17R, A).

La masa molecular de dichas bandas plasmidicas fue inferida por su migracion
relativa, utilizando como referencia los plasmidos de la estirpe E. coli V517. Asi se
determiné que la banda detectada en la preparacién de DNA de Lc. mesenteroides
RTF10 correspondia a un plasmido de aproximadamente 20,6 kpb denominado
pRTF10, mientras que las bandas detectadas en la preparacion de DNA de Lb. sakei
MN1 podrian corresponder a las formas circulares bicatenarias covalentemente
cerradas tanto monoméricas (banda con mayor movilidad), como diméricas (banda
con menor movilidad) de un plasmido de aproximadamente 13,7 kpb denominado

pMN1.
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Figura 17R. Localizacién genémica de los genes dsr por hibridacion de Southern. (A) Gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio y (B) membrana hibridada con preparaciones de DNA plasmidico de Lc.
mesenteroides RTF10 y Lb. sakei MN1. Preparacion plasmidica de la estirpe E. coli V517 utilizada como
marcador de peso molecular (M). Se muestra la relacidon entre la distancia migrada (cm) y el tamafio
(kpb) para los plasmidos de pMN1 (o) y pRTF10 (o) interpolados en la recta de calibrado hecha con E.
coli V517.

4.3. Plasmido pMN1

Debido a que las dextransacarasas han sido estudiadas en mayor profundidad en
cepas de Lc. mesenteroides y a la elevada actividad bioldgica del EPS-LM (apartado 3
de este capitulo), se decidié continuar con el estudio genético de Lb. sakei MN1. En
primer lugar se secuencié el plasmido pMN1 portador del gen dsrLS, que codifica la
dextransacarasa de Lb. sakei MN1 (DsrLM), mediante el método de los

dideoxyribonucledétidos, tras la amplificacion al azar de regiones del plasmido
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utilizando la DNA polimerasa del bacteréfago $29 (apartado 2.7 del capitulo de
materiales y métodos). La determinacién de la secuencia revelé que el tamafio del

pldsmido era de 11.126 pb y aparece recogida en el anexo LIII.

4.3.1. El gen drsLS de Lb. sakei MN1

En el plasmido pMN1 se identificé la secuencia de 5.304 pb del gen dsrLSy, a
partir de ella, se infirid la secuencia de 1.767 aminoacidos del enzima que codificaria y
que fue denominado DsrLS (anexo LIII). El analisis de dichas secuencias frente a las
depositadas en las bases de datos del NCBI con el programa BLAST, revelé homologias
con otros genes bacterianos y con sus productos génicos. La mayor homologia se
detectd con el gen gtf1624 de Lb. curvatus TMW 1.624 de 5.094 pb (nimero de acceso
en GenBank HE972512) y la dextransacarasa codificada por él de 1.697 aminoacidos.
Las secuencias se compararon entre si utilizando el programa MegAling (DNASTAR
5.0.1) y CLUSTALX 2.1 (anexo ILIl). La diferencia en cuanto al nUmero de aminoacidos
entre las dos dextransacarasas se debe a la ausencia de 70 aminoacidos de la regidén C-
terminal de DsrLS en la secuencia de Lb. curvatus TMW 1.624. Ademas, el gen dsrLSy
su producto génico presentaron también una elevada homologia con el gen gtfkg15 de
Lb. sakei Kg15 de 4.788 pb (numero de acceso en GenBank AY697434) y la proteina
qgue codifica de 1.595 aminodcidos (anexo ILII). Asi, la dextransacarasa de Lb. sakei
MN1 posee 172 aminoacidos mds que su homdloga de Lb. sakei Kgl5: 26 de ellos
situados en el dominio ii (regién variable), uno en el dominio iii (dominio catalitico) y
145 en el dominio iv (dominio C-terminal), de los cuatro dominios postulados para
glucansacarasas (apartado 2.1 del capitulo de introduccion). En consecuencia, la mayor
divergencia de DsrLS con otras dextransacarasas, se localiza en su dominio C-terminal

(Fig. 18R).
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DsrLS H

0 46 391 1155 1767

GTF1624 H

0 46 39 1155 1697
i ii fii v
GTFKg15 F
0 46 387 1128 1595

Figura 18R. Representacion esquematica de las dextransacarasas analizadas. DsrLS de Lb. sakei MN1,
GTF1624 de Lb. curvatus TMW 1.624 y GTFKgl15 de Lb. sakei Kg15. Se muestran los 4 dominios: (i) N-

terminal, (ii) regidn variable, (iii) dominio catalitico y (iv) C-terminal.

4.3.2. Entorno genético de dsrLS

En el plasmido pMN1 se identificé el replicon de 1.674 pb, homdlogo a los
replicones de la familia de plasmidos, cuyo prototipo es pUCL287 y que replican
bidireccionalmente por el mecanismo de tipo theta [147]. Dicha regién contiene el
origen de replicacidn y los genes repA y repB, que codifican las proteinas RepA y RepB,
respectivamente, implicadas en la iniciacién de la replicacion del plasmido y en los
mecanismos de particion, los cuales son responsables de su estabilidad segregacional
(Fig. 19R y anexo LIll). Ademas, se identificaron diversos iterones: i) 4 repeticiones
directas de 11 pb que, de acuerdo con lo estudios realizados con pUCL287 [147],
constituyen el origen de replicacion del plasmido y presumiblemente el sitio de unién
de RepA vy ii) 5 repeticiones directas de 22 pb, que podrian estar implicadas en

procesos de particidon o de incompatibidad.
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0 8 bp solapadas 1.674

a>”>°>”>£>}—'5ﬂ —

T Y

11 pb RD 22 pb RD repA y  repB
1 CCTCTTTTAAA | | abcyd TTTATCGACTACATTTTGTCTG

2 CCTCTTTTATA e TTTATCGACTACACTT
3 CCTCTTTTAAA .

4 CCTCTTTTAGA

Figura 19R. Organizacion estructural del replicon de pMN1. Se indican las repeticiones directas (RD) de

11y 22 pb asi como sus secuencias; los genes repAy repB y la regién -10 de su promotor putativo.

Ademas del replicén y del gen dsrLS, en el plasmido pMN1, se identificaron otras
7 pautas de lectura abierta (indicadas del 1 al 7 como ORF) (Fig. 20R y anexo L.llI). El
andlisis BLAST de dichas secuencias frente a las depositadas en las bases de datos del
NCBI revelé homologias de las ORF 2, 3,4, 5,6y 7 con las ORF 13,12, 11, 10,9y 8 del
pldsmido pRV500 de Lb. sakei RV332, respectivamente [148], que pertenece a la

misma familia de plasmidos que pMN1.

g 11.126
T
ori repB dsrL.S | orf3 orf5 orf7 l
repA orf1 orf2 orf4 orfé
A B C

Figura 20R. Mapa fisico de pMN1. Se muestran las 10 ORF del plasmido pMN1 con flechas en la
direccion de su transcripcidn putativa. También se indican el origen de replicacién (ori), un terminador
transcripcional putativo localizado corriente abajo de dsrLS (T) y la localizacidn de tres posibles regiones

promotoras A, By C.

Los porcentajes de homologia a nivel de aminoacidos se muestran en la tabla 4R.
En el caso de la orfl del plasmido pMN1, aparentemente su producto no seria

funcional, al ser un polipéptido de 257, que presenta un 94 % de homologia de sus 230
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primeros aminodcidos, con el extremo amino de una proteina R de 998 aminoacidos
perteneciente a un sistema de modificacion y restriccion de tipo | de Lb. sakei wikim 22

(nimero de acceso en GenBank KGB13906.1).

Tabla 4R. Homologias a nivel de aminoacidos de las ORF del plasmido pMN1 en la base de datos del

NCBI.
ORF N2 de % de
. H logi: . :
aminoacidos Snctosicinibae it identidad
Lb. sakei wikim 22
Proteina de replicacion RepA (KGB15351.1) 99 %
repA 311 y y y
Proteina de replicacion RepA de pRV500 Lb. sakei RV332 80 %
(AAN61991.1)
, L Lb. sakei wikim 22
Proteina de re;)hcauon RepB (KGB13907.1) 96 %
repB 169 S y y
orfé de:;xz?: gtsjeag'g)oac'dos Lb. sakei RV332 39 %
g (AAN61992.1)
Subun!da.c! R (restrl.c.aon.)lde §|stema de Lb. sakei wikim 22
orfl 257 restriccion y modificacion tipo | (230 94 %
S . (KGB13906.1)
aminoacidos homologos de 257)
Lb. sakei KCA311
orf de pKCA15 (AJQ16959.1) 99 %
orf2 262 y y y
orf13 de pRV500 Lb. sakei RV332 98 %
(AAN61998.1)
orfl2 de pRV500 perteciente a la familia Lb. sakei RV332 0
Gl 94 XRE de reguladores transcripcionales (AAN61999.1) 100 %
orf de pKCA15 perteneciente al médulo Lb. sakei KCA311
toxina RelE de un sistema de toxina- (AJQ16961.1)
orf4 116 antitoxina y 100 %
y Lb. sakei RV332
orf11 de pRV500 (AAN62000.1)
Lb. sakei KCA311
orf de pKCA15 Integrasa (AJQ16962.1) 100 %
orf5 195 y y y
orf10 de pRV500 Lb. sakei RV332 99%
(AAN62001.1)
Lb. sakei KCA311
orf de pKCA15 (AJQ16963.1)
orfé6 66 y V% 100 %
orf9 de pRV500 Lb. sakei RV332
(AAN62002.1)
orf8 de pRV500 (59 aminoacidos Lb. sakei RV332 o
Clif/ >9 homélogos de 70) (AAN62003.1) 97 %
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4.4. Expresion génica de dsrLS

Para el estudio de la expresidn génica de dsrLS se obtuvieron preparaciones de
RNA total a partir de cultivos de Lb. sakei MN1 crecidos en CDMG y CDMS. Con el fin
de determinar si existian transcritos conteniendo dsrLS y otros genes circundantes vy si
los niveles de mRNA se veian afectados por la presencia de glucosa o sacarosa en el
medio de cultivo, se realizaron 5 reacciones de RT-PCR para generar los amplicones
que se muestran en la figura 21R, A. Los resultados del analisis electroforético en gel
de agarosa revelaron que todas las reacciones generaron el amplicon del tamafio
esperado, excepto la 5 que no generd ningun producto (Fig. 21R, B). Este ultimo
resultado era también esperado debido a la polaridad convergente de dsrLS y orf2 y a
la existencia de un terminador transripcional putativo localizado a continuacion del

extremo 3" del gen dsrLS, que hacian preveer la falta de cotranscripcién del gen dsrLSy

la orf2.
A 2
r—l—l
1 3 5
T . 1T A 1 I—J—\
0 4 11.126
ori repB dsrLS orf3 orf5  orf7
M~
repA orf1 orf2 orf4 orfé
B 1 2 3 4 5
r J' LIS 1 ar l 1 r l 1 1 1
kpb M G s G s G s kpb M G s G s

20—
1.5 — 10—
08—
0,6 —
04—

1.0 —
08—

Figura 21R. Deteccion por RT-PCR de los niveles de mRNA. (A) Mapa fisico de pMN1, en el cual se
indican los 5 amplicones esperados como productos de 5 reacciones de RT-PCR generadas
respectivamente con los oligonucledtidos rt1F y rt1R (1); P2F y rt2R (2); P3F y rt2R (3); rt2F y rt2R (4);
rt3F y rt3R (5) (Tabla 2M). (B) Andlisis en geles de agarosa de las reacciones de RT-PCR realizadas
utilizando preparaciones de RNA total obtenidas a partir de cultivos crecidos en glucosa (G) o sacarosa

(S). Marcador de peso molecular (SmartLadder, Eurogentec) (M).
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Respecto a los amplicones detectados, la cuantificacién de la intensidad de las
bandas indicé que los niveles de mRNA no variaban de forma notable cuando los
cultivos se crecieron en presencia de sacarosa en lugar de glucosa. Ademas, los
resultados obtenidos mostraron una inesperada cotranscripcién de dsrLS con los genes

repAy repB.

4.5. Identificacidon de regiones promotoras en pMN1

Con el fin de detectar posibles regiones promotoras en el plasmido pMN1 de Lb.
sakei MN1 se amplificaron independientemente las regiones A, B y C, localizadas
corriente arriba de repA, orfl y dsrLS (Fig. 20R), respectivamente, y se clonaron en el
pldsmido pRCR [118] (apartado 3.6 del capitulo de materiales y métodos). Los insertos
se localizaron corriente arriba del gen sintético mrfp, que codifica la proteina
fluorescente mCherry, una versién monomérica de la proteina fluorescente roja de
Dicosoma sp., y cuyos codones estan optimizados para lograr su expresion eficiente en
BAL [139]. Asi se obtuvieron los plasmidos pRCR13, pRCR14 y pRCR15 que contienen

las regiones A, B o C, respectivamente (Fig. 22R).

Los clonajes se realizaron en la cepa L. lactis MG1363 y posteriormente los
pldasmidos fueron transferidos a Lb. sakei MN1. También se transfirié a dicha bacteria
el plasmido pRCR12 para ser utilizado como control positivo de expresion. Este
pldsmido contiene la fusion transcripcional del promotor fuerte Px, del gen malX de S.
pneumoniae, al gen mrfp, que confiere fluorescencia a lactobacilos [119]. Ademas,
como control negativo se utilizéd la estirpe parental Lb. sakei MN1 carente de

fluorescencia.
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Figura 22R. Diagrama de los plasmidos construidos pRCR13, pRCR14 y PRCR15 a partir del plasmido
PRCR. Se muestran los sitios de restriccion mas relevantes, asi como el gen mrfp, que codifica la
proteina mCherry, y el gen cat, que codifica una cloranfenicol acetil transferasa responsable de la

resistencia a cloranfenicol. A, By C hacen referencia a las regiones insertadas en pRCR.
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Todas las bacterias fueron cultivadas en MRSG y MRSS y analizadas mediante
microscopia 6ptica de contraste de fases y de fluorescencia (Fig. 23R). Como se
esperaba, la presencia de pRCR12 confirié fluorescencia a Lb. sakei MN1. Ademas, las
células portadoras de pRCR13 y pRCR15 también mostraron fluorescencia en los dos
medios utilizados tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de
crecimiento. Sin embargo, no se detectd fluorescencia en las células portadoras de

pRCR14 en ninguna de las condiciones ensayadas.

Lb. sakei MN1

Fase exponencial Fase estacionaria

Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa

Lb. sakei MN1[pRCR12]

Fase exponencial Fase estacionaria

Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa
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Lb. sakei MN1[pRCR13]

Fase exponencial Fase estacionaria

Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa

Lb. sakei MN1[pRCR14]

Fase exponencial Fase estacionaria

Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa

Lb. sakei MN1[pRCR15]

Fase exponencial Fase estacionaria

Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa

Figura 23R. Analisis de estirpes portadoras del gen mrfp por microscopia optica. Se muestran las
imagenes obtenidas por microscopia de contraste de fases (parte superior derecha), por microscopia
fluorescencia (parte superior izquierda), y el solapamiento de ambas (parte inferior izquierda), de
cultivos de las bacterias, crecidos en medio con glucosa o sacarosa, en las fases de crecimiento

exponencial y estacionaria.
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Posteriormente se procedié a cuantificar la fluorescencia de los cultivos
bacterianos. Asi, la deteccion de los niveles de la proteina autofluorescente mCherry
activa se realizé en cultivos de las cepas crecidas en medio MRSG o MRSS, tras la
sedimentacién de las células y su concentracion (20 veces) por resuspensién en
tampdn PBS (pH 7,4). Se realizé una determinacidon simultdnea de la Asgonm CcOMoO
medida del crecimiento bacteriano y de la fluorescencia de las bacterias. En la tabla 5R
aparecen recogidos los niveles de fluorescencia normalizados para la biomasa celular
estimada por los valores de Assonm. LOS resultados obtenidos confirmaron que en las
regiones clonadas A y C y no en la region B, existian promotores transcripcionales, ya
gue se observaron niveles de fluorescencia significativos en las cepas MN1[pRCR13] y
MN1[pRCR15], mientras que en la cepa MN1[pRCR14] sdlo se detectaron los mismos
niveles que en la estirpe parental Lb. sakei MN1 carente de pldasmido recombinante
(Tabla 5R). Ademas, la comparacion de los niveles de fluorescencia mostré que, en
todas las condiciones probadas, la transcripcidn desde Px era la mas elevada y que el
promotor presente en la regidn A era mas fuerte que el localizado en la regidn C (Tabla

5R).

Tabla 5R. Relacién de intensidad de fluorescencia respecto a la biomasa celular.

Cepa Fase exponencial Fase estacionaria
Glucosa Sacarosa Glucosa Sacarosa
Lb. sakei MN1 0,126 +0,06 | 0,091 +0,01 0,047 +0,01 0,044 £ 0,05
Ml&fi;:’é:ilzl 35,5+3,0 351+1,8 22,7+1,4 13,9+ 0,6
Ml\ffisslc(:im 14,2414 76+ 0,7 14,9+1,1 6,8+0,2
M,\f‘l’i:;"c‘;il a] 0,463+0,04 | 0,200£0,02 | 0551+0,03 | 0,157+0,01
Ml\ffi::g:;s] 7,303 28+ 0,2 4,040, 0,90,

Ademas, los niveles de fluorescencia fueron iguales en MRSS y MRSG para las
células portadoras de pRCR12 en la fase exponencial, y ligeramente superiores en
MRSG (2 veces) en las estirpes portadoras de pRCR13 y pRCR15 (Tabla 5R). Este hecho
podria ser debido a que la presencia del dextrano en los cultivos crecidos en MRSS

podria provocar un apantallamiento que enmascarara la fluorescencia. Sin embargo, el
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andlisis por microscopia de fluorescencia también revelé en células individuales una
menor fluorescencia en bacterias crecidas en medio MRSS (Fig. 23R) y, en ambos
casos, las células fueron lavadas repetidas veces para eliminar el dextrano.
Independientemente de la causa de estas diferencias en fluorescencia, los resultados
revelaron que en presencia de sacarosa no hay una induccién transcripcional a partir

de los promores presentes en las regiones Ay C.

5. CAPACIDAD DE AGREGACION Y FORMACION DE BIOPELICULAS EN RELACION A LA
PRODUCCION DE DEXTRANO

Durante el desarrollo de este trabajo, se observd que Lb. sakei MN1 y Lc.
mesenteroides RTF10 presentaban caracteristicas diferenciales de crecimiento en
medio liquido en presencia de glucosa, lo que condujo a un estudio en profundidad de

este comportamiento.

5.1. Andlisis de la capacidad de agregacion y de formacion de biopeliculas de Lb.

sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10

Durante el crecimiento de Lb. sakei MN1 en estatico en medio MRSG y no en
medio MRSS, se observd que con el paso del tiempo, la biomasa celular se depositaba
en el fondo del tubo de cultivo (Fig. 24R). Este comportamiento diferencial no se
observé en los cultivos de Lc. mesenteroides RTF10 donde las células se mantenian en
suspension (Fig. 24R).

Le. mesenteroides RTF10 Lb. sakei MN1

MRSG MRSS MRSG MRSS

Figura 24R. Aspecto del crecimiento de Lc. mesenteroides RTF10 y Lb. sakei MN1 en medio liquido.

Fotografia de los cultivos crecidos en medio MRSG y MRSS, durante 24 h a 30 °C en estatico.



Resultados

Esta capacidad de agregacién de Lb. sakei MN1 en MRSG y no en MRSS, asi como
la falta de capacidad de agregacién de Lc. mesenteroides RTF10 se observd también
mediante microscopia 6ptica (Fig. 25R). Para ello, los cultivos fueron sedimentados
mediante una centrifugacion suave y concentrados 20 veces por resuspensién en PBS

(pH 7,4) sin agitacidn, antes de ser analizados por microscopia de contraste de fases.

Sl
V]

-
A

Lb. sakei MN1 Y

Lc. mesenteroides RTF10 L€ Wfl‘_.’z“ Sy BRE LR R,

Glucosa Sacarosa

Figura 25R. Observacion de la agregacion celular al microscopio de contraste fases (100x). Fotografia
de cultivos en fresco de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 crecidos en medio liquido MRS con

glucosa O sacarosa.

En estas condiciones de cultivo, se llevd a cabo una cuantificacion de la
produccidon de EPS en el medio, obteniéndose valores de 2,9 g L' + 0,3 para Lc.
mesenteroides RTF10 y de 5,1 g L'* + 0,1 para Lb. sakei MN1, después de 24 h de
crecimiento en medio MRSS y no detectandose produccion de dextrano en los cultivos
de ambas bacterias crecidos en MRSG. Asi, los resultados obtenidos indicaron que la

presencia del dextrano previene la agregacién de las células de Lb. sakei MN1.

Ademads, se estudid la capacidad de las cepas para formar biopeliculas tanto
sobre superficie de vidrio como en placas de poliestireno tras su crecimiento en medio
MRSG o MRSS. Los valores de Asgsnm en tubos de vidrio fueron de 0,31 £ 0,05 en MRSG
y de 0,03 + 0,006 en MRSS para Lb. sakei MN1, mientras que para Lc. mesenteroides
RTF10 fueron de 0,01 + 0,009 tanto en MRSG como en MRSS. Los resultados obtenidos

utilizando placas de estireno fueron similares, pero los valores de Asgsnm fueron mas
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elevados, alcanzdndose niveles de 2,25 + 0,20 en MRSG, y de 0,46 £ 0,01 en MRSS para
Lb. sakei MN1; mientras que para Lc. mesenteroides RTF10 los niveles fueron de 0,01 +
0,001 en MRSG y 0,02 + 0,001 en MRSS. En consecuencia, los resultados obtenidos con
los dos métodos mostraron una capacidad de Lb. sakei MN1 superior a la de Lc.
mesenteroides RTF10 para formar biopelicula tanto en ausencia como en presencia de
dextrano; estando disminuida la capacidad de Lb. sakei MN1 (entre 4 y 10 veces)

cuando la cepa se cultivdo en MRSS y produjo dextrano (Fig. 26R).

MN1 RTF10

MRSG ’. ._..{.‘
- OO0

O Q O D}
,C‘ /'

|
== 8

Figura 26R. Deteccion de la formacion de biopelicula. Tincion con cristal de violeta al 0,5 % (w/v) en

MRSG MRSS MRSG MRSS Cc

MN1

placa de poliestireno (A) o en tubo de vidrio (B) tras el crecimiento de Lc. mesenteroides RTF10 y de Lb.

sakei MN1, en medio MRSG o MRSS, durante 24 h a 37 °C.

5.2. Analisis de la capacidad de agregacion de Lb. sakei MN1[pRCR12]

El marcaje fluorescente de las bacterias permite su analisis directo en distintos
habitats y modelos tanto in vitro como in vivo. Por ese motivo, con el objeto de evaluar
posteriormente la capacidad de colonizacidon de Lb. sakei MN1 en modelo in vivo de
pez cebra, la capacidad de agregacion fue también estudiada en la cepa recombinante
Lb. sakei MN1[pRCR12]. Dicha cepa presentd el mismo crecimiento en medio liquido
(Fig. 27R, A) y la misma capacidad de agregacién en medio MRSG, que Lb. sakei MN1,
cuando los cultivos se analizaron mediante microscopia 6ptica (Fig. 28R).
determind, ademas, la produccion del dextrano tanto por crecimiento en placa (Fig.

27R, B) como por el método del fenol-sulfirico en estas condiciones, obteniéndose
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valores de produccion 4,8 g L' + 0,2, después del crecimiento de Lb. sakei

MN1[pRCR12] en MRSS durante 24 ha 30 °C.

MRSG MRSS

MRSG

MRSS

Figura 27R. Aspecto del crecimiento de Lb. sakei MN1[pRCR12]. Crecimiento de la cepa en medio

MRSG o MRSS liquido (A) y sélido (B) durante 24 h a 30 °C.

Figura 28R. Agregacion celular de Lb. sakei MN1[pRCR12] observada por microscopia de contraste de
fases (100x). Imagenes de suspensiones celulares de Lb. sakei MN1[pRCR12] en fresco, procedentes de
cultivos crecidos en medio MRS con glucosa o sacarosa analizadas por microscopia de contraste de fases

(A), microscopia de fluorescencia (B) y la superposicion de ambas (C).

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que la presencia del

plasmido pRCR12 no afecta ni a la capacidad de produccion de dextrano de Lb. sakei

MN1, ni a su capacidad de agregacion.

Glucosa

Sacarosa
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5.3. Andlisis de la capacidad de desagregacion de Lb. sakei MN1 y Lb. sakei
MN1[pRCR12]

Los resultados obtenidos en los apartados 5.1 y 5.2 de este capitulo, indicaban
qgue la produccion del dextrano interfiere con la capacidad de agregacion en Lb. sakei
MN1. Para validar esta hipdtesis se estudid si, tras producirse la agregacién de Lb.
sakei MN1 y Lb. sakei MN1[pRCR12] en medio MRSG, podia producirse una
desagregacion de las mismas, Unicamente provocada por la adiciéon de sacarosa al
medio de cultivo. Los resultados mostraron que tras la adicion del hidrato de carbono
a un cultivo crecido en medio MRSG agregado (Fig. 29R, A) se producia la
desagregacién de las células (Fig. 29R, C), mientras que no tenia lugar este proceso al
adicionar glucosa al medio (Fig. 29R, B). En paralelo, se analizé la produccién de EPS
mediante el método del fenol-sulfurico confirmandose la sintesis de EPS tras la adicion

de la sacarosa (datos no mostrados).

Lb. sakei MN1 Lb. sakei MN1[pRCR12]

Figura 29R. Desagregacion celular en Lb. sakei MN1 y Lb. sakei MN1[pRCR12] inducida por la adicion
de sacarosa. Imagenes obtenidas por microscopia de contraste de fases para Lb. sakei MN1 y por
microscopia de fluorescencia para Lb. sakei MN1[pRCR12] (100x). Suspensiones celulares en fresco
procedentes de cultivos crecidos en MRSG (A), en MRSG tras la adicion de glucosa (B) y en MRSG tras la

adicion de sacarosa (C).
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5.4. Evaluacion de Lb. sakei MN1 en pez cebra como potencial probidtico de peces

Dada la elevada capacidad de agregaciéon y de formacién de biopelicula de la
cepa Lb. sakei MN1, descrita anteriormente, se procedid a estudiar: i) la capacidad de
colonizar el intestino de larvas gnotobidticas de pez cebra y ii) su capacidad para
competir con V. anguillarum, tomado como ejemplo de bacterias patdgenas de peces

en este nicho ecoldgico.

Ya que las larvas de pez cebra son transparentes, se utilizaron cepas marcadas
fluorescentemente: Lb. sakei MN1[pRCR12] con la proteina mCherry y V. anguillarum
NB10 con la proteina GFP. Asi fue posible detectar in vivo la capacidad de Lb. sakei
MN1[pRCR12] tanto de colonizacién como de competicién frente a V. anguillarum

NB10 mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 30R).

Figura 30R. Competicion de Lb. sakei MN1[pRCR12] y V. angularum NB10 en el intestino de larvas
gnobidticas de pez cebra. Se muestran imagenes al microscopio de fluorescencia de larvas infectadas

con V. angularum NB10 tratadas previamente con Lb. sakei MN1[pRCR12].

Por lo que respecta a la capacidad de colonizacion de Lb. sakei MN1[pRCR12] en
presencia de glucosa o sacarosa, los datos de recuento en placa a las 6, 24 y 48 h de
exposicidn mostraron una prevalencia muy superior en el intestino de larvas, cuando la
incubacidn con las mismas se realizd en presencia de glucosa (Fig. 31R). Este resultado
indicd una mayor colonizacién por las bacterias en condiciones en las que no deberian
producir dextrano y agregarse, segun los resultados in vitro (Fig. 28R). La diferencia en
el recuento de colonias (entre 4 y 10 veces) se observo desde el primer analisis a las 6

h y se mantuvo a las 24 h y 48 h (Fig. 31R). El recuento promedio de colonias en
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glucosa a las 6 h fue de 40,6 ufc/larva frente a 8,33 ufc/larva en sacarosa. A las 24 h los
niveles de bacterias adheridas disminuyeron hasta 16,33 ufc/larva en presencia de
glucosa y 1,07 ufc/larva en presencia de sacarosa. A las 48 h, el valor promedio de

recuento fue de 5,07 ufc/larva en glucosa y de 0,4 ufc/larva en sacarosa.

Lb. sakei MN1 (ufc/larva)

m ﬂ L

(1} - = . L
[ 24 48

Tiempo (h)

Figura 31R. Colonizacion del intestino de larvas gnotobiodticas de pez cebra por Lb. sakei MN1[pRCR12]

en presencia de glucosa (m) o sacarosa (0O).

En cuanto a los ensayos de competicidén con V. anguillarum NB10, los resultados
obtenidos mostraron que en ausencia de Lb. sakei MN1[pRCR12], la mortalidad
acumulativa de las larvas tras la infeccion con V. anguillarum NB10 era del 62 %. Sin
embargo, el tratamiento previo con Lb. sakei MN1[pRCR12] conllevé a disminuir dicha
mortalidad hasta niveles del 27 %, cuando todo el experimento se realizd en presencia
de glucosa (Fig. 32R). Ademas la sustitucidn de la glucosa por sacarosa durante todo el
proceso o durante la infeccién provocd también una considerable disminucién de la
mortalidad acumulativa hasta valores del 37 % y 38 % (Fig. 32R). Estos resultados
indicaron que el efecto probidtico se debe a la cepa en estudio, per se,

independientemente de su produccion de dextrano o de su agregacion.
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Figura 32R. Competicion entre Lb. sakei MN1[pRCR12] (S) y V. anguillarum NB10 (V) en el intestino de
larvas gnotobidticas de pez cebra. Se muestra la mortalidad acumulativa (%) de larvas: no infectadas
(control); con pretratamiento con Lb. sakei MN1[pRCR12] e infeccidon con V. anguillarum NB10 en
presencia de glucosa (SG-VG) o en presencia de sacarosa (SS-VS); o con pretratamiento en presencia de

glucosa e infeccion en presencia de sacarosa (SG-VS).
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1. PRODUCCION DE EPS POR Lb. sakei MN1 Y Lc. mesenteroides RTF10 Y SU
INTERRELACION CON EL METABOLISMO CENTRAL

Los EPS producidos por BAL poseen numerosas propiedades tecnoldgicas
(actuando principalmente como espesantes, estabilizantes y emulsionantes) lo que ha
llevado al uso de las bacterias productoras para mejorar las propiedades reoldgicas y
organolépticas de los productos fermentados, mediante la produccion de dichos
biopolimeros in situ [77] [42]. Ademas, existen estudios in vitro e in vivo que atribuyen
a ciertos EPS efectos beneficiosos para la salud lo que los convierte en candidatos
idéneos para su utilizacién en el desarrollo de alimentos funcionales [93] [149]. Otras
propiedades, por ejemplo la viscosidad, que contribuye a la reologia de alimentos
como los productos lacteos, pueden sin embargo tener efectos deletéreos en otros
alimentos como ocurre con las bebidas alcohdlicas o los productos carnicos
fermentados. Dichas caracteristicas han permitido detectar y aislar cepas productoras
de EPS, a partir de productos alimentarios alterados, que posteriormente han
mostrado poseer propiedades beneficiosas. Por ejemplo, en sidras y vinos, la
alteracion producida por algunas bacterias, denominada aceitado o ahilado, se debe a
la produccion de un (1,3)-B-D-glucano con sustituciones en posiciéon O-2. Asi, de sidra
ahilada se han aislado cepas productoras, como por ejemplo P. parvulus 2.6 [47], con
propiedades probidticas [150] y cuyo EPS purificado actia como prebidtico [151] y

como agente antiinflamatorio [152].

En productos carnicos, las BAL forman parte de la microbiota propia de la
materia prima y, puesto que son alimentos adecuados para su crecimiento (un elevado
grado de humedad, pH casi neutro, glicégeno, péptidos y aminoacidos en abundancia,
ademds de iones metdlicos), cuando se limita el oxigeno como método de
conservacioén, las BAL proliferan convirtiéndose en microorganismos alterantes. En
productos carnicos envasados al vacio las principales alteraciones de origen bacteriano
son: olores y sabores a “agrio” y “acido”, decoloraciones, formacién de gas y de limos
debidos a la produccién de EPS. Las especies relacionadas con este tipo de alteraciones
pertenecen a los géneros Carnobacterium, Lactobacillus y Leuconostoc [153] [154]

[155]. Asi, las cepas investigadas en este trabajo, Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides
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RTF10, pertenecen a una coleccién de BAL aisladas de productos cdrnicos envasados al
vacio y refrigerados, tras almacenamiento prolongado [156]. Estas cepas fueron
seleccionadas al iniciarse este trabajo, por su capacidad para producir EPS utilizando
como sustrato sacarosa. En ambas BAL dicha produccion fue detectada mediante: i) el
cultivo de las bacterias en medio sélido; ii) la deteccion directa de los EPS por
microscopia electrénica vy iii) el cultivo de las bacterias en medio liquido, lo que
permitié su cuantificacidon utilizando el método del fenol-sulfurico (apartado 1.3 del

capitulo de resultados).

Tanto el EPS-LS, sintetizado por Lb. sakei MN1, como el EPS-LM, sintetizado por
Lc. mesenteroides RTF10, confieren a las cepas productoras un fenotipo mucoso, que
fue detectado en las colonias crecidas en medio sélido conteniendo sacarosa (Fig. 1R).
Aungue en medio liquido estos EPS no confieren un fenotipo filamentoso ni viscoso,
tras eliminar las células por sedimentacién, si se observd turbidez en los

sobrenadantes de los cultivos (resultados no mostrados).

La deteccion mediante microscopia electréonica de transmision de bacterias
productoras de EPS ha sido utilizada previamente por otros grupos de investigacién
[157] [158]. En dichos estudios se utilizaron cultivos crecidos en medio liquido, que
previamente fueron sedimentados por centrifugacion. Esta manipulacion, en el caso de
los EPS capsulares o intimamente unidos a la superficie celular, no tiene efecto sobre
las muestras pero en el caso del EPS-LS y del EPS-LM, la mayoria de las moléculas
unidas a las bacterias eran eliminadas después de la centrifugacidon junto con el
sobrenadante o durante la resuspension de las células (resultados no mostrados). Por
ello, en este trabajo se ha desarrollado un método de deteccidn directa de los EPS a
partir de las colonias bacterianas crecidas en medio sélido. De esta forma se consiguid
minimizar la pérdida de EPS durante la manipulacién de las muestras, permitiendo la
deteccién y localizacion de los EPS asociados a la pared bacteriana o rodeando a las
células (Fig. 2R). Creemos que este método de preparacion de muestras para su
posterior estudio mediante microscopia electrénica de transmisién, no habia sido

descrito en la literatura hasta ahora.
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La cuantificaciéon de los EPS presentes en los sobrenadantes de los cultivos
bacterianos requiere para su recuperacion una precipitacion previa, generalmente con
etanol. A continuacién, se determina su concentracion por el método del fenol-
sulfurico, consistente en la hidrdlisis de los polimeros por el tratamiento con fenol y
con dacido sulfurico y la posterior deteccién espectrofotométrica de los monosacdridos
neutros generados que lo constituyen [73]. Los medios complejos como el MRS,
utilizado de forma rutinaria para el crecimiento de BAL, contienen extracto de levadura
y los glucomananos, presentes en la pared de estos organismos, son polisacaridos y
también precipitan con etanol. Por ello, para evitar las interferencias de algunos
componentes de dichos medios complejos, en este trabajo se ha utilizado para el
crecimiento bacteriano, el medio definido CDM con sacarosa como fuente de carbono.
En este medio, los niveles de produccién fueron aproximadamente de 2 g L' para el
EPS-LS y de 1 g L para el EPS-LM, en condiciones de crecimiento discontinuo, sin
control de pH y con una concentracion inicial de sacarosa de 23 mM. Ademds, esta
elevada produccion de los EPS por Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 podria
mejorarse con una optimizacidn de las condiciones de cultivo (en fermentadores, a pH
controlado, y modificando factores como temperatura, nutrientes, tiempo de
produccidén y concentracion de sacarosa), ya que se ha comprobado para otras BAL
que pueden alcanzarse niveles de produccion superiores a 10 g L™ [44]. Cabe destacar
gue, aungue los niveles de produccidn de los EPS dependen del tipo de polimero, de la
BAL productora y las condiciones de cultivo, en general los valores muy elevados son
caracteristicos de a-glucanos, ya que la produccion de otros HoPS como los B-glucanos
y los HePS es mucho menor, en el rango de 100-200 mg L* y de 20-500 mg L7,
respectivamente [77] [2] [152]. Cuando se utilizaba glucosa, en sustitucidon de sacarosa
las bacterias no producian EPS, y ademas, no se requeria la presencia de ningun otro
monosacarido o disacdrido en el medio de cultivo para la sintesis de los polimeros
(Figs. 1R, 2R y resultados no mostrados). Estos resultados, junto a los niveles de
produccién obtenidos, parecian indicar que los EPS producidos por ambas cepas eran
un tipo de HoPS [159], presumiblemente a-glucanos, y de hecho la caracterizacién
fisicoquimica de los EPS purificados demostré que ambos eran dextranos (apartado 2

del capitulo de resultados).
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Los dextranos son sintetizados por las BAL extracelularmente, en una reaccion
catalizada por las dextransacarasas, utilizando la sacarosa como sustrato y generando
en cada reaccion como producto de su hidrdlisis: i) una molécula de fructosa, que
puede ser utilizada como fuente de carbono por algunas bacterias [160] vy ii) una
molécula de glucosa, que puede ser utilizada para la elongacion de las moléculas de
dextrano o para la glicolisis. Por ese motivo, un analisis metaboldomico de los
sobrenadantes (utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas), junto con la cuantificacion de los niveles de dextrano (mediante el método del
fenol-sulfurico) era idéneo para analizar la interrelacién entre el metabolismo primario
de Lb. sakei MN1y Lc. mesenteroides RTF10 y la produccidn de sus EPS, lo que motivd

su estudio en este trabajo (apartado 1.4 del capitulo de resultados).

El estudio metabolémico mostré que ambas cepas a medida que consumian la
sacarosa y sintetizaban el EPS, acumulaban la fructosa en el medio de cultivo (Fig. 4R).
También ambas cepas, mas eficientemente Lc. mesenteroides RTF10, comenzaron a
metabolizar la fructosa al final de la fase exponencial coincidiendo con el agotamiento
de la sacarosa (aproximadamente 8-9 h) y continuaron con la produccién de &acido
lactico (Fig. 4R). Este comportamiento de acumulacion de fructosa y posterior
consumo, tras agotarse la sacarosa, ha sido previamente descrito en otras cepas
productoras de dextrano cultivadas en medio con sacarosa [161] [105] [162]. Ademas
de las diferencias en el consumo de fructosa, ambas cepas presentaban distinto patrén
de utilizacién de la glucosa generada por la hidrélisis de la sacarosa. Mientras que en
los cultivos de Lc. mesenteroides RTF10, se detectaba la presencia de glucosa entre las
7-10 h, no pudo ser detectada en el medio de cultivo de Lb. sakei MN1 (Fig. 4R). Esta
diferencia posiblemente esta relacionada con los niveles de produccién de EPS de cada

cepa.

Respecto a la produccion de los EPS por Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides
RTF10, en valores absolutos se correspondia con la dindmica de crecimiento observada
para cada una de las cepas (Fig. 3R). La fase de crecimiento en la cual se alcanza el
maximo de produccidon de EPS es una caracteristica dependiente de cepa. Asi, algunas

cepas de Leuconostoc [161] y Lactobacillus [44] tienen una eficiencia maxima durante
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la fase exponencial de crecimiento. Sin embargo, en el caso de Lb. reuteri 121 esta
cepa alcanza su maximo de produccion al final de la fase exponencial de crecimiento,
mientras que Lb. reuteri 180 continua produciendo EPS durante la fase estacionaria de
crecimiento [163]. Por este motivo, para determinar la eficiencia de sintesis de los EPS,
en este trabajo se calculé la produccién relativa a la biomasa presente en el cultivo
(concentracion de EPS/Asoonm). Asi, pudo comprobarse que Lb. sakei MN1 alcanzé su
maxima eficiencia de producciéon durante la fase exponencial, mientras que Lc.
mesenteroides RTF10 mantuvo sus niveles de produccidon constantes durante las fases

de crecimiento exponencial y estacionaria (Fig. 1D).

La diferencia entre los patrones de produccion de los EPS estd influenciada por
diversos factores entre los que se encuentran la capacidad de acidificacién del medio
de cultivo debida a la produccidn del acido lactico por las BAL, y el pH 6ptimo de la
actividad del enzima responsable de sintetizar el EPS [44]. El analisis del pH del medio
extracelular (Fig. 3R) y de la produccién de acido lactico (Fig. 4R) reveld que Lb. sakei
MN1 tenia mayor efecto acidificante que Lc. mesenteroides RTF10 (reduccion del pH
del medio de 7,0 a 4,2 versus 4,7 después de 13 h de incubacion) asi como mayor
capacidad de produccién de acido lactico en valores absolutos (45,0 mM versus 25,5
mM). Ademas, el calculo de la eficiencia de la sintesis del acido lactico (concentracién
de acido lactico/Asoonm) reveld que para Lb. sakei MN1 permanecia practicamente
constante (4,7-9,0) durante las fases exponencial y estacionaria de crecimiento,
mientras que para Lc. mesenteroides RTF10 incrementaba progresivamente desde
valores de 1,7 al inicio del crecimiento, hasta 7,4, después de 13 h de incubacién (Fig.

1D).
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Figura 1D. Estudio de la produccion de EPS por Lb. sakei MN1 (A) y por Lc. mesenteroides RTF10 (B).
Analisis de la Agoonm (A ), EPS/Agoonm (®) y dcido lactico/Agoonm (m) durante el crecimiento a 30 °C en

medio CDMS.

Finalmente, se estimé la eficiencia de las dextransacarasas para sintetizar in vivo
el dextrano, expresando su concentracion como moléculas de glucosa. En el caso de
Lb. sakei MN1, después de 13 h de cultivo la produccion fue de 12 mM vy, ya que la
concentracion inicial de sacarosa en el medio fue de 23 mM, este resultado indicé que
aparentemente el 52 % de la glucosa liberada por la hidrdlisis de la sacarosa fue
utilizada para la sintesis del dextrano. La falta de deteccién de glucosa en los
sobrenadantes podria ser debido al uso de la sacarosa para la sintesis de dextrano vy al
transporte eficaz del azucar sobrante al interior para ser utilizado en la glicélisis. En
cuanto a Lc. mesenteroides RTF10, después de 13 h de cultivo la concentracién del EPS-
LM fue de 7 mM estimandose una eficiencia del 30 % para su dextransacarasa. La
menor eficiencia respecto al enzima de Lb. sakei MN1 explicaria la deteccién de
glucosa en los sobrenadantes de Lc. mesenteroides RTF10, alcanzando el nivel maximo
(7 mM) a las 7 h de incubacidn. Aparentemente, esta glucosa seria transportada al
citoplasma y mayoritariamente metabolizada mediante la glicolisis, ya que se observo
un incremento en la produccion del acido lactico por esta bacteria y no del EPS-LM a lo

largo de la incubacion (Fig. 1D).
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2. CARACTERIZACION DEL EPS-LS Y DEL EPS-LM, AISLADOS Y PURIFICADOS

El medio y las condiciones de cultivo influencian la sintesis de los EPS y como
consecuencia de ello, los niveles de produccién, la masa molecular y la composicién
[74]. En general, el rendimiento de la sintesis de EPS es superior en medios mas
complejos que permiten alcanzar unos niveles de biomasa superiores. Sin embargo, el
uso de dichos medios implica obtener EPS con un mayor nivel de contaminantes [40].
Por ello, en este trabajo se optimizd la producciéon de los EPS de ambas bacterias
crecidas en el medio definido CDM, asi como su recuperacion, a partir de los
sobrenadantes de los cultivos, por precipitacién con etanol y sus posteriores
purificaciones, mediante didlisis y fraccionamiento cromatografico (apartado 2.1 del
capitulo de resultados). Se obtuvieron preparaciones con una concentracién final de
0,8 g L'y de 1,2 g L?! para el EPS-LM vy el EPS-LS, respectivamente, con una
recuperacion de los polimeros producidos después de la purificacion del 80 % y un

grado de pureza del 99 % (Tabla 1R).

El EPS-LM vy el EPS-LS fueron caracterizados como HoPS tipo dextrano,
practicamente lineales (apartado 2.2 del capitulo de resultados). Ambos constituidos
primordialmente por moléculas de glucopirandsidos unidas por enlaces a-(1-6) y con
tan soélo un 3 % (EPS-LS) y un 9 % (EPS-LM) de moléculas con sustituciones en posicion
0-3, enlaces a-(1-3) (Tabla 2R y Fig. 8R). Esta estructura es muy similar a la del
dextrano comercial mas utilizado a nivel industrial, el producido por Lc. mesenteroides
NRRL B-512F, el cual presenta un 95 % de enlaces a-(1-6) y un 5 % de ramificaciones
con enlaces a-(1-3). En la figura 2D se muestran los espectros de infrarrojos de uno de
los EPS caracterizados en este trabajo, el EPS-LS y del dextrano comercial T2000
obtenido por hidrélisis del EPS producido por Lc. mesenteroides NRRL B-512F. Ambos
espectros son muy similares y en ambos pueden observarse las bandas caracteristicas
de a-anémeros (916 cm™ y 849 cm™ para el EPS-LS y 913 cm™ y 848 cm™ para el
dextrano T2000).
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Figura 2D. Espectros de infrarrojos. Se muestran los espectros del EPS-LS y del dextrano comercial
T2000.

Ademads, la comparacién de los espectros NMR H! del dextrano de Lc.
mesenteroides NRRL B-512F comercializado y el de los dos EPS caracterizados en este

trabajo (Fig. 3D) confirmd que todos ellos son estructuralmente similares.
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Figura 3D. Espectros de NMR unidimensionales. Se muestran los espectros del EPS-LS, del EPS-LM y del

dextrano comercial T2000.
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Los dextranos nativos son muy polidispersos, poseen una masa molecular muy
elevada entre 10° y 10° Da y su fraccionamiento mediante hidrdlisis acida genera
dextranos de tamafio conocido [164]. Existen varias técnicas para determinar la masa
molecular, entre ellas la cromatografia de exclusidon utilizada en este trabajo. No
obstante, debido a las limitaciones de esta técnica y a la ausencia de estdndares de
dextranos de masa molecular superior a 2 x 10° Da, no se pudo determinar la masa
promedio del EPS-LM y del EPS-LS. Lo que si pudo confirmarse por estudios
bidimensionales de RMN (2D-DOSY) es, que ambos EPS presentan una masa molecular
superior a 2 x 10° Da (Fig. 9R). Estos resultados concuerdan con los descritos para otros
dextranos caracterizados por el mismo tipo de técnicas, donde se ha determinado una
masa también superior a 2 x 10° Da [165]. Ademas, la masa molecular del dextrano
producido por Lc. mesenteroides NRRL B-512F ha sido determinada y su valor
promedio oscila entre 9 x 108 y 5 x 108 Da [75]. Asi, estos antecedentes indican que la
masa molecular promedio del EPS-LM y del EPS-LS puede ser muy elevada y para
determinarla serd necesario en un futuro utilizar otras técnicas como son la
cromatografia hidrodinamica, el fraccionamiento en flujo con campo de flujo

asimétrico [166] o el uso de un equipo de dispersidon de luz multidngulo [167].

3. GENES dsrLS Y dsrLM Y EL PLASMIDO pMN1

En este trabajo, a partir de 14 secuencias depositadas en el banco de datos del
NCBI, se disefiaron los oligonucledtidos dsrR y dsrF, localizados dentro de la regién
conservada que codifica el centro catalitico de las dextransacarasas. Estos
oligonucledtidos no degenerados nos permitieron detectar los genes dsr de Lb. sakei
MN1 y de Lc. mesenteroides RTF10 (Fig. 16R), de igual modo que los oligonucleétidos
degenerados descritos por Kralj [168] y Tieking [169] han permitido la deteccién de

genes que codifican glucansacarasas en BAL pertenecientes al género Lactobacillus.

Los genes de Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10 han sido localizados en
dos plasmidos diferentes, presentes en sus genomas, denominados pMN1 y pRTF10
(Fig. 17R). Utilizando estandares de plasmidos monoméricos covalentemente cerrados,
estimamos que su masa molecular era de aproximadamente 13,7 kpb para pMN1 y de

20,6 kpb para pRTF10. Ademads, también se ha determinado en este trabajo la
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secuencia completa de nucledtidos del plasmido pMN1 (11.126 pb), portador del gen
dsrLS de Lb. sakei MN1.

La localizacion plasmidica de los genes codificantes de proteinas responsables de
la produccion de EPS, han sido descritos con anterioridad [170]. Se ha determinado,
mediante curado de plasmido, que los genes responsables de la produccién de un
HePS en Lb. casei CG11 se encuentran localizados en un plasmido de 30 kpb [171]. Del
mismo modo se ha identificado y localizado, en un plasmido de aproximadamente 35
kpb, el gen gtf que codifica la glicosiltransferasa GTF de P. parvulus 2.6R. Por lo que
respecta a la produccién de dextrano, también se ha determinado, por curado de
pldsmido, que el gen responsable de su produccion en dos cepas de Lactobacillus
aisladas de productos cdrnicos, se encuentra en un plasmido de 11 kpb [172], que
podria ser idéntico o similar a pMN1. Sin embargo, hasta donde nosotros sabemos,
esta es la primera vez que se ha secuenciado por completo el plasmido portador de un

gen que codifica una dextransacarasa.

El plasmido pMN1 estd compuesto de: i) un origen de replicacién; ii) los genes
repA, repBy dsrLS vy iii) 7 marcos de lectura abierta (indicadas del 1 al 7 como ORF) (Fig.
20R). El analisis BLAST, de comparacion de dichas secuencias frente a las depositadas
en los bancos de datos del NCBI, permitid detectar que distintas regiones del plasmido
presentaban una elevada homologia con varias secuencias primordialmente
plasmidicas. Teniendo en cuenta la secuencia de nucleétidos del replicon (Fig. 19R)
formado por el origen de replicacion y los genes repA y repB, que codifican
respectivamente proteinas implicadas en la iniciacion de la replicacion y/o en la
particién y control del nimero de copias, fue posible incluir a pMN1 dentro de una
familia de plasmidos que replican por el mecanismo de tipo theta y cuyo prototipo es
pUCL287 [147]. Respecto a las ORF, se observd casi una total identidad de sus
productos proteicos con otras proteinas (Tabla 4R). En el caso de la orfl presente en
pPMN1, parece ser una secuencia truncada de un gen que inicialmente debia codificar
una desoxirribonucleasa especifica (proteina R), perteneciente a un sistema de
restriccion y modificacién de tipo I. Ademas, las ORF 2, 3, 4, 5, 6 y 7 son homodlogas a

ORF del plasmido pRV500 (Fig. 4D y Tabla 4R) de Lb. sakei RV332, que también
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pertenece a la familia de pUCL287 [148] y por tanto también existe homologia entre
los replicones de los dos plasmidos. La mayor diferencia entre pRV500 y pMN1 radica
en que el primero porta los genes codificantes de un sistema de restriccion y

modificacion tipo | en lugar del gen dsrLS.

La mayoria de los lactobacilos portan mas de un plasmido y tanto pMN1 (este
trabajo) como pRV500 [148] han sido detectados en estirpes de Lb. sakei aisladas de
productos carnicos, aunque en distintos paises. Asi, dichos plasmidos, parecen
proceder de un plasmido parental compuesto de un replicon y de las ORF 2-7 (Fig. 4D),
gue posteriormente mediante procesos de transposicidn incorporaron mddulos que
permiten la sintesis del dextrano o de un sistema de restricciéon y modificacién.
Posiblemente, la adquisicidon de uno u otro mdodulo y su fijacidon se deben a la ventaja
selectiva que supone para sus hospedadores frente al estrés ambiental o a la infeccion

por bacteriéfagos.

dsrlL.S
orf1
ori orf3 orf5 orf7
o
repA repB orf2 orf4 orf6
hsdS’ orf8
hsdM hsdS hsdR

Figura 4D. Mapa parental de pMN1 y de pRV500. En la parte superior se muestran el gen dsrLSy la orf1
(extremo 5" de un gen hsdR putativo, no homdlogo a su homdnimo en pRV500) sélo presentes en
pPMNL1. En la parte inferior se muestran los genes que codifican un sistema de restriccion modificacion
Unicamente presente en pRV500. En la parte central se muestran los genes y el origen de replicacion
presentes en pMN1 y pRV500 y que se hipotetiza que estarian presentes en un plasmido parental, a

partir del cual habrian sido generados durante la evolucién ambos plasmidos.
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4. LA PROTEINA DsrLS

Respecto al producto génico de dsrLS (DsrLS) la secuencia deducida reveld que es
una proteina compuesta por 1.767 aminoacidos que posee una masa molecular de
190.039 Da y, por homologia con otras proteinas presentes en la base de datos, que se
trata de una glucansacarasa. Este tipo de enzimas, como la DsrLS, son proteinas con
una masa molecular promedio de 160.000 Da, que presentan cuatro dominios
basdndose en su secuencia de aminoacidos (apartado 2.1 del capitulo de
introduccion): i) un péptido sefial; ii) una regién variable; iii) un dominio catalitico v iii)
un dominio C-terminal, donde se ha postulado que se encuentran los dominios de

unién al glucano.

Hasta la fecha no se ha conseguido determinar experimentalmente la estructura
3D completa de ninguna glucansacarasa. Sélo se han obtenido, por estudios de
cristalizacién y analisis por difraccion de rayos X, las estructuras parciales de: i) la
proteina DSR-E-AN de Lc. mesenteroides NRRL B-1299 (PDB: 3TTQ); ii) la GTF-SI de S.
mutans (PDB: 3AIE); iii) la GTFA-AN de Lb. reuteri 121 (PDB: 4AMC) y iv) la GTF180-AN
de Lb. reuteri 180 (PDB: 3KLK, 4AYG, 3HZ3). A partir de dichas estructuras cristalinas
resueltas, se ha determinado que existen 5 dominios estructurales denominados A, B,
C, IV y V [166]. La nomenclatura de dichos dominios ha sido establecida en base a su
alineamiento estructural con los dominios A, By C de la familia GH13 (a-amilasas). Los
otros dos dominios (IV y V) no presentan similitudes estructurales con dominios de la
familia de las GH13, por lo que se utiliza para ellos una nomenclatura diferente [173].
Estos dominios no se encuentran de forma consecutiva en la cadena polipeptidica, sino
que se disponen en forma de “U” siguiendo el patrén V, IV, B, A, C, A, B, IVy V (Fig.
5D).
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Lactobacillus sakei MN1

g }.\ Lactobacillus reuteri 180
N—BA I

1638-1751 396-442 1286-1395
43564 | 12511285
565642 | 1237-1250

643-892
1023-1236

1238-1376

893-1022

Figura 5D. Estructura 3D de la glucansacarasa GTF180-AN de Lb. reuteri 180 (A) y modelado de la
estructura de DsrLS de Lb. sakei MN1 (B). Se muestran en ambos casos los 5 dominios estructurales (A
en azul, B en verde, C en morado, IV en amarillo y V en rojo), asi como las posiciones aminoacidicas de
cada uno de ellos. En el caso de Lb. reuteri ha sido obtenida a partir de los datos de difraccion de rayos X
del cristal. En el caso de Lb. sakei se ha generado del modelo obtenido a partir de la estructura de

GTF180-AN con el programa I-TASSER [128]

La secuencia de aminoacidos de la proteina DsrLS (desde el 396 al 1395) muestra
una identidad del 48,18 % con los residuos de la proteina GTF180-AN de Lb. reuteri 180
(PDB 3HZ3) (Fig. 5D y anexo ILIIl). Basado en esta homologia ha sido posible establecer
un modelo de la estructura 3D de DsrLS, con excepcidn de sus regiones N y C-terminal,
el cual predice la existencia de los mismos dominios existentes en su homdnima de Lb.

reuteri 180 (Fig. 5D y 6D).

El dominio A comprende un barril (B/a)s y contiene el sitio catalitico del enzima.
El analisis del alineamiento estructural del modelo de DsrLS sugiere que los
aminoacidos que configuran el centro catalitico del enzima constituyen una triada
compuesta por dos residuos aspartatos (D678 y D789) y un residuo glutamato (E716)
(Fig. 7D).
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Figura 6D. Superposicion del modelo estructural de DsrLS (en rojo) y de la estructura cristalina de
GTF180-AN (en verde). Superposicidn realizada con el programa CE [129] ejecutado en el servidor

http://source.rcsb.org.

N
Asp 1104 O
0 His 788
_ N
e ”\-//N\\)ﬁ\
Gin 1155 0" 9
Asp 678 \
0
GIn 793 Arg 676

Asp 789
Glu 716

Figura 7D. Modelo de interaccion de los aminoacidos del centro catalitico de DsrLS con el sustrato
sacarosa (en granate). Obtenido por la superposicién del modelo 3D de la proteina DsrLS sobre el

cocristal de la proteina GTF180-AN y su sustrato sacarosa.

Se ha demostrado que la presencia de calcio es esencial para la actividad de la
GTFA-AN de Lb. reuteri 121 [174] y la GTF180-AN de Lb. reuteri 180 [173]. El dominio B,
situado adyacente al dominio catalitico, parece ser esencial para la funcién de las

glucansacarasas por dos motivos: i) residuos del dominio Ay B forman el sitio de unién
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a calcio y ii) algunos bucles del dominio B contribuyen a dar forma al dominio A. Por lo
gue respecta al dominio C, aunque esta conservado en las glucansacarasas, todavia no
tiene adscrita una funcidn. El dominio IV conecta los dominios By V y se ha estipulado
gue podria actuar a modo de “bisagra” para acercar el domino V al centro catalitico
[175]. El domino V esta formado por las regiones N- y C-terminal, que presentan una
serie de moddulos estructurales que contienen dos o tres “Bf2/B3 unidades” de
aproximadamente 20 residuos. Asi pues, en las glucansacarasas existen repeticiones en
tandem A-/C- o bien repeticiones YG que forman bloques, en sus dos extremos
terminales, formando el dominio V. En el caso de Lb. sakei MN1, la dextransacarasa no
presenta repeticiones de tipo A-/C-, pero si YG en ambos extremos. Las diferencias
entre las glucansacarasas estan determinadas por el numero de bloques, asi como por

la forma en que estos estén conectados y empaquetados debido a su secuencia.

En las especies de Lactobacillus, el extremo N-terminal presenta entre 200 y 700
residuos y, mutaciones o delecciones en dicha region, pueden alterar su funcion. Asi,
en el caso de GTFA, afectan a la relacion entre la actividad hidrolitica y la actividad
transglicosidasa [174]. Por lo que respecta al extremo C-terminal, esta compuesto por
aproximadamente 300 residuos y se le han atribuido implicaciones en diferentes
funciones: i) en la polimerizacién o estructura del glucano; ii) en la transferencia de
productos al centro catalitico y iii) en la localizacién de la proteina en la superficie
celular. En el caso de la GTFA su deleccidn disminuye la afinidad por la sacarosa [174].
Sin embargo, el papel concreto de esta regidon C-terminal todavia se desconoce [176].
Las repeticiones de la regién C-terminal de las glucansacaras presentan homologia con
los motivos de unidn a la pared celular presentes en las proteinas de unién de colina,
toxinas y otras proteinas de superficie localizadas en varias bacterias [166]. La proteina
DsrLS presenta 307 aminodcidos en su regiéon C-terminal que estan presentes en
menor medida en la proteina GTF124 y Kg15, pero no se encuentran en la proteina de
Lb. reuteri 180 (anexo Il.Il). Ha sido posible modelar el plegamiento general del
fragmento C-terminal de DsrLS (Fig. 8D), identificado por métodos de “threading”, a
partir de la estructura 3D de uno de los mondmeros (cadena A) de la proteina
homodimérica PcsB de S. pneumoniae [177] (PBD 4CGK y Fig. 8D, B). PcsB es una

proteina esencial de superficie (residuos 1-40, péptido lider), que estd implicada en la
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separacion de las células hijas y que posee actividad muralitica [177]. Cada cadena
monomérica de PcsB contiene tres regiones caracteristicas: i) un dominio “coiled-coil”
(CC, residuos 41-266); ii) una regién conectora (residuos 267-278) vy iii) un dominio
CHAP (residuos 279-392), que contiene el centro catalitico del enzima. La homologia
estructural de DsrLS con PcsB incluye los residuos 1422-1767 de la dextransacarasa y
los residuos 42-355 del enzima de S. pneumoniae. En consecuencia, DsrLS posee un
dominio CC, una regidn conectora y un domino CHAP incompleto y presumiblemente
sin actividad catalitica. En el caso de PcsB el dominio CC estd compuesto de cinco a-
hélices (Fig. 8D, B): i) tres largas hélices curvadas con un numero elevado de residuos
(a1, a3 y a4), las dos primeras antiparalelas y la tercera con la misma polaridad que la
primera, vy ii) dos hélices cortas (a2 y a5). En el caso de DsrLS (Fig. 8D) existe, ademas
de estas 5 a-hélices, otra hélice extra localizada en el extremo N-terminal del
fragmento (denominada al*) con polaridad contraria a la hélice al. Los dominios CC
contienen secuencias repetidas que conllevan a un plegamiento, con una estructura
secundaria de tipo a-hélices incluyendo residuos hidrofdbicos los cuales contribuyen a

la interaccidon entre cadenas.

Figura 8D. Prediccion del plegamiento general de la region C-terminal de DsrLS basado en la
estructura de PcsB. Se muestra: (A) el modelo para el esqueleto polipeptidico de DsrLS obtenido por

“threading” y mejor clasificado por el servidor I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER) y (B) el alineamiento estructural del modelo de DsrLS (en rojo) y de la estructura cristalina PcsB

(en verde) realizado con el algoritmo TM-align a partir del modelo.
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En el caso de PcsB, el dominio CC posee residuos de leucina en las hélices a2 y
a4, lo que se conoce como “cremalleras de leucinas”, mientras que en el caso de DsrLS
este dominio contiene, en las mismas a-hélices que PcsB, residuos alanina,
especificamente una en la hélice a2 y tres en la hélice a4 (Fig. 9D) y por tanto son
“cremalleras de alaninas”. Ambas estructuras comparten funcionalidad y en muchos
casos estan implicadas en los procesos de generacién de homodimeros. En
consecuencia, es factible que la proteina DsrLS activa, al igual que PcsB, posea una

estructura homodimérica.

Figura 9D. Proyecciones axiales de las a-hélices: a2 (A) y a4 (B) de DsrlLS. Los diagramas “helical
Wheel” se obtuvieron utilizando el programa PEPWHEEL del paquete de andlisis EMBOSS [130]. Se

muestran en rojo resaltado las alaninas que podrian constituir “cremalleras de alaninas”.

5. EXPRESION DEL GEN dsrLS

A pesar de la importancia de los dextranos y de las dextransacarasas para la
sintesis de los mismos, poco se conoce de la regulacion de la expresién de dichos
enzimas. Hasta la fecha, se ha determinado que su sintesis es constitutiva en cepas del
género Streptococcus [178] [179], mientras que es inducible por sacarosa en cepas del
género Leuconostoc [180] [103], aunque se desconocen los mecanismos moleculares
de dicha induccién. En Lc. mesenteroides NRRL B-512F se ha demostrado que dicha
proteina se expresa en bajos niveles en presencia de fuentes de carbono, que no son la
sacarosa [181]. En el género Weissella, la expresion de las dextransacarasas estudiadas

hasta la fecha indica que es constitutiva [182]. Los datos de regulacién y expresion de
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glucansacarasas en el género Lactobacillus también apuntan a una expresion
constitutiva de los mismos. Este es el caso de Lb. reuteri TMW 1.106 [183] productor
de un glucano y Lb. reuteri 121 productor de reuterano [56] en los que se ha
determinado que la sintesis de los mismos es constitutiva. En el caso de Lb. reuteri 180
y Lb. parabuchneri 33, Kralj y cols. [56] describieron que estas bacterias son
productoras de dextrano y manifestaron, como resultados no publicados, que la
sintesis de las proteinas es constitutiva. En este trabajo se ha determinado, mediante
reacciones de RT-PCR, que la expresion del gen dsrlS de Lb. sakei MN1 no se ve
incrementada cuando la sacarosa, sustrato para la sintesis del dextrano, esta presente
en el medio de cultivo, no siendo por tanto este azlcar un agente inductor de la
expresion de dsrlS. Ademds, los resultados obtenidos revelaron que dsrLS se

cotranscribe con genes localizados corriente arriba de él (Fig. 21R).

Para estudiar la expresidon génica in vivo en Lb. sakei MN1, se utilizaron vectores
plasmidicos desarrollados en el laboratorio de la Dra. Paloma Lépez [118] [119], que
permiten en lactobacilos la deteccién de las bacterias (pRCR12) y de la expresion
génica (pRCR) en tiempo real debido a la valoracidon de la actividad de la proteina
fluorescente mCherry. La transferencia del plasmido pRCR12 a Lb. sakei MN1 permitio
comprobar que el gen mrfp, que codifica la proteina mCherry, es funcional en Lb. sakei
y que su presencia permite la deteccion fluorescente de esta bacteria. Ademads, la
clonacion de regiones localizadas corriente arriba del gen dsrLS, en el vector de
expresion pRCR fusionadas al gen mrfp (Fig. 22R), ha permitido detectar la existencia
de dos regiones promotoras (P1 y P2) y apoya la existencia de un transcrito
monocistrénico conteniendo dsrLS y un transcrito policistronico conteniendo repA,
repBy dsrLS. Creemos que este es el primer caso descrito de cotranscripcion de genes
implicados en la replicacion plasmidica y un gen que codifica una proteina implicada en
la sintesis de EPS. Sin embargo, no es el primer caso detectado de cotranscripcion de
genes de replicacion junto a otros genes, ya que también se ha observado para dys/, un
gen que codifica para la proteina Dysl de Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis
[184]. Por otro lado, la deteccidn por microscopia dptica de fluorescencia (Fig. 23R) y la
cuantificacidon por espectrometria de fluorescencia (Tabla 5R) en cultivos portadores

de las fusiones P1-mrfp y P2-mrfp, confirmaron que la sacarosa presente en el medio
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de cultivo no era un agente inductor de la expresion del gen dsrLS. Ademds, en ambas
bacterias recombinantes los niveles de fluorescencia en cultivos crecidos en presencia
de glucosa fueron el doble que en aquellos crecidos en medio conteniendo sacarosa,
tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria de crecimiento. Estos
resultados fueron sorprendentes y podrian ser debidos a que la presencia del
dextrano, soélo sintetizado en los cultivos crecidos en el medio MRSS, provocara un
efecto de apantallamiento de la fluorescencia de la proteina mCherry. Sin embargo,
tanto para la cuantificacién como para el estudio por microscopia de fluorescencia, las
células se lavaron repetidas veces y el dextrano se elimind. Ademas, la diferencia de
los niveles de fluorescencia no fue detectada en las células portadoras del pldasmido
pRCR12, que contiene la fusién transcripcional Px-mrfp. Por ello, una hipodtesis
alternativa es que la elevada sintesis de dextrano (2 g L'* en medio minimo), aunque no
parece afectar el crecimiento bacteriano, podria ser finalmente una carga energética
para la bacteria y el propio dextrano induciria la activacién de un mecanismo
inhibitorio de su propia sintesis a nivel transcripcional. Otra hipodtesis, mas factible, es
que la fructosa sintetizada como consecuencia de la hidrélisis de la sacarosa, y que
penetra en la célula, sea el efector de la inhibicién. Sin embargo, serd necesario
realizar en un futuro mas estudios para poder llegar a elucidar la causa real del efecto

detectado.

El factor sigma vegetativo de las RNA polimerasas bacterianas se une a
secuencias denominadas promotoras presentes en el DNA, especificamente a las
regiones -35 (TTTGACA) y -10 (TATAAT) y el analisis de las regiones promotoras
clonadas en los pldasmidos pRCR13 (P1) y pRCR15 (P2) reveld dos posibles secuencias
-10 (anexo L.IIl). Corriente arriba del gen repA existe una secuencia TATtAT que tan sdlo
se desviaba en un nucledtico de la secuencia -10 consenso. También, corriente arriba
del gen dsrLS existe la secuencia TGTTATtAT, que tan sélo se desvia en un nucledtico
de la secuencia consenso TGNTATAAT de la regién -10 extendida caracteristica de
promotores de bacterias Gram positivas. Ademas, en ninguno de los dos casos se
detectd una regidén -35 indicando que los promotores serian débiles, aunque fue
posible detectar la expresidn a partir de ellos utilizando como método de deteccidn la

proteina mCherry.
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6. BIOACTIVIDAD DE LOS DEXTRANOS Y DE Lb. sakei MN1

La obtencién de los EPS con un alto grado de pureza, nos ha permitido estudiar
su potencial actividad biolégica y atribuirles el efecto observado de una forma directa

e inequivoca.

Los experimentos realizados in vitro, con el EPS-LS y el EPS-LM (Figs. 11R-13R), e
in vivo con el EPS-LS (Fig. 14R), han demostrado actividad antiviral de los dextranos
frente a dos virus de salmdnidos: el VNHI y el VNPI. Ademas, la evaluacion conjunta
con dextranos comerciales de diversas masas moleculares, en experimentos realizados
in vitro utilizando lineas celulares, han revelado que sélo las preparaciones de
dextranos de elevada masa molecular, no comercializadas en la actualidad, tienen

potencial como agentes antivirales eficientes (Tabla 3R).

Rodriguez Saint-Jean y cols. [185] comprobaron que ciertas fracciones de
hidrolizados de caseina también tienen un efecto inhibitorio frente al virus VNHI, con
un indice de selectividad de 30-32, mientras que para el virus VNPI era de 3. En este
trabajo de tesis doctoral se comprobd que el indice de selectividad para el EPS-LS y el
EPS-LM fue superior a 5 para VNPl y de 10 (EPS-LS) y 6 (EPS-LM) para VNHI. En el caso
de los hidrolizados de caseina, Rodriguez Saint-Jean y cols. [185] sugirieron que el
posible mecanismo de accion de los péptidos podria deberse a su unién a la superficie
de las células de tal forma que bloquearan los receptores de los virus y, por tanto, la
fusiéon de membranas. Sin embargo, nuestros resultados parecen indicar que el efecto
inhibitorio de los EPS se produce en etapas posteriores del ciclo de infeccion. Esta
hipotesis esta apoyada por el hecho de que el tratamiento con los dextranos,
simultdaneamente o 60 minutos después de la infeccidn, es mas efectivo que si se

suministran 30 minutos antes del tratamiento con el virus (Fig. 13R).

Ademas del papel del EPS-LS como antiviral, en este trabajo se ha comprobado
con experimentos in vivo que este dextrano es un inmunoestimulador de truchas
arcoiris, ya que el tratamiento con el mismo aumenté de forma significativa los niveles

de expresién del IFN-1 (inmunidad innata) e IFN-y (inmunidad adquirida). En
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vertebrados, los interferones son secretados por las células hospedadoras
(macréfagos, linfocitos, células “natural killer” y fibroblastos) en respuesta a
intermediarios de RNA de doble cadena, como son los virus VNHI y VNPI [186]. Los
fibroblastos y leucocitos producen IFN de tipo | en respuesta a infecciones virales,
mientras que las células “natural killer” y linfocitos T producen IFN de tipo Il (como el
IFN-y) en respuesta a IL-12, IL-8, mitdgenos o antigenos [187]. El incremento de IFN-y
conlleva a una activacién de los macréfagos para actuar contra todo tipo de patégenos
(bacterias, protozoos y virus). El mecanismo de accion de los dextranos es desconocido
pero los resultados obtenidos muestran que el dextrano de Lb. sakei MN1 puede
actuar como inmunoestimulante tanto de la respuesta innata como de la adquirida. De
hecho, en el presente estudio se ha evidenciado que las truchas tratadas con EPS-LS
presentaron menor mortalidad que las truchas no tratadas e infectadas con ambos
virus (VNHI y VNPI) (Fig. 14R) y, adema3s, el tratamiento con este dextrano provocé un

incremento notable de la expresidn de IFN-1 e IFN-y (Fig. 15R).

En conjunto los resultados obtenidos indican que el EPS-LS tiene potencial
biotecnoldgico en el campo de la acuicultura, como componente de piensos
funcionales para salmonidos. Por ello, la cepa productora Lb. sakei MN1 se ha
depositado en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el nimero 8329 y
tanto la bacteria como la metodologia de produccion del EPS-LS han sido protegidas
por aplicacién de patente PCT [188] con el fin de proteger la posible transferencia al

sector industrial.

Ademads del interés del EPS-LS producido por Lb. sakei MN1, los estudios
realizados en AZTI-Tecnalia y descritos en este trabajo, han mostrado in vivo la
capacidad de la cepa productora para colonizar el intestino de larvas gnotobidticas de
pez cebra y para competir con un patégeno bacteriano como es V. anguillarum. Estos
experimentos se realizaron con Lb. sakei MN1, porque a diferencia de Lc.
mesenteroides RTF10, presentd alta capacidad de agregacién (Figs. 24R y 25R) y de
formacién de biopelicula in vitro (Fig. 26R). Para ello se utilizé la cepa Lb. sakei
MN1[pRCR12], que presenta las mismas caracteristicas que Lb. sakei MN1 (Figs. 27R,

28R y 29R) y que esta fluorescentemente marcada con la proteina mCherry. Los
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resultados obtenidos demostraron que la colonizacidn de Lb. sakei MN1 es superior en
presencia de glucosa que en presencia de sacarosa (Fig. 31R), correlacionandose con la
mayor capacidad de la bacteria in vitro para agregarse (Fig. 25R) y formar biopelicula
(Fig. 26R). Asi, parece que la presencia de dextrano disminuye la capacidad de

adhesidn de Lb. sakei MN1 y este no es un efecto generalizado de los EPS de BAL.

Los EPS bacterianos parecen estar implicados en la formacion de biopeliculas,
favoreciendo la adhesion a superficies abidticas y bidticas o causando la agregacién de
las células [189]. Este es el caso de los (1-3)-B-D-glucanos con ramificaciones en
posicidon O-2 producidos por BAL aisladas de sidra, para los cuales se ha demostrado
que su presencia incrementa la capacidad de adhesion de las bacterias productoras
[150] [51]. Sin embargo, también se ha demostrado que otros HoPS y HePS pueden
tener el efecto contrario, como es el caso de Lactobacillus johnsonii FI9785, bacteria
para la cual la reduccion en la produccion de su HePS provoca un incremento de su
capacidad para agregarse, formar biopeliculas y adherirse a células del epitelio [190].
Asi mismo, para Lb. rhamnosus GG, una bacteria probidtica que produce EPS rico en
galactosa, se ha comprobado, mediante la obtencion de mutantes no productores y la
comparacion con la estirpe silvestre, que la presencia del biopolimero en su superficie
disminuye su capacidad de adhesidn [191]. Posiblemente en estos casos, la presencia
del EPS dificulte el acceso a otras moléculas de superficie, por ejemplo adhesinas, o
tenga un efecto sobre la hidrofobicidad de la superficie bacteriana que afecte a la
capacidad de agregacion [192] [193]. En el caso de los dextranos producidos por BAL,
la primera hipdtesis es mas plausible ya que en este trabajo se ha comprobado que el
dextrano EPS-LM producido por Lc. mesenteroides RTF10, que es casi idéntico al EPS-LS
de Lb. sakei MN1, no afecta a la capacidad tanto de agregacién (Fig. 25R) como de

formacién de biopelicula (Fig. 26R) de la bacteria productora.

Por otro lado, los resultados obtenidos para Lb. sakei MN1 en el sistema modelo
gnotobidtico de larvas de pez cebra apuntan a un efecto protector en el intestino de
las mismas ante una infeccidn con V. anguillarum NB10 (Fig. 31R). Esta proteccién
puede ser debida a un efecto directo de Lb. sakei MN1 inhibiendo la colonizacién (por

competicidn) o del crecimiento (por productos sintetizados, por ejemplo: acido lactico
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o bacteriocinas) de V. anguillarum NB10 o a que el pretratamiento con Lb. sakei MN1
reduzca indirectamente la infeccidon de V. anguillarum NB10, debido a un mecanismo
de inmunomodaulacién. Con los resultados obtenidos hasta el momento no es posible
discernir cual es la hipdtesis correcta y en un futuro serd necesario, para dilucidar el
mecanismo de accién de Lb. sakei MN1, realizar experimentos complementarios como
por ejemplo, investigar la influencia del tratamiento con Lb. sakei MN1 sobre la

expresidon de una bateria de genes del pez cebra [142].

Independientemente de los mecanismos de accion del EPS-LS, como antiviral e
inmunomodulador, y de Lb. sakei MN1, como inhibidor de la infeccidn por bacterias
patégenas, cabe resaltar que dicha bacteria presenta potencial como microorganismo
probidtico y su EPS como inmunomodulador y antiviral. Asi, los resultados de este
trabajo de tesis doctoral sientan las bases para el desarrollo futuro de piensos
funcionales conteniendo el EPS-LS y/o su bacteria productora para la alimentacion de

peces en piscifactorias.
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De los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de tesis doctoral podemos

extraer las siguientes conclusiones:

1. Las bacterias lacticas Lb. sakei MN1 y Lc. mesenteroides RTF10, aisladas de
productos cdrnicos, en presencia de sacarosa como fuente de carbono
producen homopolisacaridos tipo dextrano que han sido denominados EPS-LS y
EPS-LM, respectivamente. Su andlisis fisicoquimico ha demostrado que ambos
son polimeros primordialmente lineales con enlaces a-(1-6) en su cadena
principal y muestran un 3 % (EPS-LS) o un 9 % (EPS-LM) de ramificaciones con

enlaces a-(1-3).

2. Los niveles de produccién de EPS-LS y EPS-LM (tras 8 h de crecimiento
discontinuo, sin control de pH y con una concentracién inicial de sacarosa de 23
mM) fueron de aproximadamente 2 g L' y 1 g L, respectivamente. Ambas
bacterias productoras de dextrano consumieron la sacarosa en su totalidad,
pero presentaron diferencias metabdlicas en el perfil de producciéon/consumo
de fructosa, glucosa y acido lactico, lo que pone de manifiesto las diferentes

vias metabdlicas utilizadas por ellas.

3. Los genes dsr, que codifican las dextransacarasas responsables de la produccién
de EPS-LS y EPS-LM han sido localizados, mediante hibridacion de Southern, en
plasmidos con una masa molecular de aproximadamente 13,7 kpb y 20,6 kpb, y

han sido denominados pMN1 y pRTF10, respectivamente.

4. El analisis bioinformatico del plasmido pMN1, portador del gen dsrLS de Lb.
sakei MN1, en base a la secuencia completa de nucledtidos (11.126 pb)
determinada en este trabajo, ha revelado que: i) pertenece a una familia de
pldsmidos que replican por el mecanismo de tipo theta y cuyo prototipo es
pUCL287 y ii) contiene un origen de replicacion, los genes repA, repB y dsrLS, asi

como 7 pautas de lectura abierta.
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5. En cuanto a la transcripcion del gen dsrLS, su analisis in vitro mediante RT-

gPCR, e in vivo mediante fusiones transcripcionales, indican que: i) la presencia
de sacarosa en el medio de cultivo no incrementa el nivel de expresiéon de
dsrLS, no siendo por tanto este azucar el agente inductor de la expresion; ii)
muestran que tiene lugar una cotranscripcién de dsrLS con los genes que le
preceden repA y repB vy iii) revelan que ademas de una regién promotora
corriente arriba de repA, existe una regién promotora corriente arriba del gen
dsrlLS. En consecuencia, la proteina DsrLS parece sintetizarse a partir de un
transcrito monocistrénico y otro policistrénico implicado en la replicacion del
pldsmido, siendo este el primer ejemplo de expresion sincronizada de una
dextransacarasa (producto del gen dsrLS) y de la maquinaria replicativa (RepAy

RepB) de un plasmido.

La dextransacarasa DsrlLS, constituida por 1.767 aminoacidos con una masa
molecular de 190.039 Da, presenta un péptido lider en su extremo N-terminal,
lo que indica que es una proteina extracelular. A partir de la homologia a nivel
de aminoacidos (48,18 %) con la proteina GTF180-AN de Lb. reuteri 180 (PDB
3HZ3) se ha establecido un modelo de la estructura 3D de DsrLS, con excepcién
de sus regiones terminales, que apoya: i) su capacidad para sintetizar dextrano;
ii) indica la existencia de 5 dominios estructurales (A, B, C, IV y V) implicados en
su actividad vy iii) revela los aminodcidos potencialmente implicados en su
interaccidon con la sacarosa, sustrato de la reacciéon que cataliza. Ademas, el
modelado del plegamiento general del fragmento C-terminal de DsrLS,
realizado a partir de la estructura 3D de uno de los mondmeros (cadena A) de
la proteina de superficie homodimérica PcsB de S. pneumoniae, indica la

III

existencia de un dominio “coiled-coil”, compuesto por 5 a-hélices, que podria

estar implicado en la dimerizacién de DsrLS.
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7. Se han establecido las condiciones dptimas de produccidon de ambos dextranos,
EPS-LS y EPS-LM, en medio definido CDM, asi como su recuperacion a partir de
los sobrenadantes de los cultivos, por precipitacion con etanol, y sus
posteriores purificaciones mediante dialisis y fraccionamiento cromatografico.
Con este procedimiento se ha conseguido recuperar el 80 % de los dextranos
producidos con un grado de pureza del 99 %, indispensable para evaluar su

actividad biolégica.

8. En cuanto a la actividad bioldgica, tanto el EPS-LS como el EPS-LM han
mostrado actividad antiviral in vitro protegiendo lineas celulares de salménidos
frente a la infeccion por el VNHI y el VNPI. Los resultados obtenidos en este
trabajo apuntan que dicha actividad esta relacionada con el elevado tamafio
molecular de estos dextranos. Ademas, se ha observado que el tratamiento de
truchas arcoiris con el EPS-LS in vivo presenta también actividad antiviral y
provoca un incremento de los niveles de expresion de los interferones IFN-1 e
IFN-y, evidenciando su efecto estimulante de la respuesta inmune y adquirida

en este salmonido.

9. Se ha puesto de manifiesto que Lb. sakei MN1 y no Lc. mesenteroides RTF10
tiene la capacidad de agregarse y formar biopeliculas cuando crece en
presencia de glucosa y no produce EPS-LM, pero no en presencia de sacarosa.
Esta caracteristica ha permitido demostrar su efecto probidtico como
colonizadora del intestino de larvas gnotobidticas de pez cebra en estudios de
competicion con el patéogeno de peces V. anguillarum. Los resultados
demuestran que la colonizacion de Lb. sakei MN1 es superior en condiciones de
no produccién de EPS-LM e indican un efecto cepa-especifico del dextrano,

como antiagregante e inhibidor de la formacién de biopelicula.
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ANEXO I. Secuencias

I.I. Secuencia parcial del gen del rRNA 16S de Lb. sakei MN1 (1.345 pb) (nimero de
acceso en GenBank KJ161303).

GCTATACATGCAAGTCGAACGCACTCTCGTTTAGATTGAAGGAGCTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACCTAACACCGCATGGTGT
AGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTG
ATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGTAT
CTGATAGTAACTGATCAGGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTG
CATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATG
CCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTAC
AACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC

I.Il. Secuencia parcial del gen del rRNA 16S de Lc. mesenteroides RTF10 (1.292 pb)
(numero de acceso en GenBank KJ161304).

GGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCAAGGCTGGGGATAACATTTGGAAACAGA
TGCTAATACCGAATAAAACTTAGTGTCGCATGACACAAAGTTAAAAGGCGCTTCGGCGTCACCTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAG
TTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC
AAACTCCTACGGGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCG
GGTCGTAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAGGAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAA
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGAATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGTGTA
GCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGG
TAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGTGCCGAAGC
TAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGCTTTTAGAGATAGAAGTGTTCTCTTCGGAGAC
AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGT
TGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTT
CGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC



l.IIl. Secuencia del pldasmido pMN1 de Lb. sakei MN1 (11.126 pb). Se muestra la secuencia
de aminodcidos de sus ORF y genes con su direccion de transcripcion: repA, repB, orf1, orf2, orf3, orf4,
orf5, orf6 y orf7. Ademas recuadrados se sefialan los diferentes iterones y en gris los promotores y un

terminador (con flechas divergentes) putativos.

1 ?CTLllllAA ??CTLIIIIA T?AA?CTCTT TTAA??CTCT TTTAG?CCCC

51 TCTTGAGGCT TACTCTCCCA AGGCTTATAG AAGTTTATCG ACTACATTTT

101 GTCT?FTTAT CGACTACATT TTGTCT?TTT ATCGACTACA TTTTGTCT?[

151 TTATCGACTA CATTTTGTCT ?TTTATCGAC TACACTTATT TACTTCTGTA

201 TTCAAATAAA GTAGTATTAT TCAAGGAGGT TATTTTATGA GCAATGAATT
-10 M S N E L rep A
—>

251 AGTTAAATAT GATCCAGAAC TGAATACAAT TCCTCTGAGA AGATTTACTC
vV K Y D P E L N T 1 P L R R F T P rep A

301 CTGTAGAAAT GAATCTTTTC TTTTCGGTTG TTTCTAGAAT GCGCGATAAA
V E M N L F FSVV S R M R D K rep A

351 GGTGATGATA CTGTTCGGTT TACTTTTGAT CAGTTAAAAG AATTAAGCGC
G bDbDT VRF TFD QL K E L S A rep A

401 GTATAAGCCG ACCGCAAATA ATCGATTTAT TGATGACATA CAAAGTACAT
Y K P T A N N R F 1 D D 1 Q S T Y rep A

451 ATCAAAAAAT ATTAGGTCTT AGATTTGGCT CTAGAAGTAA AGATGGACTT
Q K 1 L G L R F G S R S K D G L rep A

501 GATAGAGAAA TGTTTGTCAT GTTTACTCGA TTTGAAATCA AGGGTTCGGC
D R E M F V M F TR FE 1 K G S A rep A

551 AGAAGTCCCT TATGTTGATA TTCAAATTTA CCCCAAGGCA TTGAAACTTC
E VP Y V D 1 Q 1Y P K A L K L L rep A

601 TAAATAATCT TGAAAGCTGG GTTCGATATG CTTTAGCAGA GTTCAGAGAT
N N L E S W V R Y A L A E F R D rep A

651 TTAAAGAGTA GTTATGCAAA AACGATGTTT CGTCTCCTTA AACAATTTCG
L K S S Y AK TMF R L L K Q F R rep A

701 AACTACTGGT TATGCTTATT TTTCTAAAAG TGATTTTTTT GAATTACTTG
T T G Y A Y F S K S D F F E L L D rep A

751 ATATTCCGCA AAGCTATTGG AATAAACCTG CAAACGTTGA ATCCAGAGTT
Il PQ SYW NKWPA NVE S RV rep A

801 ATTCAGCCAA TTAAAGAAGA ACTAACTCCT CTTTTCAGGG GTCTAGCTAT
I Q P 1 K E E L T P L F R G L A 1 rep A

851 TAGAAAAAAA TATGGTAAAG GCCGTGGCAA GCCGGTTATT GGTTACTCAT
R K K Y G K G R G K P VvV 1 G Y S F rep A

901 TTACCTGGAA ATCAGAAAAA AAGAACGCAG ACGACTTCTC ACAAGGTCAA
T W K S E K K N A D D FS Q G Q rep A

951 TTTCAAGATG AACGTCAAAA ACTCTTTAAC ATTCAGCATA ATGGTGAATT
F Q D E R Q K L F N I Q H N G E L rep A

1001 AACAGAGCAG GAAAAATGGC GTGCCATTGA CAAAGTTAAG GGGTTGACTT
T E Q E KW R A 1 D K v K 6 L T L rep A

1051 TAGGCTCCAC TGAGAAACAA GCATTGGCTG AGAAACAAGC GGAACACGAT
G S T E K Q AL A E K Q A E H D rep A

1101 AAAAAAATAA GAGATCAAGC AAGAAAAGAA GCACTTGCTG AACTCCGAAA
K K 1 R D QA RKE AL A E L R K rep A

1151 GGGGTTTGGA AATCATGCCT AAAACTATTA GAGAACTTGC TGATGAATTG
G F G N H A * rep A

M P K T 1 R E L A D E L

rep B
—>



1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

GGCGTTTCAA
G v S K

TAAAACACCA
K T P

TCAAAAATAT
K N 1

AGTGAATCGA
S E S T

AGATTCCATA
D S 1

AAAAACAAAC
K Q T

GACAAACAAC
D K Q L

CTTAACGATG
L T M

AACAACCGGA
Q P E

AAGTGGTGGC
K W W R

AGTTAAATGG
M A

GAGCGAGGGG
S E G

GGTTATATGA
L Y D

CTAGAAGATA
L E D T

ACTCACGAAG
L T K

CGGGTGGTGT
G G V

GAACTTGAAA
E L E 1

TGAAGTCGTT
E V V

CTAAGCGTCG
K R R

CACATTGAAG
H I E E

ACAGTTCCAA
Q F Q

TTGTGCAAGT
vV Q V

CGACCAAAGA
R P K N

TGACGATGAC
D D D

ACCAGAGACC
Q R P

CTGACCAATT
L T N L

AGCAAAGAAT
Q R 1

AATAAGGAAG
N K E G

AAAGGATTTG
K D L

CAAATAGACT
N R L

AAAGAAAAAG
K E K D

ACAAAATCTT
Q N L

TGCTCGAAGA
L E E

GCACCACATG
A P H D

ACCAGAACAT
P E H

GTTTTGGTAA
F G K

CGGAAGATAA
E D K

TGGGATTACC
W D Y L

TCACTGGCGA
H W R

CGCCATTATC
P L S

AATAAAACGC
N K T P

TGGGACCGTA
G T V

TATTCTATGG
F Y G

AACCAAATTA
N QI T

AATTGATATC
1 D 1

AAAAAGATGA
K D E

AAGTATGACG
K'Y D G

GCAGTTTGTC
Q F V

ATAGCCACTC
S H S

GGCAAGAATG
G K N V

GCTTAAAATA
L K 1

TGTCCAAAAA
S K N

TCAACAAATT
Q Q1

GCAATAGATA
N R Y

ATGGGTTTTG
M G F D

TGTCGATTAT
v D Y

ATGAACAGAT
E Q 1

CTAGATCAGC
L D Q Q

ATACAAGGCA
Y K A

ATGATGGTGA
D G E

AGCACTCCTG
S T P D

ATAGTTATAA
*

ATTTGAACAA
F E Q

TCAGTGAGTA
S E Y

GATATTCTGA
D I L N

TGATAATGAG
D N E

CGTATGATGC
Y D A

CCGTTGAATC
P L N R

TAATGAAGTG
N E V

CGTTTACGGA
F T D

ATGTTGCTGA
M L L 1

GTCCTTGCAA
S L Q

GTGACGGCAT
D G M

TTGTCGCAAA
LS Q N

TTATAACCGT
Y N R

TCACGAATAC
T N T

CTTGACTGGA
L D W K

TCCGGATTAA
P D *

ATCGCCAAAT
I A K L

CGTTTTAAAC
V L N

ATAATGACAA
N D K

GATGTTTACT
D V.Y L

AAAAATTTTA
K I L

AACAACGGTT
Q R L

GAAATTAAGG
E I K D

AAAAAAGATG
K K M

ATTCGCAACC
S Q P

CTAAAAAATA
GCTGTAATTG
AV I D

TTCTGGTGTC
S GV

ATGCCAACAA
A N N

TTTGAACAAG
FE Q V

GCAACTCATG
Q L M

GTGATGATGG
D D G

GCTGGTGGAC
A G G H

TTTAGCCACG
L AT

TTAACGGGCT
N G L

AACCAATGGA
N Q W N

GTACACGGGA
Y T G

ATTCAGCGCA
S A H

GATTTTGCCT
D F A F

GATGACGTTA
M T L

AAACACCGTA
T P Y

ATTTGCAATC

TATCGGCAAG
S A S

GCCCAAGATG
A Q D V

GTCATCGACA
S S T

TAGATGTGAT
D V 1

TTAGAAGTTC
L EV Q

AGCCTTACAG
AL Q

ACTTGAAAGC
L K A

GCAGCACAAA
A A Q K

TAAACCTAAA
K P K

AAAGAAGACT
ACAAGTTAAA
K L K

ACGGTTGATC
T VvV D R

TCGTAAACGA
R K R

TGAAGTTGGA
K L E

TTGGCGGGTG
L A G A

GACGCAGCTA
T Q L

ATTCACGTTA
S R Y

AGTCTCAGAT
S L R S

ACCTGTGGCC
P V A

ATGCGTTTGA
A F E

CTCTTTTCTT
L F S F

CTATTTTGCA
Y F A

TTGGTTGGCG
G W R

CTCCAAATTA
L Q I N

TCAGGTTATG
Q V. M

TACCTTTTTA

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

rep B

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl

orfl



2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

TGAACTATGA
TAATACCACT
GTGTGAAAGG
AAACGCATTA

T H Y

ATTTCATTAT
1 S L F

GTCAGCTGAT
S A D

ATGCAATCAG
A I S

GCAAGTAGTA
A S S S

CAGTGCAGCA
S A A

ATGCTGATTC
A D S

AGCCAAGTGG
S Q V V

AGCCGGTCAA
A G Q

GTGAGAGAAC
E R T

TCAGTTGACA
S v D T

TGTATCAACG
v § T

AAGAGGATAC
E D T

ACCACTGTTG
T T V E

GAGCTCAACT
S S T

CGTCTTTGCC
S L P

CCTTCAGTGA
P S V T

GTTCACAGGT
F T G

ATATCCTGCA
I L Q

GTTACAATTG
vV T I A

ACAAACAGGT
Q T G

ATGGGTCACA
G S Q

TACTACTTTG
Y Y F D

ATAATTCAGG
TAATTAATAA

TAGTTTTTTA
M

TAAATTATAT
K L Y

TTCCGCTGGG
P L G

GTGACAGCCA
v T A T

TGAAAGTAGT
E S S

GCAGTGCAGT
S AV

AAGGCTGAAA
K A E T

ACAAACATCA
Q T S

TAACTAATAA
T N N

GAAGCAGCCC
E A AP

TACACCAACA
T P T

CTTCACAACC
S Q P

CTACAAGTAG
L Q VD

ACCAACAGAT
P T D

AAGGAACGTC
G T S

GACAAATCTT
D K S S

AACCGTAGCA
T V A

CAGGTGATTA
G DY

AAAGATGGTC
K D G H

ATACTTTGAT
Y F D

CAGGTCATGT
G H V

GTTAATCAAA
V N Q 1

AATTACGTCA
I T S

ATGAGTCTGG
E S G

TCTAATTATG
-10
CGGGGCTTTA

TGTTAAGGAA
L R N

AAATGCGGTA
K C G K

ATTAGGGATG
L G M

CCAGCACCTC
S T S

AGCAGTGCAG
S S A A

GAAGGCCGAA
K A E

CGGCTGCGAT
A A

GCAGAAGTAA
A E V T

TTCCAATAAT
S N N

CGGTATCAGA
vV S E

GTTGCAAATA
V. AN N

TGCAACTGCA
A T A

ATGCAACTAC
AT T

AAGACAACCG
K T T D

CAAGCAAGTG
K Q V

CGTCTGTGGT
S V.V

ACAGCAACAG
T A T A

CCAGTTTGAC
Q F D

ATCCCGTAAC
P VvV T

GAAACGGGTC
E T G H

ATATTATTTC
Y Y F

TCGATGGTAA
D G K

GGTTTTTCTA
G F S N

AACCATGGTG
T M V

TTATTATAAA
extendido
GCATGATTTC

TAATTATTTT
N Y F

AGAACTGGGC
N W A

CTAGTTACCA
L v T S

AAGCAGTGCA
S S A

CAAAGGCTGA
K A E

ACGACTAGTG
T T S A

CACTACTGCA
T T A

CCGCTGACTC
A D S

CAAAATAATA
Q N N T

GGACACATCA
D T S

ATGATAAGCC
D K P

GCGCCAAAAG
A P K A

GAAGACCGAT
K T D

ATACAAAGAC
T K T

GTAACGACGC
v T T P

TTCTAAACAG
S K Q

CGACGACAGT
T T V

GAAAAGACGA
E K T K

TGGGTTGGTT
G L V

ATCAAGTAAA
Q V K

GACCCAGCCA
D P A S

GATGGTTGGG
MV G

ATGATAACGC
D N A

ACAGGGCGGC
T G R Q

TGTGTTTTAT
AAATAAAATA

GGAGAGACTA
G E T K

TGTCATGGGG
vV M G

GCCAGCCAGT
Q P V

GTGAGGACCG
V. R T D

AACGACTAGT
T T S

CAAGTAGTAG
S § S

GGTGTTGCAA
G V AN

TACTTCTACC
T S T

CAGCACAGCC
A Q P

TCTGATGATA
S D D S

AGCAATTGAT
A 1 D

CAGACACTGA
D T D

TCAGACATAA
S D1 K

TGTGCAATTA
V 0 L

CGAAGGAAGA
K E E

ACAGACAAAA
T D K T

GTCTAAGATT
S K 1

AGACTTATAC
T Y T

TACGCGAATA
Y A N N

AGGTCAATAC
G Q Y

GCGGCGCTGC
G A A

TTTAAATCTG
F K S D

CGGAAATTCT
G N S

AAACTATTGC
T 1 A

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS

dsrLS



3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

TGGTAAGACG
G K T

CCACTATTAT
T 1 1

TCTGTTTCAA
S VvV S T

GGATGACACA
D D T

TTACCACCGT
T T V

GATATTCAAA
DI QT

CCGTCCGATC
R P 1

ATTTGAACCA
L N H

TCCGCAACGG
S AT D

ATTGCAAATT
L Q 1

GAACAACGAT
T T M

AGTGAAACGC
S E TP

TAACAGTGTT
N S V

GTAATCCAAC
N P T

GAGGGTGGAT
E G G Y

AGTTGTTCAA
V V Q

GTGAAATTGT
E I V

GATGCGGTAG
D AV D

TTTTAGAGAT
F R D

ATTTGTCTAT
L S 1

GACCACGGTA
D H G S

GATTTGGTCA
I W S

TTATGGAGTA
M E Y

GCAATTCCTA
A 1 P N

GGTTATCGGT
vV I G

TGGCGCCATC
A P S

TATTACTTTG
Y Y F D

TGATAATCAA
D N Q

CAACGACGTC
T T S

ACACCACATA
T P H N

TGATGGATTC
D G F

CATCTGCGAC
S AT

ATGATGACTT
MM T W

TATGGTCTCC
MV S

ATGATCAAAC
D QT

GAATTGAAGA
E L K 1

GCACAATTTC
H N F

CAAGTAACGA
S N D

TTGACGCCTG
L T P D

ACAACAAGAT
Q QD

ATGAGTTGCT
E L L

GCAGAACAAT
A E Q L

TAAGAACGAT
K N D

ACAACGTGGA
N V. D

GTGTATGGCG
VY G V

TTTGGAAGAT
L E D

GTGATCAGTT
D Q L

TTAACAAAAA
L T K N

TTATTTGGTC
Y L V

ATTACAGCTT
Y S F

GATATTGTTG
D I V A

TATGGAACAA
M E Q

ACAAAGACGG
K D G

TTGTACTATT
L Y Y F

CAATTTCAAA
N F K

ATAGTGCGGT
S AV

TTGACAGCTG
L T A E

GGACTGGCGT
D W R

GGTGGCCAAC
w P T

GAAGGATTGT
E G L L

GTTGTTGAAC
L L N

TTCAACAGAC
Q QT

ATTAAGTCAC
I K S Q

CCACCTTCAA
H L Q

ATGCGAACTC
A N S

GGTACGCGTC
G T R H

GTTAGCCAAT
L A N

TGAACTGGTT
N W L

CCGTCAGCTA
P S A N

TGCCGACCTG
A D L

TCGATAAAAA
D K N

TGGGGCCACA
W G H N

GACGATGGAT
T M D

ATCCAGATAA
P D N

GACCGTGCTA
D R A K

TGTCCGTGCA
vV R A

CGAAGTTGTA
K LY

TTGGCGGCAG
L A A A

GCATCTCCGT
H L R

TCGATTTGAA
D L K

TCTGGCTTGA
S G L T

TAATATGTCT
N M S

AGTCATGGTA
S WYy

GCATCAACGC
A S T P

GAAGCAAATT
K Q 1

TGTCATCAGA
S S D

CAAGCAGCAC
Q A A H

AAAGTCTGTT
K S V

AACCAGGATA
P G Y

GGTGGCGCAT
G G A L

AAATTTCCGT
N F R

ATTACAACAC
Y N T

GACGTGGATA
D V D N

GTACTTCTTG
Y F L

ACTTTGATAG
F D S

CTAAACATTA
L N I T

CGATTTGACA
D L T

ATGACCCATT
D P L

GATTACATGC
DY M H

TCGTAGTGCG
R S A

AGGACAATAC
D N T

CACGATAGTG
H D S E

TCCGGATGTT
P D V

CCTTTAAGGT
F K V

AAGGGGTATT
K G Y S

AACAGGAGAG
T G E

CATCACAAAC
S QT

AAGGATAGTT
K D S F

TGTACCTAAA
vV P K

CTGAAGATTT
E D F

CAAGCAGCGT
Q A A Y

TAAGAAGTTC
K K F

ACGCGGTTCA
AV 0

GAATGGTTGC
E W L R

CAATGTTACT
N V. T

TAAGCTACAT
S Y 1

TTGATGAACC
L M N R

TGATACATCT
D T S

ATTCTAACCC
S N P

ACGCATTTCG
T HF G

TGTTAGAGTG
vV R V

CAGCCGCTTA
A A Y

GCTAATCAAC
A N Q H

ATATGTCAAG
Y V K

ATACCCAATT
T Q L

ATGCGACGAT
M R R F

GTCTGATCAG
S D Q

AAGTTCAAAC
vV Q T

AAAAATTCAT
K N S L

ATATGATGCG
Y D A
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dsrLS
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GATATGAATT
D M N S

GTATGCCATG
Y A M

GTGATATGTA
D M Y

TACGATGCCA
Y D A 1

TGGACAAACC
G Q T

TTGGTGATGG
G D G

ACCCAAGGAA
T Q G 1

GGGAGACACT
G D T

ACCGTGCTTT
R A L

GATAATGGCG
D N G A

CACTAGCGCA
T S A

TGTCAGTGTG
S V. w

ACAGGGTCTA
T G S S

AGCATTGGAC
A L D

TGCCAACAAC
P T T

GATTTGTTTA
D L F K

TCGTTCAAGT
R S S

ATGCGTTTAC
A F T

GGAGACGTTG
G D V D

TATTCAGGTC
1 Q V

GTCAAGAAGT
Q E V

CAGGATTCAG
Q D S D

CGGTGAATAC
G E Y

TGGAACACCC
E H P

ATCGATGGGT
I D G S

CTGTTAATAA
V. N K

TTACTAACGA
L L T N

TACGGATGAT
T D D

TCTCAGCGTT
S AL

ATGGCTGTAG
M A V D

GATCATGAAT
I M N

TTGGCGTGAT
G VvV 1

GTGACCCTTC
V. T L H

GTTGTTAACG
L L T

CGCCAATTCG
P I R

GACATTAAGG
D I K G

GGTACCAGTC
vV P V

GCGCTGCAAA
A A N

TCAAATGTGA
S N V 1

CCACGATGAG
H D E

AGTCATGGGG
S W G

GATGACACAT
D D T S

AGACCGCTAT
D R Y

ACGACCTAGC
D L A

ATGGCTGACT
M A D F

AGTTGCTGTT
vV AV

ATCTACAAAA
L Q N

CAAGCTAAGT
Q A K Y

TGATTTGTTT
D L F

CCACGAAGAT
T K 1

GAAGTATACG
K'Y T

ATAAAGACAC
K D T

GGTCAATATA
G Q Y M

GTTGAAAGCC
L K A

ATAAACACGA
K H D

GCATCTGATA
A S D K

TGTCAGCAAT
vV S N

ATATGGGTAT
M G 1

ACGACAGATG
T T D G

CTATACGGAT
Y T D

GATACCAAAA
Y Q N

GGTGCATCCG
G A S D

CAAAACTGGT
K T G

TTTATGAAGG
Y E G

TTTACAAACG
F T N V

TGTGACAAGT
vV T S

CATTTTTGGA
F L D

GACTTGGGCT
D L G F

AGATGCAATT
D A 1

TTGTCCCTGA
v P D

AATCGTACTA
N R T N

CCAGTTGTAT
Q L Y

ATGGTGGTGA
G G E

ACAACAAATC
T T N Q

TAAAGAATGG
K E W

CAATACAACA
Q Y N M

AATTCCACGT
I P R

TGGCAACTAA
A T K

CGTATTAAGT
R I K Y

TATCTTAACA
I L T

AGGGTAGCAC
G S T

AATGATGCGT
N D A L

CGCTCACGCC
A H A

GACTAATGAA
L M K

GCAAATGGTG
A N G D

CGTTGAGGTA
vV E V

ACACACAGGA
T Q D

GACACCTTAC
D T L H

TTTTTCTAAT
F S N

TAAAGATCGC
K I A

TTCCAACTTG
F QL A

TTCTATTATT
S 1 1

TTAATACGCC
N T P

AGAGCAATGC
R A M H

CCAAATTTAT
Q 1 Y

ATAACTTTGG
N F G

GTTACAAATT
vV T N S

GTTCTTGGAT
F L D

AGATTTCGAC
1 S T

TCTGCAAAGT
S A K Y

TGCCAGCAGC
P A A

GTTTACTATG
vV Y Y G

GTCACCATAT
S P Y

ATGTGGCTGG
vV A G

TCAGTTCGCT
S V R F

GACGGCCCGT
T A R

TAGCGTTGAA
A L K

AACCAGGCAT
N Q A Y

ATACACGTCC
Y T S

ACTTGATTTT
L I F

TCCGGATTCT
S G F L

TGCGCGCGCA
A R A

ATTCAAATGC
S N A

TTCCAAGAGA
F Q E M

TCAAAATGCT
Q N A

CACCACAATA
P QY

AAGAATGGAT
K N G Y

AACAAAGTAC
T K Y

ACAGTGTTGG
S V G

AATTTGCCAG
N L P G

TACACCAAAC
T P N

CAAAGGGTGG
K G G

CTTTTGCGTC
L L R L

TGGTGTACCA
G VvV P

ACTTCAATGG
F N G
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TTCTGACATC
S D 1

CTCAAGAATA
Q E Y

CCAAAACAAT
P K Q F

AAAGGGCACA
K 6 T

TTATCCAAGG
1 Q G

ATGGTGACGG
MV T G

AAATGGCGTT
N G V

CGGTTTATTA
vV Y Y

GATCAAAGCG
D Q S G

AGATCGTATG
D R M

GTTCACAAGC
S Q A

TACTTTGACC
Y F D Q

CCGAAACGGG
R N G

GTTGGCAAAC
W QT

CAAGTCAAGG
Q V K A

ACAAGCCGCT
Q A A

CTGCCGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCT
K A A

CTGCCGCTGA
A A D

GCTGAACAAG
A E Q A

ACAAGCTGCC
Q A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGACAAGG
A D K A

ACAAGCCGCT
Q A A

TAGCTTACGC
A Y A

CAAGGTAAGG
Q G K G

TTTCAAGATT
F K 1

TTATGAATCA
M N Q

ACTTATTATT
T Y Y S

TGATGATGGA
D D G

GCTCACAAAC
S QT

GAGTTAAGAG
E L R E

TGGCAAGACT
G K T

GTGTGGCTTA
vV A Y

ATGATTCTTG
M 1 L D

TAAGGACCAA
K D Q

AAGGTAGTGG
G S G

GATTGGTTCT
D W F Y

AATTGCTGGT
I A G

CTGCCGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCT
K A A

CTGCCGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCC
K A A

CCGCTACTGA
A T D

GCTGACAAGG
A D K A

ACAAGCTGCC
Q A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGACAAGG
A D K A

TGCTACCAAG
A T K

GCGCTGATTA
A DY

ACGTCTAATG
T S N A

AGATGCCATG
D A M

CAACAAGTGG
T S G

CAATATTATT
Q Y Y Y

CATTAATGGT
I N G

AAGCATTTTT
A F L

GGCTCAGCAG
G S AV

TTACTTTGAT
Y F D

ATGGACACAC
G H T

TTTTTGATTG
F L 1 G

TAATATGGTT
N MV

ACTTCAATGG
F N G

AAGACTTATT
K T Y F

CAAGGCTGCT
K A A

CCGCTGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCC
K A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGAACAAG
A E Q A

CAAGGCCGCT
K A A

CTGCTGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

ACAAGCTGCC
Q A A

CTGCCGCTAA
A A K

GCTAAGAACA
A K N N

CGTATTGAAG
vV L K

CGAACGATGA
N D E

ACTGGGTTCA
T G F T

TTACCAAGCT
Y Q A

ACTTTGATGC
F D A

AAGCAATATT
K Q Y Y

ACAAAATGCA
Q N A

TTAAGTCTAA
K S K

GTAAACGGTA
V. N G N

GCAATATTTC
Q Y F

GGTCAGATGG
S D G

ACAAATCGTT
T N R F

CGATGGTATC
D G 1

TCTTTGATGC
F D A

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCC
K A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGAACAAG
A E Q A

ACAAGCTGCC
Q A A

CCGCTGCTGA
A A D

GCTGACAAGG
A D K A

CAAGGCTGCC
K A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGACAAGG
A D K A

GGATAAGCAA
D K 0Q

ATATTGATCA
1 D Q

GATGGTGCAT
D G A S

GTCCTTCTTG
S F L

CCACAGATGA
T D E

AAACAGTCGT
K Q S F

AGACGGATAC
D G Y

ACTTCTTGCC
F L P

TCTGGTAACA
S G N T

ATATGTAGTC
Y V. V

ATATGGTCGC
MV A

TTTGCGGGTG
F A G G

TAACTTACGT
N L R

TTGCAGTAAA
A V N

GCGTTGAAGG
A L K G

TGATGGACGT
D G R

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGAACAAG
A E Q A

ACAAGCTGCC
Q A A

CTGCCGCTGA
A A D

GCTGAACAAG
A E Q A

CAAGGCTGCC
K A A

CTGCCGCTGA
A A E

GCTGAACAAG
A E Q A

ACAAGCTGCT
Q A A

CTGCCGCTGA
A A E

ACTCAAGCTG
T Q AV

AGCTACTACA
AT T
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GCTGATGGCA
A D G 1

CCAGCATGTT
Q H V

TAACTGAAGA
T E D

ATCGAATTAC
Il E L P

CGGTGTAGTT
G VvV V

GTAAAAAGCA
K K H

ACATAACATC
AAATCGCCCC

AGATATTGGG

TCAATGATGC
N D A

CCTGGTACTT
P G T S

TATCAAGAAT
I K N

CAAATACGGG
N T G

ATGCTAATCC
M L I L

TAAAAAAGAT
K K D

GATTATTTAG

TCAAAAACAT

GGCTATTTAT

GGACCCTATT
AATCTCTTTC
Y D R E

AGTTTCTTAG
L K K

AACCCCACCA
vV G G

TTTTGGTTAG
K K T L

GGGTACCACA
P Y W

ATACTTTATA
Y K 1

TTACTCCAGC
N V. G A

TTTCCATCTT
K G D

TTGAGCCAAT
Q A L

TTGTCCCTGC
I T G A

ACAGTAGTAT
v T T

TCTTTCTTTT
R E K

TTACTTTAAA
T V K F

GGATTTTCAA
P N E

TGCTTCTAAC
A E L

TTTCTAGCTC

TATATTATTT
* 11

TGAATAATTC
S Y N

CTGACATTTC
A S M E

ACGACTGGAA
vV V P

TGTTTTGTCA
T K D

AAGTTTTCAT
L T K M

GCATTAGAAC
A N S

CATTGTTCCT
M T G

CTTCGATCAA
E E I L

CTGATGGAGT
R 1 S

TATTGCAATT
I A1

TTCTTACCGT
N R V T

AAGGAAATAT
L S 1

TACTTTTGCT
vV K A

CGACTAATTT
vV V L K

ATTTTATTAT
M K N

CTTAGCATTG

CCAAGCAACT
Q AT

CTGTTGATAA
V. D N

GATCCAGATA
D P D N

CGTTGATAAG
VvV D K

TCACTACTAT
T T 1

TAGTGTAGAT
*

ATATGAACTT

TGAAAGAATA

GGTATCACTG
G I T D

TCAAAAGCAA
Q K Q

ATAAGACTTT
K T L

ACAGAAAGTA
T E S 1

TTTTGGTCTG
F G L

AGCTATACCA

ATTTAGGGAC

GCCCCCAATA

ATATTGATAA
I D N

GCTGAGAAGG
A E K V

GCCTGAAGCT
P E A

TTACTATTAC
T 1 T

TTGTTTACAA
L F T S

AAGGGAGTTA

TATAATTAAC

TCTATAATGT

ATGTTTATAC

CTGCTTCAAT
E A E 1

TGTTCAAATC
Q E F

CATTCCAATC
M G 1

CAATTTTCGC
vV 1 K A

GCAACTATCC
AV 1

TAAGGGTTTC
L P K

TTGACACCCG
S § V R

AAAAATAATA
L F L

ATCATCAAAA
D D F

AAACCATGTT
Y V. M N

CCCCCGGGAA
G G P

TGCTGTAATT
AT 1

CTAAGTGCCC
D L HG

AAATATTCAG
L Y E

TAAGAGTGAG
L L S

TATTTAATGA
N N L S

GTAGTTTTTA

AATTTATAGT

» 4-
CCCTTGATAA

AATTTTTATA
I K 1

CCCTTAATAA
G R L L

ATAGTTATAC
M T 1

AATTCCAGAG
I G S

TAGTTATTTT
R T 1 K

CCTAATATTT
G L 1

CAACAAAGAA
L L S

ACAATCCATT
L L G N

TCATATATAT
D Y 1

TTGAATAATA
Q1 1

TTCCAGTAAG
I G T L

TCTTTTTCAT
D K E

CTCTGAATTT
E S N

TTCCCGAAGT
S G S T

GCTAGTCCCT
A L G

TTTTAATAAT
K L L

GTTTAGAAGC
Q K S A

GCTGATCCAT
A S G

TGTTTGAATT
T Q 1

AGGCTAATTG
Y AL Q

TCGCCGGTTA
D G T

AAAAGAAATA
F S 1

TGTTTTTGTG
Q K Q

ATTGATAATA
N T

ATCTGTTAAC
S R N V

CGAAAATCAT
R F D

TTGCTTACCT
Q K G

ATTATATTAC
* 1V

CAA

CTTTTI
AV K

I
K
TCTGATTCTG

D § E

ATGTGCAATT
H A 1

GATTGGTGAT
H N T 1

GAATCCATTA
S D M

CGGCATAAAT
P M F
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9951

10001
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TGAATGGTTA
Q 1 T

AGTCGAAGCA
T S A

GTTTGCCAAT
P K G 1

CGGAGATCAC
R L D

AACGAGTTTT
vV L K

CGTCAATTTT
A D I K
GATTCCGAGC
R N R A

GTGAATGCAT
T F A

AGCTCTCTGA
A R Q

TTTCTAGCTT
N E L K

TTTTCAATAT
N E 1

TAATTGATCC
L Q D

CCATTTTTTT
E M K K

AAATATGTTA
ATTTCCGCTT

TATGCATCAA
M H Q

TTCAAGATAC
Q D T

GTTTTTCAAG
V F Q V

CTTGAAACAG
L K Q

CGTTCATTCA
F 1 H

CCAGTTCAAA
PV QT

GCTAGATTCT
L D S

TTACGGAAAA
T E K

AGCATTAATT
S I N Y

CGTTTATACG
vV Y T

ATCGCTGATT
L R Q N

TTCATCGATC
N M S

TAGACTAGCA
L S A

GGACTTTAAC
R vV K V

GCAAAATCAG
A F D

ACTCATTGTT
S M
* Q

AATTTTCTTT
I K K

TGGTGATTAA
N T 1 L

ATATTTGAAG
I N S

TTTGACCCAT
K VvV W

TTTGAATGGT
N Q I T

AAAAATTGTT
L F Q

CATATTCACA
M

TTACACAAAT
GTACCAAGGG

ATTGTCCTAC
Il v L P

TTTACTCAAT
L L N

TTGGCAAGGC
G K A

ACCGATATTT
T D I F

CGATCGAAAA
D R K

CAGAGCTCTT
E L L

GAATGGCTCT
E W L F

ACAGTTCTAT
Q F Y

ACCTTGGTAC
L G T

CAATCCAATT
Q S N Y

AGTTGCCTGA
T A Q

CATTTTCAAT
G N E 1

AATGCACGTT
F A R

TGCTACCTCT
A V E

GATTGTTTTT
P N N K

GGTCCTCCTT
Q D E K

TCACTTTCTG
E S E

GTACTGAGAT
Y 0 s

CTCTCTTAGA
A R K S

AATTGACGTT
L Q R

CGCAATTAAT
A 1 L

TAAATTCATT
K F E N

TGATAGCTTA

CCTTGGTACA
ATTACGTCTC

CAATCAAAGA
I K D

AACTTTAAAG
N F K A

GACACTATTG
T L L

TTAATCCGGA
N P D

ACAGGTAAAC
T G K P

ATTGTATCGC
L Y R

TTCCGTCCAT
P S 1

AAAATCATGA
K 1 M S

CCACACTATG
H T M

ACAATATTGG
N 1 G

GCAATCTCAG
A 1 E

CCTAGCAATG
R A 1

GACTCATACC
Q S M G

AAATTGATGT
L N 1

ACTTCTTTCA
S R E

GTTAAAATAC
N F Y

GTGTTTTTTG
P T K Q

CCTTGTACTT
G Q V

ACGAATCTCA
R I E

CTGCGATGAT
E A 1 1

TTGGCAGCGT
K A A

CCAGTCATAA
W D Y

TTGGCTATCA

AGCGGAAGTG
CACCAACGAG

TTCGAATGTA
S NV

CTGGCCGGCG
G R R

CGAGTCAGTG
R v S D

CGGTTCTATT
G S 1

CTAATACCTT
N T L

CAATGGCTAC
Q W L L

TCAACACCCA
Q H P

GCAAAGTCGG
K V G

CGCAAAACTG
R K T G

CTTAGTCATG
L V M

*

ATAATACCCT
S L VR

GTTGATTGTG
T S Q

CATATTTTCA
M N E

TTTCTTGTTC
N E Q E

GTAACATATG
T V. Y

TTGCTGCGTC
K S R

CGTTTTCTTT
T K K

GGAAATAGAT
Q F Y 1

TAGAGATTGT
Y L N

TAGACCGTTA
L G N

CTTTATCAGG
D K D P

TAGTCAAATT
Y D F

AAAAGCAAAC

TGAAATTCAT
GTGATTTTTA

CTTAATGATG
L N D V

TAACTATACA
N Y T

ATGTCATGCG
vV M R

AAACAAAATG
K Q N A

GTACCTCAAA
Y L K

TTAATCATCA
N H Q

GAACGGCATA
E R H 1

CGATCTTTTA
D L L

GGGCTTATCG
A Y R

CACTTATTAA
H L L N
A S I L
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10801

10851

10901

10951

11001

11051

11101

ATCATTCAAG
H S S
D N L

AGTACCGAAA

S T E S

W'Y R F

TTTTTAGTTG
N K T

CACCAGCAAT
V L L

TCGGTCTGCT
S P R S

ATATTTTTAA
AAATATTTAA
AATTGCTTTG
ACGGTGTTGT
AGGAGTCATT
G VvV 1

TGCTTGCTGA
L A D

GTCAATGAAC
VvV N E P

TTATATTTTG
Y 1 L

TTATTTAGCC
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ANEXO Il. Alineamientos

[Il.I. Alineamiento multiple (CLUSTALX 2.1) de 14 secuencias de nucledtidos de genes
gue codifican dextransacarasas de cepas de Lc. mesenteroides depositadas en el banco

de datos GenBank. Se indican los nucleétidos idénticos en todas las secuencias (*). Ademds, en gris
se sefialan los nucledtidos utilizados para el disefio de los oligonucledtidos dsrF y dsrR. También se
muestran las secuencias de los amplicones, que contiene parte de la secuencia de dsrLM y dsrLS,
obtenidos utilizando preparaciones de DNA gendmico de Lc. mesenteroides RTF10 y de Lb. sakei MN1,
respectivamente.

DEX GTCTATTATGGCGATTTATATACAGATGATGGTCAATATATGGCAACAAAGTCACCATAC 2478
dsrD GTCTATTATGGCGATTTATATACAGATGATGGTCAATATATGGCAACAAAGTCACCATAC 2748
dexYG GTCTATTATGGCGATTTATATACAGATGATGGTCAATATATGGCAACAAAGTCACCATAC 2250
dsrx GTCTATTATGGCGATTTATATACAGATGATGGTCAATATATGGCAACAAAGTCACCATAC 2235
dsrB GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 2894
dsrb742 GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 2893
dsrBCB4 GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 2783
dsrcC GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 2913
dsrb742cb GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 2888
dsrR GTTTATTATGGTGATTTATACACCGATGATGGTCAATATATGGCAAATAAGTCCCCTTAT 1662
dsrP GTGTACTATGGTGATATGTATACAGATGATGGTCAATACATGGCAACAAAGTCACTTTAT 3093
dsrT GTGTACTATGGGGATATGTATACAGATGATGGTCAATACATGGCAACAAAGTCACTTTAT 3219
U38181 GTTTATTATGGGGATATGTTCACGGATGATGGCCAATACATGGCTAAACAATCACCTTAC 2388
dsrE GTTTATTATGGTGATCTATTTTCTGATGATGGACAGTATATGTCACAGAAGTCACCATAC 2743
dsrim GATGATGGTCAATATATGGCAACAAAGTCACCATAC 36

dsrLs GATGATGGTCAATATATGGCAACTAAGTCACCATAT 36

DEX TATGATGCGATTAACACTTTGCTAAAGGCTAGAGTTCAGTATGTTGCTGGTGGCCAATCG 2538
dsrbD TATGATGCGATTAACACTTTGCTGAAGGCTAGAGTCCAATATGTTGCTGGTGGCCAATCG 2808
dexYG TATGATGCGATTAACACTTTGCTGAAAGCTAGAGTTCAGTATGTTGCTGGTGGCCAATCG 2310
dsrX TATGATGCGATTAACACTTTGCTGAAAGCTAGAGTTCAGTATGTTGCTGGTGGCCAATCG 2295
dsrB TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 2954
dsrb742 TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 2953
dsrBCB4 TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 2843
dsrc TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 2973
dsrb742cb TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 2948
dsrR TTTGATGCCATCAACGGCTTGCTAAAGTCACGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAGTCA 1722
dsrpP TACGATGCAATTGATACTTTGCTGAAGTCTCGTATCAAGTATGTTTCTGGCGGGCAAACA 3153
dsrT TACGATGCAATTGATACTTTGCTGAAGTCTCGTATCAAGTATGTTTCTGGCGGGCAAACA 3279
uU3g181 TATCAAGCGATTGATGCGTTGTTGAAAGCTCGTATCAAGTATGCTGCTGGTGGTCAAACC 2448
dsrE TATGACGCCATTACGTCACTTTTGAAAAGCCGTATCAAATATGTTGCTGGTGGTCAAAGT 2803
dsriM TATGATGCGATTAACACTTTGCTAAAGGCTAGAGTTCAGTATGTTGCTGGTGGCCAATCG 96

dsrLS TACGATGCCATCTCAGCGTTGTTGAAAGCCCGTATTAAGTATGTGGCTGGTGGACAAACC 96

DEX ATGTCCGT--~TGATAGTAATGAC—— === === m oo 2559
dsrD ATGTCCOT--~TGATAGTAATGAC—— === === m - m oo 2829
dexYG ATGTCCOT---TGGTAGTAATGAC—— === === m——m—m - m e e 2331
dsrX ATGTCCGT--—TGATAGTAATGAC—— === === ——m—m oo 2316
dsrB ATGGCTGT——~TGATCAAAACGAT — = - — - —— oo 2975
dsrb742 ATGGCTGT--~TGATCAAAACGAT — = = —— — — o oo 2974
dsrBCB4 ATGGCTGT--~TGATCAAAACGAT — = - — = — = m oo 2864
dsrcC ATGGCTGT-——TGATCAAAACGAT — = ———— oo 2994
dsrb742cb ATGGCTGT-—~TGATCAAAACGAT —— - — - —— o oo 2969
dsrR ATGGCTGT——~TGATCAAAACGAT — = = — = — — o oo 1743
dsrp ATGTCTATGAAATATATGCAAGGTGATAGTAGTATGGC--—--~- TGCTGACAGTTATAGA 3207
dsrT ATGTCTATGAAATATATGCAAGGTGATAGTAGTATGGC-————- TGCTGACAGTTATAGA 3333
U38181 ATGAAAATGAACTATTTTCCAGATG———————— - m—mm oo AACAA 2478
dsrE ATGAATATGACGTACTTGCATGAGTGCTTTGATCCAGCAAAAAATGAGACAAAGCCACAA 2863
dsriM ATGTCCGT---TGATAGTAATGAC—— === === m —m—m oo 117

dsrLS ATGGCTGT-~~AGATAAACACGAT — = = — === m - m oo 117
*

Eax *



DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

---GTGTTAACAAGTGTTCGCTATGGTAAAGATGCCATGACAGCTTCTGACACTGGAACA
---GTGTTAACAAGTGTTCGCTATGGTAAAGATGCCATGACGGCTTCTGACACTGGAACA
---GTGTTAACAAGTGTTCGCTATGGTAAAGATGCCATGACAGCTTCTGACACTGGAACA
-—-GTGTTAACAAGTGTTCGCTATGGTAAAGATGCCATGACAGCTTCTGACACTGGAACA
-—-—ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
--—-ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
-——-ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
-——-ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
-—-—ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
--—-ATCCTGACAAATGTTCGTTATGGTAAAGGTGCCATGAGTGTGACAGATAGCGGTAAT
GGCATTTTGACATCAGTTCGTTATGGTAATGGTGCCATGACTGCTACCGATGCAGGGACA
GGCATTTTGACATCAGTTCGTTATGGTAATGGTGCCATGACTGCTACCGATGCAGGGACA
TCTGTTATGACATCAGTTCGTTATGGTAAGGGTGCAATGACGGCAAGTGACTCTGGTAAC
GGTGTCTTAACATCAGTACGTTACGGTAAAGGTGCGATGACGGCTGACGATTTGGGTAAT
---GTGTTAACAAGTGTTCGCTATGGTAAAGATGCCATGACAGCTTCTGACACTAGAACA
———ATCTTAACATCAGTTCGCTTTGGTGATGGGATCATGAATGCATCTGATAAGGGTAGC

* * Kkk **x KKk KX *khkhk K* K Kkhkkk *

TCTGAGACGCGTACTGAAGGTATTGGAGTCATCGTCAGCAATAACGCGGAGCTACAATTA
TCTGAGACGCGTACTGAAGGTGTTGGGGTCATCGTCAGCAACAACGCGGAGCTACAATTA
TCTGAGACGCGTACTGAAGGTATTGGAGTCATCGTCAGCAACAACGCGGAGCTACAACTA
TCTGAGACGCGTACTGAAGGTATTGGAGTCATCGTCAGCAACAACGCGGAGCTACAATTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
GCAGACACACGAACACAAGGTATTGGTGTGATTGTCAGTAATAAAGAAAATCTGGCCTTA
AATGAAACACGTACGCATGGTATTGCAGTAATTGAAAGTAATAACCCAGATTTGAAGTTG
AATGAAACACGTACGCAAGGTATTGCAGTAATTGAAAGTAATAACCCAGATTTGAAGTTG
CAAGAGACACGCTATCAAGGTATTGGACTTGTTGTCAACAATCGCCCAGATTTGAAACTA
AGTGACACACGTCAACAAGGTATTGGTTTGGTGATTAATAATAAGCCATTCTTGAATTTA
TCTGAGACGCGTACTGAAGGTATTGGAGTCATCGTCAGCAATAACGCGGAGCTACAATTA
ACGACGGCCCGTACCCAAGGAATTGGCGTGATTGTCAGCAATAATGATGCGTTAGCGTTG

* Kk * Khk E * * E

GAGGATGGGCATACTGTCACATTGCATATGGGGGCAGCTCATAAGAACCAAGCTTATCGT
GAGGATGGGCATACAGTCACATTGCACATGGGGGCAGCTCATAAGAACCAAGCTTATCGT
GAGGATGGGCATAGTGTCACATTGCACATGGGGGCAGCTCATAAGAACCAAGCTTATCGT
GAGGATGGGCATAGTGTCACATTGCACATGGGGGCAGCTCATAAGAACCAAGCTTATCGT
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AAATCAGGCGACACGGTGACATTACACATGGGTGCCGCTCACAAAAATCAAGCATTCAGA
AGCAGTACAGATCAAGTAGTTGTAGATATGGGCATAGCGCACAAAAACCAGGCTTATCGT
AGCAGTACAGATCAAGTAGTTGTAGATATGGGCATAGCGCACAAAAATCAGGCTTATCGT
TCTGACAAAGATGAAGTCAAAATGGATATGGGTGCGGCACATAAAAACCAAGATTATCGC
AATGATGATGAACAAATTGTGCTCAATATGGGTGCTGCTCACAAAAATCAAGCTTACCGA
GAGGATGGGCATACTGTCACATTGCATATGGGGGCAGCTCATAAGAACCAAGCTTATCGT
AAGGG———AGACACTGTGACCCTTCATATGGGTATCGCTCACGCCAACCAGGCATACCGT

* * Khhkkhkk *k Kk ** *k X *

GCTTTGTTATCAACAACTGCAGATGGATTAGCTTATTATG---ATACTGATGAAAATGCA
GCTTTGTTATCAACAACTGCAGATGGATTAGCTTATTATG---ATACTGATGAAAATGCA
GCTTTGTTATCAACAACTGCAGATGGATTAGCTTATTATG---ATACTGATGAAAATGCA
GCTTTGTTATCAACAACTGCAGATGGATTAGCTTATTATG---ATACTGATGAAAATGCA
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
TTATTATTAGGGACAACTGCTGACAATTTGTCTTATTATG---ATAAT---GACAACGCC
CCTGCTTTGTTAACAACTAAAGATGGCATAGATACTTATGTATCTGATAGTGATGTCTCA
CCTGCTTTGTTAACAACTAAAGATGGCATAGATACTTATGTATCTGATAGTGATGTCTCA
CCAGTTTTGTTGACGACAAAATCAGGATTAAAAGTCTACA---GCACTGATGCAAATGCA
CCACTTATGTTGACAACAAAATCTGGTCTTCAAATTTACG---ATAAGGATGCCGGAGCG
GCTTTGTTATCAACAACTGCAGATGGATTAGCTTATTATG---ATACTGATGAAAATGCA
GCTTTGTTGTTAACGACGACAGATGGACTAATGAAATACACGTCCGATAATGG———CGCG

**x Kk

2616
2886
2388
2373
3032
3031
2921
3051
3026
1800
3267
3393
2538
2923
174

174

2676
2946
2448
2433
3092
3091
2981
3111
3086
1860
3327
3453
2598
2983
234

234

2736
3006
2508
2493
3152
3151
3041
3171
3146
1920
3387
3513
2658
3043
294

291

2793
3063
2565
2550
3206
3205
3095
3225
3200
1974
3447
3573
2715
3100
351

348
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DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

DEX
dsrD
dexYG
dsrX
dsrB
dsrb742
dsrBCB4
dsrC
dsrb742cb
dsrR
dsrP
dsrT
u38181
dsrE
dsrLM
dsrLS

CCTG---—-—- TGGCGTACACAGATGCTAACGGCGATTTGATTTTTACGAATGAATCAATT
CCTG-----—- TGGCGTACACAGATGCTAACGGCGATTTGATTTTTACGAATGAATCAATT
CCTG-=—--- TGGCGTACACAGATGCTAACGGCGATTTGATTTTTACGAATGAATCAATT
CCTG—————- TGGCGTACACAGATGCTAACGGCGATTTGATTTTTACGAATGAATCAATT
CCAG------ TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATTTTTGATAATACTGAAATC
CCAG------ TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATTTTTGATAATACTGAAATC
CCAG------ TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATTTTTGATAATACTGAAATC
CCAG-——--- TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATTTTTGATAATACTGAAATC
CCAG------ TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATTTTTGATAATACTGAAATC
CCAG------ TAAAGTACACCAATGATCAGGGCGATTTAATCTTTGATAATACTGAAATC

CAAAGCTTGATAAGATATACAAATAGTAATGGGCAACTTATTTTCAATAGTTCAGATATT
CAAAGCTTAATAAGATATACAAATAGTAATGGGCAACTTATTTTCAATAGTTCAGATATT

CCTG---—-—- TCGTTCGAACTGACGCCAATGGCCAATTAACTTTTAAGGCAGACATGGTA
CCAG------ TTGTTTATACTAACGATGCTGGTCAACTTATTTTTAAGTCAGATATGGTC
CCTG—————- TGGCGTACACAGATGCTAACGGCGATTTGATTTTTACGAATGAATCAATT
CCAA-————- TTCGCTATACGGATGCAAATGGTGACTTGATTTTCACTAGCGCAGACATT
* * ** * Kk * * X Kk *

TATGGTGTACAAAATCCACAAG-TTTCTGGTTACTTGGCAGTTTGGGTTCCGGTAGGTGC
TATGGTGTACAAAATCCACAAG-TTTCTGGTTACTTGGCAGTTTGGGTTCCGGTAGGTGC
TATGGTGTACAAAATGCACAAG-TTTCTGGTTACTTGGCAGTTTGGGTTCCGATAGGTGC
TATGGTGTACAAAATGCACAAG-TTTCTGGTTACTTGGCAGTTTGGGTTCCGATAGGTGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
TATGGTGTCCGTAACCCGCAAG-TCTCTGGCTTCTTAGCTGTTTGGGTGCCTGTTGGGGC
GTTGGTACAGCAAATCCACAAG-CTTCTGGATACTTGGCGGTCTGGGTACCCGTTGGTGC
GTTGGTACAGCAAATCCACAAG-TTTCTGGATACTTGGCGGTCTGGGTACCCGTTGGTGC
TATGGTGTAAACGACCCACAAG-TGTCAGGGTACATTGCGGCTTGGGTACCAGTAGGGGC
TATGGTGTCAGCAATCCACAGG-TATCTGGTTATTTTGCTGCATGGGTACCAGTCGGTGC
TATGGTGTACAAAATCCACAAG-TTTCTGGTTACTTGGCAGTTTGGGTTCCGGTAGGTGC
-AAGGGATACCAAAACGTTGAGGTATCCGGATTCTTGTCAGTGTGGGTACCAGTCGGTGC

*k * * Kk Kk X * * x Kkhkhk Kk * kK Kk

GCAACAAGATCAAGATGCACGAACGGCCTCTGATACAACAACAAACACGAGTGATAAAGT
GCAACAAGATCAAGATGCACGAACGGCCTCTGATACAACAACAAACACGAGTGATAAAGT
GCAACAAGATCAAGATGCACGAACGGCCTCTGATACAACAACAAACACGAGTGATAAAGT
GCAACAAGATCAAGATGCACGAACGGCCTCTGATACAACAACAAACACGAGTGATAAAGT
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TGACAGCCATCAAGACGCGCGTACTTTGTCTGACGACACAGCCCATCATGATGGCAAAAC
TTCAGATACTCAAGATGCGCGAACTGAAAGTAGTACAGCAACAACTACTGATGGACAAAC
TTCAGATACTCAAGATGCGCGAACTGAAAGTAGTACAGCAACAACTACTGATGGACAAAC
TTCAGAAAATCAAGATGCTCGAACGAAAAGTGAAACAACGCAGTCAACTGACGGGAGTGT
GAGTGATAGTCAAGATGCTAGAACACAAAGCAGCCAGTCAGAAACTAAGGATGGCGATGT
GCAACAAGATCAAGATGCACGAACGGCCTCTGATACAACAACAAACACGAGTGATAAAGT
ATCCGACACACAGGATGCGCGCGCAACAGGGTCTAGCGCTGCAAACAAAACTGGTGACAC
* * *

Kk Kk Kk *

GTTCCATTCAAACGCTGCTCTTGATTCTCAAGTCATCTACGAAGGTTTCTCAAACTTCCA
GTTCCATTCAAACGCTGCTCTTGATTCTCAAGTCATCTACGAAGGTTTCTCAAACTTCCA
GTTCCATTCAAACGCTGCTCTTGATTCTCAAGTCATCTACGAAGGTTTCTCAAACTTCCA
GTTCCATTCAAACGCTGCTCTTGATTCTCAAGTCATCTACGAAGGTTTCTCAAACTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
CTTCCACTCAAATGCTGCTTTAGATTCTCAGGTTATTTACGAAGGTTTTTCAAATTTCCA
ATTGCATTCAAATGCCGCACTTGATTCTCAAGTTATTTATGAAAGTTTCTCTAACTTCCA
ATTACATTCAAATGCCGCACTTGATTCTCAAGTTATTTATGAAAGTTTCTCTAACTTCCA
TTATCATTCTAATGCAGCGTTAGATTCGCAAGTCATTTATGAAGGCTTTTCAAATTTTCA
CTATCATTCAAATGCTGCGCTTGATTCTAATGTGATTTATGAAGGCTTCTCGAATTTCCA
GTTCCATTCAAACGCTGCTCTTGATTCTCAAGTCATCTACGAAGGTTTCTCAAACTTCCA
CTTACATTCAAATGCAGCATTGGACTCAAATGTGATTTATGAAGGTTTTTCTAATTTCCA

* **x Kk Kk Kk Kk * Kk Kk * Kk Kk Kk kXK Kk Kk Kk Kk Kk Kk

2847
3117
2619
2604
3260
3259
3149
3279
3254
2028
3507
3633
2769
3154
405

402

2906
3176
2678
2663
3319
3318
3208
3338
3313
2087
3566
3692
2828
3213
464

461

2966
3236
2738
2723
3379
3378
3268
3398
3373
2147
3626
3752
2888
3273
524

521

3026
3296
2798
2783
3439
3438
3328
3458
3433
2207
3686
3812
2948
3333
584

581



DEX AGCATTTGCTACAGACAGCAGTGAATATACAAACGTAGTCATCGCTCAGAATGCGGACCA 3086

dsrD AGCATTTGCTACAGACAGCAGTGAATATACAAACGTAGTCATCGCTCAGAATGCGGACCA 3356
dexYG AGCATTTGCTACAGACAGCAGTGAATATACAAACGTAGTCATCGCTCAGAATGCGGACCA 2858
dsrx AGCATTTGCTACAGACAGCAGTGAATATACAAACGTAGTCATCGCTCAGAATGCGGACCA 2843
dsrB AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 3499
dsrb742 AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 3498
dsrBCB4 AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 3388
dsrC AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 3518
dsrb742cb AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 3493
dsrR AGCTTTTGCCACAAACACTGAAGACTATACAAATGCTGTCATTGCAAAAAATGGTCAGTT 2267
dsrP ATCGACACCAACCACAGAAGCCGAATATGCTAATGTGCAAATTGCAAACAATACTGATTT 3746
dsrT ATCTACACCAACAACAGAAGCTGAATATGCTAATGTGCAAATTGCAAACAATACTGATTT 3872
u38181 AGACTTTCCAACAACACCCGATGAGTTTACGAACATTAAAATTGCTCAAAATGTTAACTT 3008
dsrE AGCAATGCCTGAAAAGAATGATGACTTCACCAACGTAAAAATTGCTCAAAATGCTAAATT 3393
dsrLM AGCATTTGCTACAGACAGCAGTGAATATACAAACGTAGTCATCGCTCAGAATGCGGACCA 644

dsrLs AGAGATGCCAACAACCCACGATGAGTTTACAAACGTAAAGATCGCTCAAAATGCTGATTT 641

**x X * Kk Kk Kk * Kh*k

DEX ATTTAAGCAATGGGGTGTGACAAGCTTCCAATTGGCACCACAATATCGTTCAAGTACAGA 3146
dsrD ATTTAAGCAATGGGGTGTGACAAGCTTCCAATTGGCACCACAATATCGTTCAAGTACAGA 3416
dexYG ATTTAAGCAATGGGGTGTGACAAGCTTCCAATTGGCACCACAATATCGTTCAAGTACAGA 2918
dsrXx ATTTAAGCAATGGGGTGTGACAAGCTTCCAATTGGCACCACAATATCGTTCAAGTACAGA 2903
dsrB ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 3559
dsrb742 ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 3558
dsrBCB4 ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 3448
dsrC ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 3578
dsrb742cb ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 3553
dsrR ATTCAAAGATTGGGGTATCACAAGTTTCCAGTTGGCACCACAATATCGTTCAAGCACCGA 2327
dsrP ATACAAGAGTTGGGGAATTACGAACTTCGAGTTTCCACCACAATATCGTTCAAGTACGGA 3806
dsrT ATACAAGAGTTGGGGAATTACGAACTTCGAGTTTCCACCACAATATCGTTCAAGTACGGA 3932
u38181 ATTTAAGGATTGGGGTATTACTAGCTTTGAAATGGCGCCACAATATCGCGCCAGCTCAGA 3068
dsrE GTTTAAAGATTTAGGGATTACAAGCTTTGAATTAGCACCGCAATATCGTTCAAGTACAGA 3453
dsrLM ATTTAAGCAATGGGGTGTGACAAGCTTCCAATTGGCACCACAATATCGTTCAAG 698

dsrLS GTTTAAGTCATGGGGTGTGACAAGTTTCCAACTTGCACCACAATATCGTTCAAG 695

* *k * *k ESE E * * K hk Kdhkhkhkhkk * Khk

[LLIl. Alineamiento multiple (CLUSTALX 2.1) de las secuencias de aminodcidos de los
genes que codifican las dextransacarasas de Lb. sakei MN1, Lb. curvatus 1624, Lb. sakei

Kgl5 y Lb. reuteri 180. Se indican los aminoécidos idénticos en todas las secuencias (*), la
conservacion entre grupos de aminodcidos con propiedades muy similares (:) y la conservacién entre
grupos de aminoacidos con propiedades con baja similitud (.).

Lb. sakei MN1 MLRNNYFGETKTHYKLYKCGKNWAVMG I SLFPLGLGMLVT-====——-- SQPVSADVTAT 51
Lb. curvatus 1624 MLRNNYFGETKTHYKLYKCGKNWAVMG I SLFPLGLGMLVT—====———- SQPVSADVTAT 51
Lb. sakei Kgl5 MLRNNYFGETKTHYKLYKCGKNWAVMG I SLFPLGLGMLVT—=====——- SQPVSADVTAT 51
Lb. reuteri 180 = --——-——- MEIKKHFKLYKSGKQWVTAAVATVAVSTALLYGGVAHADQQVQSSTTQEQTST 53

**********

Lb. sakei MN1 STSSSAVRTDAISESSSSAAKAETTSASSSSAVKAETTSASSSSAAKAETAAITTAGVAN 111
Lb. curvatus 1624 STSSSAVRTDAISESSSSAAKAETTSASSSSAVKAETTSASSSSAAKAETAAITTAGVAN 111
Lb. sakei Kgl5 STSSSAVRTDAIS———————— e ASSSSAAKAETAAITTAGVAN 85
Lb. reuteri 180 VNADTTKTVNLDTNTDQPAQTTDKNQVANDTTTNQSKTDSTSTTVKNPTFIPVSTLSSSD 113
Lb. sakei MN1 ADSQTSAEVTADSTSTSQVVTNNSNNQ-—-——=——— NNTAQPAGQEAAPVSEDTSSDDSE 162
Lb. curvatus 1624 ADSQTSAEVTADSTSTSQVVTNNSNNQ-—-——=——- NNTAQPAGQEAAPVSEDTSSDDSE 162
Lb. sakei Kgl5 ADSQTSAEVTADSTSTSQVVTNNSNNQ-—-—-——-——- NNTAQPAGQEAAPVSEDTSSDDSE 136
Lb. reuteri 180 NEKQSQNYNKPDNGNYGNVDAAYFNNNQLHISGWHATNASQGTDSRQVIVRDITTKTELG 173
DL LRl oL LIt *k et A
Lb. sakei MN1 RTTPT———— e 167
Lb. curvatus 1624 RTTPT-——— === - 167
Lb. sakei Kgl5 RTTPT——— === e 141
Lb. reuteri 180 RTNVTNNVLRPDVKNVHNVYNADNSGFDVN INIDFSKMKDYRDS IEIVSRYSGNGKSVDW 233

Kk *

Lb. sakei MN1 o
Lb. curvatus 1624 @ e
Lb. sakei Kgl5 = = @ ——mmmmmm
Lb. reuteri 180 WSQP I TFDKNNYAYLDTFEVKNGELHATGWNATNKAINYNHHFV ILFDRTNGKEVTRQEV 293
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RDGQSRPDVAKVYPQVVGANNSGFDVTFN IGDLDYTHQYQILSRYSNADNGEGDYVTYWF
------- VANNDKPAIDSVDTSQPATAAPK————————————————————__ADTDVSTL
------- VANNDKPAIDSVDTSQPATAAPK————————————————————__ADTDVSTL
------- VANNDKPAIDSVDTSQPATAAPK—————————————————————_ADTDVSTL
APQSIAPANQSNQGYLDSFDISKNGEVTVTGWNATDLSELQTNHYVILFDQTAGQQVASA
- - sk ok k- el

QVDATTKTDSDIKEDTPTDKTTDTKTVQLTTVEGTSKQVVTTPKEESSTDKSSSVVSKQT
QVDATTKTDSDIKEDTPTDKTTDTKTVQLTTVEGTSKQVVTTPKEESSTDKSSSVVSKQT
QVDATTKTDSDIKEDTPTDKTTDTKTVQLTTVEGTSKQVVTTPKEESSTDKSSSVVSKQT

KVDLISRPDVAKAYPTVKTAETSGFKVTFKVSNLQPGHQYSVVSRFSADENGNGNDKRHT
il --x - - R
DKTSLPTVATATATTVSKIPSVTG=——————— oo oo mmm DYQFDEKTKTYT
DKTSLPTVATATATTVSKIPSVTG-————m—m - m e oo m e DYQFDEKTKTYT
DKTSLPTVATATATTVSKIPSVTG= === === — o mm oo DYQFDEKTKTYT

DYWYSPVTLNQTASNIDTITMTSNGLHITGWMASDNSINEATPYAIILNNGREVTRQKLT

FTGKDGHPVTGLVYANNILQYFDETGHQVKGQYVT IAGHVYYFDPASGAAQTGVYN-----
FTGKDGHPVTGLVYANNILQYFDETGHQVKGQYVTIAGHVYYFDPASGAAQTGVYN—-—---
FTGKDGHPVTGLVYANNILQYFDETGHQVKGQYVT IAGHVYYFDPASGAAQTGVYN-----
LIARPDVAAVYPSLYNSAVSGFDTTIKLTNAQYQALNGQLQVLLRFSKAVDGNPNGTNTV

- Kk k- -

TDQFSKNYATTGGNFDYVKVNGNQIEFSGWHATNQSNDKNSQWIIVLVNGKEVKRQLVND

-k

--------------------------------------- SDGSQITSGFSNDNAG----—
——————————————————————————————————————— SDGSQITSGFSNDNAG----—
——————————————————————————————————————— SDGSQITSGFSNDNAG--—--—
TKDGAAGFNRNDVYKVNPAIENS IMSGFQG I I TLPVTVKDENVQLVHRFSNDAKTGEGNY

- * - *khk

——————————— NSYYFDESGTMVTGRQT IAGKTYYFD-KDGHLRKGYST I IDNQLYYFDL
——————————— NSYYFDESGTMVTGRQT IAGKTYYFD-KDGHLRKGYST 1 IDNQLYYFDL
——————————— NSYYFDESGTMVTGWQT IAGKTYYFD-KDGHLRKGYST 1 IDNQLYYFDL
VDFWSEVMSVKDSFQKGNGPLNQFGLQTINGQQYYIDPTTGQPRKNFLLQNGNDWIYFDK

-*- * *kk *- ** * *- ** - *- *kk

KTGESVSTTTSNFKSGLTSQTDDTTPHNSAVNMSKDSFTTVDGFLTAESWYVPKDIQTSA
KTGESVSTTTSNFKSGLTSQTDDTTPHNSAVNMSKDSFTTVDGFLTAESWYVPKDIQTSA
KTGESVSTTTSNFKSGLTSQTDDTTPHNSAVNMSKDSFTTVDGFLTAESWYVPKDIQTSA
DTGAGTNALKLQFDKGTISADEQYRRGNEAYSYDDKSIENVNGYLTADTWYRPKQILKDG

*- * * ***--** Kk - *

TDWRASTPEDFRP IMMTWWPTKQ 1 QAAYLNHMVSEG--LLSSDKKFSATDDQTLLNQAAH
TDWRASTPEDFRP IMMTWWPTKQ IQAAYLNHMVSEG--LLSSDKKFSATDDQTLLNQAAH
TDWRASTPEDFRP IMMTWWPTKQ 1 QAAYLNHMVSEG--LLSSDKKFSATDDQTLLNQAAH
TTWTDSKETDMRP ILMVWWPNTVTQAYYLNYMKQYGNLLPASLPSFSTDADSAELNHYSE

* * 'k_ *:***:*_***__ *x ***:* . * * :* _**: *_: **: -,
AVQLQIELKIQQTKSVEWLRTTMHNFIKSQPGYNVTSETPSND--HLQGGALSY INSVLT
AVQLQIELKIQQTKSVEWLRTTMHNFIKSQPGYNVTSETPSND--HLQGGALSY INSVLT
AVQLQIELKIQQTKSVEWLRTTMHNFIKSQPGYNVTSETPSND--HLQGGALSY INSVLT
LVQQNIEKRISETGSTDWLRTLMHEFVTKNSMWNKDSENVDYGGLQLQGGFLKYVNSDLT

*k mkk -k -k Kk -kkkk kk -k - -x sRAAK Kk k-kk kK

PDANSNFRLMNRNPTQQDGTRHYNTDTSEGGYELLLANDVDNSNPVVQAEQLNWLYFLTH
PDANSNFRLMNRNPTQQDGTRHYNTDTSEGGYELLLANDVDNSNPVVQAEQLNWLYFLTH

PDANSNFRLMNRNPTQQDGTRHYNTDTSEGGYELLLANDVDNSNPVVQAEQLNWLYFLTH
KYANSDWRLMNRTATNIDGK--——--- NYGGAEFLLANDIDNSNPVVQAEELNWLYYLMN
Sk -

KAk - = kkkkk * - Kk ** * -

FGE1VKNDPSANFDSVRVDAVDNVDADLLNITAAYFRDVYGVDKNDLTANQHLS I LEDWG
FGE IVKNDPSANFDSVRVDAVDNVDADLLN I TAAYFRDVYGVDKNDLTANQHLS I LEDWG
FGE 1VKNDPSANFDSVRVDAVDNVDADLLN I TAAYFRDVYGVDKNDLTANQHLS I LEDWG
FGTITGNNPEANFDGIRVDAVDNVDVDLLSIARDYFNAAYNMEQSDASANKHINILEDWG

Kk Kk kek kkkk | mkkkAAAAAA hkk k- K mmn Kk mkkak - okokokokk

353

198
198
172
413

258
258
232
473

294
294
268
533

349
349
323
593

359
359
333
653

375
375
349
713

423
423
397
773

483
483
457
833

541
541
515
893

599
599
573
953

659
659
633
1006

719
719
693
1066
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HNDPLYVKDHGSDQLTMDDYMHTQL IWSLTKNPDNRSAMRRFMEYYLVDRAKDNTSDQALI
HNDPLYVKDHGSDQLTMDDYMHTQL IWSLTKNPDNRSAMRRFMEYYLVDRAKDNTSDQAI
HNDPLYVKDHGSDQLTMDDYMHTQL IWSLTKNPDNRSAMRRFMEYYLVDRAKDNTSDPAI
WDDPAYVNKIGNPQLTMDDRLRNAIMDTLSGAPDKNQALNKLITQSLVNRANDNTENAVI

s Ak kk - * Fkhkhkhk - - k- Kk - --- ok - kk - Kkk - *

PNYSFVRAHDSEVQTV IGD 1VAKLYPDVK---NSLAPSMEQLAAAFKVYDADMNSVNKKY
PNYSFVRAHDSEVQTV IGD 1VAKLYPDVK---NSLAPSMEQLAAAFKVYDADMNSVNKKY
PNYSFVRAHDSEVQTVIGD 1 VAKLYPDVK---NSLP-SMEQLAAAFKVYDADMNSVNKKY
PSYNFVRAHDSNAQDQIRQAIQAATGKPYGEFN ————— LDDEKKGMEAY INDQNSTNKKW

* * *******- * * --- -- % * Kk KAkhkk-

TQYNMPAAYAMLLTNKDT IPRVYYGDMYTDDGQYMATKSPYYDA I SALLKAR IKYVAGGQ
TQYNMPAAYAMLLTNKDT IPRVYYGDMYTDDGQYMATKSPYYDA I SALLKAR IKYVAGGQ
TQYNMPAAYAMLLTNKDT IPRVYYGDMYTDDGQYMATKSPYYDAISALLKARIKYVAGGQ
NLYNMPSAYTILLTNKDSVPRVYYGDLYQDGGQYMEHKTRYFDTITNLLKTRVKYVAGGQ

-**-- -* * *- * - * *- Kkk - * *******

TMAVDKHD ILTSVRFGDG IMNASDKGSTTARTQG IGV IVSNNDALALK-GDTVTLHMGIA
TMAVDKHD ILTSVRFGDG IMNASDKGSTTARTQG IGV IVSNNDALALK-GDTVTLHMGIA
TMAVDKHD ILTSVRFGDG IMNASDKGSTTARTQG IGVIVSNNDALALK-GDTVTLHMGIA
TMSVDKNG ILTNVRFGKGAMNATDTGTDETRTEG IGVV ISNNTNLKLNDGESVVLHMGAA

Kk mkhkk - khkk hhkkk Kk hkk-k k- =Kk - kkkok - - hkk K k- k- -k khkkk X

HANQAYRALLLTTTDGLMKYTSDNGAPIRYTDANGDL IFTSADIKG-------- YQONVEV
HANQAYRALLLTTTDGLMKYTSDNGAP IRYTDANGDLIFTSADIKG-------- YQNVEV
HANQAYRALLLTTTDGLMKYTSDNGAP IRYTDANGDLIFTSADIKG-------- YQNVEV
HKNQKYRAVILTTEDGVKNYTNDTDAPVAYTDANGDLHFTNTNLDGQQYTAVRGYANPDV

* Kk KhkKk - -kkk Kk - -kk * **- *hAXAxkkk KKk - - - Kk

* Kk =%k

SGFLSVWVPVGASDTQDARATGSSAANKTGDTLHSNAALDSNV I YEGFSNFQEMPTTHDE
SGFLSVWVPVGASDTQDARATGSSAANKTGDTLHSNAALDSNV I YEGFSNFQEMPTTHDE
SGFLSVWVPVGASDTQDARATGSSAANKTGDTLHSNAALDSNV 1 YEGFSNFQEMPTAHDE
TGYLAVWVPAGAADDQDARTAPSDEAHTTKTAYRSNAALDSNVIYEGFSNFIYWPTTESE

sk -kkkk kk -k k- - ok k- K - Hk -

FTNVKTAQNADLFKSWGVTSFQLAPQYRSSDDTSFLDS I IKNGYAFTDRYDLGFNTPTKY
FTNVKTAQNADLFKSWGVTSFQLAPQYRSSDDTSFLDS I IKNGYAFTDRYDLGFNTPTKY
FTNVKTAQNADLFKSWGVTSFQLAPQYRSSDDTSFLDS I IKNGYAFTDRYDLGFNTPTKY
RTNVRIAQNADLFKSWGITTFELAPQYNSSKDGTFLDS I IDNGYAFTDRYDLGMSTPNKY

*hKk - -k -k - Kk KX - - Kk k%

GDVDDLADAIRAMHSVG IQVMADFVPDQ I YNLPGQEVVAVNRTNNFGTPNQDSDLQNQLY
GDVDDLADAIRAMHSVG IQVMADFVPDQ I'YNLPGQEVVAVNRTNNFGTPNQDSDLQNQLY
GDVDDLADAIRAMHSVG I1QVMADFVPDQ I YNLPGQEVVAVNRTNNFGTPNQDSDLQNQLY
GSDEDLRNALQALHKAGLQAIADWVPDQIYNLPGKEAVTVTRSDDHGTTWEVSPIKNVVY

sk =k mkmk  kmok sk s kkokokkkkkokk ok k-k k- - - kk - Kk - -k -k

VTNSKGGGEYQAKYGGEFLDLLRLEHPDLFTTNQISTGVP IDGSTKIKEWSAKYFNGSDI
VTNSKGGGEYQAKYGGEFLDLLRLEHPDLFTTNQISTGVP IDGSTKIKEWSAKYFNGSDI
VTNSKGGGEYQAKYGGEFLDLLRLEHPDLFTTNQISTGVP IDGSTKIKEWSAKYFNGSDI
ITNTIGGGEYQKKYGGEFLDTLQKEYPQLFSQVYPVTQTTIDPSVKIKEWSAKYFNGTNI

-**- EaE I *- * - * **- ** * ************--*

QGKGADYVLKDGASQEYFKITSNANDESFLPKQFMNQD-AMTGFTTDEKGTTYYSTSGYQ
QGKGADYVLKDGASQEYFKITSNANDESFLPKQFMNQD-AMTGFTTDEKGTTYYSTSGYQ
QGKGADYVLKDGASQEYFKITSNANDESFLPKQFMNQD-AMTGFTTDEKGTTYYSTSGYQ
LHRGAGYVLRSNDGKYYNLGTS———TQQFLPSQLSVQDNEGYGFVKEGNNYHYYDENKQM

sk kkok - s RRk K- - -

AKQSF I1QGDDGQYYYFDADGYMVTGSQT INGKQYYFLPNGVELREAFLQNASGNTVYYGK
AKQSFIQGDDGQYYYFDADGYMVTGSQT INGKQYYFLPNGVELREAFLQNASGNTVYYGK

AKQSF I1QGDDGQYYYFDADGYMVTGSQT INGKQYYFLPNGVELREAFLQNASGNTVYYGK
VKDAF IQDSVGNWYYFDKNGNMVANQSPVEIS———————————————— SNGASGTYLFLN
*--**** -* Kk - - * - - -

K- -kkk

TGSAVKSKYVVDQSGVAYYFDVNGNMVADRMMILDGHTQYFFAGGSQAKDQFL IGSDGNL
TGSAVKSKYVVDQSGVAYYFDVNGNMVADRMM I LDGHTQYFFAGGSQAKDQFL IGSDGNL
TGSAVKSKYVVDQSGVAYYFDVNGNMVADRMM I LDGHTQYFFAGGSQAKDQFL IGSDGNL
NGTSFRSGLVKTDAG-TYYYDGDGRMVRN--—— === === == —— QTVSDGAM

* - - -k * ==k =kke-k -k Xk - *kk -

779
779
753
1126

836
836
809
1181

896
896
869
1241

955
955
928
1301

1007
1007
980

1361

1067
1067
1040
1421

1127
1127
1100
1481

1187
1187
1160
1541

1247
1247
1220
1601

1306
1306
1279
1658

1366
1366
1339
1702

1426
1426
1399
1738
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RYFDQGSGNMVTNRFAVNRNGDWFYFNGDG I ALKGWQT 1 AGKTYFFDADGRQVKAAADKA
RYFDQGSGNMVTNRFAVNRNGDWFYFNGDG I ALKGWQT 1 AGKTYFFDADGRQVKAAAEQA
RYFDQGSGNMVTNRFAVNRNGDWFYFNGDG I ALKGWQT I AGKTYFFDADGRQVKAAAD——
TYVLDENGKLVSESFDSSATEAHPLKPGDLNGQK --------------------------

s kmmk-- ok

AADKAAAEQAAADKAAADKAAAEQAAADKAAADKAAAEQAAADKAAADKAAAEQAAADKA
AR = o EQAAADKAAADKAAAEQAAADKA

AADKAAAEQAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAEQAATDKAAADKAAAEQAAADKAAADKA
AADKAAAEQAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAEQAA-————————— oo

AAEQAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAKDKQTQAVAYAAT
——————————— ADKAAAEQAATDKAAADKAAAEQAAAEQAAADKAAAKDKQTQAVAYAAT
——————————————————————— KAAAEQAAADKAAAEQAAADKAAAKDKQTQAVAYAAT

KAKNN IDQATTADG INDAQATG I TD IDNQHVPGTSVDNQKQAEKVTED IKNDPDNKTLPE
KAKNN IDQATTADG INDAQATG I TD IDNQHVPGTSVDNQKQAEKVTED IKNDPDNKTLPE
KAKNNIDQATTADG INDAQATG I TD IDNQHVPGTSVDNKKQAEKVTED IKNDPDNKTLPE

AIELPNTGVDKTESITITGVVMLILTTIFGLLFTSKKHKKD 1767
AIELPNTGVDKTESITITGVVMLILTTIFGLLFTSKKHKKD 1697
AIELPNTGVDKTESITITGVVMLILTTIFGLLFTSKKHKKD 1595

1486
1486
1457
1772

1546
1511

1606
1547

1666
1596
1494

1726
1656
1554

ILIIl. Alineamiento estructural de la proteina DsrLs de Lb. sakei MN1 vy la proteina
GTF180-AN de Lb. reuteri 180 (PDB: 3HZ3). Se indican los aminodcidos estructuralmente

equivalentes con residuos idénticos (|), los aminodcidos estructuralmente equivalentes con residuos
similares (:) y los aminoacidos estructuralmente equivalentes sin residuos similares (.).

DSILS: 396 KTYYFDKDGHLRKGYSTIIDNQLYYFDLKTGESVSTTTSNEKSGLTSQTDDTTPHNSAVNMSKDSFTTVD
B [ | | [ | [N [ f IS ) [RRIURDRDY [P DY (- [ [ l---1-
3HZ3: 746 QYY 1DPTTGOPRKNFLLONGNDWIYFDKDTGAGTNALKLQFDKGT I SADEQYRRGNEAYSYDDKS I ENVN
DSrLS: 466 GFLTAESWYVPKDIQTSATDWRASTPEDFRP IMMTWWPTKQIQAAYLNHMVSE-—GLLSSDKKFSATDDO
IS0 I U ey e sy ey O S U Iy ey gy | [y e
3HZ3: 816 GYLTADTWYRPKQILKDGTTWTDSKETDMRP I LMVWWPNTVTQAYYLNYMKQYGNLLPASLPSFSTDADS
DSrLS: 534 TLLNQAAHAVQLQIELKIQQTKSVEWLRTTMHNFIKSQPGYNVTSETPSND--HLQGGALSY INSVLTPD
N | [ I N O O - ) [P | [ PR n=nn-nl--
3HZ3: 886 AELNHYSELVQQNIEKR I SETGSTDWLRTLMHEFVTKNSMWNKDSENVDYGGLQLQGGFLKYVNSDLTKY
DSrLS: 602 ANSNFRLMNRNPTQODGTRHYNTDTSEGGYELLLANDVDNSNPVVQAEQLNWLYFLTHEGE IVKNDPSAN
PRE--0EEEL--1--11 e IEEIEInmnE eI Ean
3HZ3: 956 ANSDWRLMNRTATNIDG=———-—— KNYGGAEFLLAND I DNSNPVVQAEELNWLYYLMNFGT I TGNNPEAN
DsrLS: 672 FDSVRVDAVDNVDADLLNITAAYFRDVYGVDKNDLTANQHLS I LEDWGHNDPLYVKDHGSDQLTMDDYMH
[ I 0 U Oy -y oy I U e e
3HZ3: 1019 FDGIRVNAVDNVDVDLLS I ARDYFNAAYNMEQSDASANKH IN 1 LEDWGWDDPAYVNK | GNPQLTMDDRLR
DsrLS: 742 TQLIWSLTKNPDNRSAMRREMEYYLVDRAKDNTSDOA IPNYSFVRAHDSEVQTV1GDIVAKLYPDVKNSL
e I I [y T L -
3HZ3: 1089 NAIMDTLSGAPDKNQALNKL ITQSLVNRANDNTENAV IPSYNFVRAHDSNAQDQ IRQATQAATGKP--YG
DsrLS: 812 APSMEQLAAAFKVYDADMNSVNKKYTQYNMPAAYAMLLTNKDT IPRVYYGDMYTDDGQYMATKSPYYDAI
cee Il P--l-0- 0o - == -2 -1
3HzZ3: 1157 EFNLDDEKKGMEAY INDONSTNKKWNLYNMPSAYTILLTNKDSVPRVYYGDLYQDGGQYMEHKTRYFDT I



DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

DsrLS:

3HZ3:

882

1227

951

1297

1013

1367

1083

1437

1153

1507

1223

1577

1292

1644

1359

1717

SALLKARIKYVAGGQTMAVDKHD ILTSVRFGDG IMNASDKGSTTARTQG IGV IVSNNDALAL-KGDTVTL

S LI T LI Y O Y Y
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1. Introduction

Polysaccharides have been used traditionally by the food industry for their viscosifying,
emulsifying and biothickening properties and more recently for manufacture of functional
food due to their prebiotic and immunomodulating properties.

Bacteria can synthesize cytoplasmic storage polysaccharides (e.g. glycogen), cell wall
structural polysaccharides such as peptidoglycan, and lipoteichoic acids of gram-positive
bacteria, and the lipopolysaccharides anchored in the outer membrane of gram-negative
bacteria. In addition, some bacteria can secrete polysaccharide layers on their surface, which
together with a few glycoproteins, constitute the glycocalyx. These exocellular polymers
comprise the capsular polysaccharides, which form a cohesive layer or capsule covalently
linked to the cell surface, and the exopolysaccharides (EPS), which form a slime layer
loosely attached to the cell surface or secreted into the environment (Brock, 2008). The
physiological role of these molecules are not yet clearly understood, although it is generally
recognized that exocellular polysaccharides are not normally used as energy and carbon
sources by the producing microorganism. They can serve for a variety of functions including
cell recognition and interaction, adherence to surfaces and biofilm formation.

The majority of the polysaccharides used as additives by the food industry such as pectin,
cellulose and alginate are obtained from plants and algae. However, other biopolymers like
xanthan and gellan, also used as bio-thickeners, are synthesized by gram-negative bacteria.
Furthermore, lactic acid bacteria (LAB) producing EPS are used mainly in the dairy industry
for improvement of the rheological properties of fermented products as well as for the
manufacture of functional food.

The taste/texture benefits of the EPS produced by LAB in fermented foods are well
established, because these organisms produce polymers that improve the rheological
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Lactic acid bacteria (LAB) produce homopolysaccharides (HoPS) and heteropolysaccharides (HePS) with
potential functional properties. In this work, we have performed a comparative analysis of production and
purification trials of these biopolymers from bacterial culture supernatants. LAB strains belonging to four
different genera, both natural as well as recombinant, were used as model systems for the production of
HoPS and HePS. Two well characterized strains carrying the gft gene were used for 3-glucan production,
Pediococcus parvulus 2.6 (P. parvulus 2.6) isolated from cider, and the recombinant strain Lactococcus lactis

f:z nwc 0;‘215:1 bacteria NZ9000[pGTF] (L. lactis NZ9000[ pGTF]). In addition, another cider isolate, Lactobacillus suebicus CUPV225
Homopolysaccharides (L. suebicus CUPV225), and Leuconostoc mesenteroides RTF10 (L. mesenteroides RTF10), isolated from meat
Heteropolysaccharides products were included in the study. Chemical analysis of the EPS revealed that L. mesenteroides produces
Production a dextran, L. suebicus a complex heteropolysaccharide, and the (3-glucan producing-strains the expected
Purification 2-substituted (1,3)--glucan.

Methods © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Many LAB synthesize extracellular  polysaccharides
(exopolysaccharides, EPS), which remain attached to the outer cell
wall forming a capsule or are released into the environment in the
form of slimy, or ropy, EPS. These bacteria produce a wide variety
of EPS with different composition, structure, molecular mass, and
conformation. Most LAB synthesize HePS usually composed of
D-galactose, D-glucose, and L-rhamnose. These polysaccharides are
produced from sugar nucleotides by the activity of intracellular
glycosyltransferases (Welman & Maddox, 2003). Other LAB pro-
duce HoPS containing only pD-glucose (e.g.: dextran, reuteran, and
mutan) or D-fructose (e.g.: levan and inulin) (Monsan et al., 2001).
HoPS are usually synthesized by extracellular glycansucrases
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0144-8617/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(glucan- or fructan-sucrases) using sucrose as the glycosyl donor.
EPS formation by glycansucrases has been reported for strains
of Lactobacillus (Kralj et al.,, 2004; Tieking, Korakli, Ehrmann,
Ganzle, & Vogel, 2003), Leuconostoc (Bounaix et al., 2010; Fraga
Vidal et al., 2011; Seymour & Knapp, 1980), and Weissella (Galle,
Schwab, Arendt, & Gaenzle, 2010) species. LAB strains belonging
to the Pediococcus, Lactobacillus, and Oenococcus genera, isolated
from cider and wine, produce a 2-substituted (1, 3)-3-p-glucan
(Dols-Lafargue et al.,, 2008; Duefias-Chasco et al., 1997, 1998;
Ibarburu et al., 2007; Llaubéres, Richard, Lonvaud, Dubourdieu,
& Fournet, 1990). This -glucan is synthesized in Pediococcus
parvulus, Lactobacillus suebicus, and Oenococcus oeni by a single
GTF glycosyltransferase, which is a membrane-bound protein that
polymerizes glucosyl residues from UDP-glucose (Garai-Ibabe
et al., 2010; Velasco et al., 2007; Werning et al., 2006, 2008).

The HePS from LAB play an important role in the rheology, tex-
ture and ‘mouthfeel’ of fermented milks (yoghurt, viili, langfil, etc.)
(Welman & Maddox, 2003) and other fermented products, such
as sorghum sourdoughs (Galle, Schwab, Arendt, & Gdnzle, 2011).
HoPS producers have been evaluated to a lesser extent and are
used mainly for fermentation of non-dairy products. Dextrans from
Leuconostoc mesenteroides and Weissella spp. as well as levan from
Lactobacillus sanfranciscensis positively affect dough rheology and
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Viral infections in the aquaculture of salmonids can lead to high mortality and substantial economic
losses. Thus, there is industrial interest in new molecules active against these viruses. Here we describe
the production, purification, and the physicochemical and structural characterization of high molecu-
lar weight dextrans synthesized by Lactobacillus sakei MN1 and Leuconostoc mesenteroides RTF10. The
purified dextrans, and commercial dextrans with molecular weights ranging from 10 to 2000 kDa, were
assayed in infected BF-2 and EPC fish cell-line monolayers for antiviral activity. Only T2000 and dextrans

f:zﬁwco;g; bacteria from MN1 and RTF10 he.1d s.igniﬁcant antiviral activity. This was similar to results obtained against infec-
Exopolysaccharide tious pancreatic necrosis virus. However the dextran from MN1 showed ten-fold higher activity against
Dextran hematopoietic necrosis virus than T2000. In vivo assays using the MN1 polymer confirmed the in vitro
Antiviral results and revealed immunomodulatory activity. These results together with the high levels of dextran

Immunostimulants production (2gL~') by Lb. sakei MNT1, indicate the compounds potential utility as an antiviral agent in

Salmonid virus
IPNV
IHNV

aquaculture.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Salmonid fish viruses cause considerable losses to the aquacul-
ture industry worldwide. Aquabirnaviruses such as the infectious
pancreatic necrosis virus (IPNV), and novirhabdoviruses such
as infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV), cause acute

Abbreviations: BF-2, bluegill fry; CCso, dextran concentration provoking 50%
inhibition of cell growth; CDM, defined medium containing 0.8% glucose; CDMS,
CDM without glucose and supplemented with 0.8% sucrose; TCIDso mL~!, virus titer
infecting 50% of the cell culture; DOSY, diffusion ordered spectroscopy; ECso, dex-
tran concentration reducing the viral cytopathic effect to 50% of control value; EPC,
epithelioma papulosum cyprinid; EPS, exopolysaccharide; FBS, fetal bovine serum;
HK, head kidney; IHNV, infectious hematopoietic necrosis virus; IPNV, infectious
pancreatic necrosis virus; IR, infrared, LAB, lactic acid bacteria; MM, L15 medium
with 2% FBS; MOI, multiplicity of infection; MRS, Man Rogosa Sharpe broth; MRSS,
MRS medium supplemented with 2% sucrose instead of glucose; NMR, nuclear
magnetic resonance; PBS, Phosphate buffered saline; qPCR, quantitative real time
PCR polymerase change reaction; RT-qPCR, reverse transcription qPCR; SI, selective
index.
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diseases of rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) and several
species of salmon. The mortalities are inversely proportional to
the age of the fish and survivors remain carriers of the virus
for long periods. IPNV was the first virus isolated from fish, in
1960, and is considered the most widely distributed aquatic virus
(Rodriguez Saint-Jean, Borrego, & Pérez-Prieto, 2003). IHNV was
first observed on the west coast of the USA in cultivated sockeye
salmon (Oncorhynchus nerka) in 1953, and has been also isolated in
Japan and several European and Asian countries (Bootland & Leong,
1999).

The use of existing antivirals against fish viruses has not been
investigated in depth due to high product costs and potential
toxicity. Alternative antivirals have been proposed such as olive
leaf extract (Micol et al., 2005) and milk casein (Rodriguez Saint-
Jean et al., 2012). Prevention and control of disease is currently
approached in fish farming by the use of immunostimulants such
as PB-glucans from yeast, fungi or bacterial origin, alone or sup-
plemented with other compounds (for example: mannose, LPS or
vitamin C) (Ringe, Olsen, Gonzalez-Vecino, Wadsworth, & Song,
2012). Thus, alternative antiviral molecules that could block repli-
cating virus in infected individuals are of great interest in the
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50010 1 INTRODUCTION

p0015 The exopolysaccharides (EPS) are heterogeneous long-chain polymers, which are synthesized and released mainly by
bacteria and microalgae into their surroundings during growth (Sutherland, 1972). These polymers can form an adherent
cohesive layer around the cell surface, when they are called capsular polysaccharides, or can be excreted outside the cell
wall when they are called exocellular polysaccharides (Ruas-Madiedo and de los Reyes-Gavilan, 2005).

p0020 Although the biological function of EPS in the microorganisms is not clear, they nevertheless have been exploited as
bio-thickeners in the food industry of dietary products. EPS produced mainly by lactic acid bacteria (LAB) have food
applications, as viscosifying agents, stabilizers, emulsifiers, gelling agents, or water-binding agents as well as health ap-
plications such as reduction of cholesterol levels, reduction of formation of pathogenic biofilms, modulation of adhesion to
epithelial cells, and a prebiotic effect by increasing levels of bifidobacteria in the intestinal tract (Patel and Prajapati, 2013).

p0025 When it was demonstrated that they also play an important role as modulators of the gut microbiota, and the immune
system, as anti-carcinogenic agents and antioxidants, their use was extended to the functional food formula to promote the
host’s benefits. Currently, research interest in bacterial EPS is growing owing to the chemical properties that these polymers
exhibit. Indeed their exploitation in pharmaceutical products, medical devices, and cosmetics is becoming a new trend to
replace traditional hydrocolloid production (Freitas et al., 2011).

p0030 These aspects constitute an important field of research that could lead to the production of fermented functional foods
which benefit human and animal health. Therefore, in this chapter, in addition to describing the nature, origin, and structure
of bacterial EPS, we review the current knowledge concerning the functional properties of EPS. We also describe their ac-
tual usages and future potential applications to improve rheology of fermented food and for developing of functional food
for humans and animals.

s0015 2 CLASSIFICATION OF EXOPOLYSACCHARIDES

p0035 EPS consist of linear or branched, repeating units of sugar or sugar derivatives. These sugar units are mainly glucose, galac-
tose, mannose, N-acetylglucosamine, N-acetyl galactosamine, rhamnose and L-fucose, in variable ratios, sometimes with
other inorganic and organic residues such as phosphate, sulfate, succinate, acetate, pyruvate, and glycerol (Finore et al.,
2014; Ruas-Madiedo and de los Reyes-Gavilan, 2005).

p0040 EPS from microbial sources can be classified, based on their monosaccharide composition and biosynthetic pathways
into two groups: homopolysaccharides (HoPS) and heteropolysaccharides (HePS). The HoPS contain a single type of
monosaccharide, p-glucose or p-fructose joined by either a single linkage type (e.g. 1,2 or 1,4) or by a combination of a
limited number of linkage types (e.g. 1,2 and 1,4). The HePS comprise repeating units of different monosaccharides and
they vary in number from tri- to octa-saccharides. They possess a variety of two or more different types of monosaccharides
and frequently have a range of different linkage patterns. The HePS may also contain nonsugar molecules.

p0045 The HoPS usually display high molecular masses (up to 10’ Da), many of them are synthesized by LAB and can be clas-
sified into four groups: a-p-glucans, B-p-glucans, f-p-fructans and others, like polygalactan (De Vuyst and Degeest, 1999).
According to the linkages in the main chain, the a-p-glucans are subdivided into dextrans (a-1,6), mutans (a-1,3), glucans
(a-1,2), reuterans (a-1,4), alternans, (a-1,3), and a-(1,6).

Probiotics, Prebiotics, and Synbiotics. http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-802189-7.00022-8
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5D.1 INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) tienen una gran importancia industrial como bacterias iniciadoras o
coadyuvantes en la produccion de alimentos fermentados producidos a nivel industrial, tales como derivados
lacteos, carnicos fermentados y masas panarias. Asi mismo, en alimentos fermentados artesanales producidos a
pequefa escala, las poblaciones naturales de BAL dominan el proceso de fermentacion confiriendo caracteristicas
singulares al producto. Ademas, algunas BAL presentan caracteristicas beneficiosas para la salud (propiedades
probidticas) o capacidades metabdlicas extraordinarias como son la produccion de enzimas (i.e. amilasas, fitasas),
vitaminas (i.e. folatos, riboflavina) o exopolisacaridos (EPS), de especial interés para la industria agroalimentaria y
para la formulacion de nuevos alimentos funcionales (revisado por Anastasio et al., 2010; Badel et al., 2013;
Capozzi et al., 2012). Por otro lado, la capacidad de las BAL para producir bacteriocinas las convierte en
candidatos para su aplicacion como bioconservantes (ver detalles en el capitulo 5E de este libro).

Muchas de las especies de BAL tienen el status de GRAS “Generally Recognized As Safe” segun la
Administracion Norteamericana de Alimentos y Drogas (FDA) o QPS “Qualified Presumption of Safety” seqgun la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) lo que facilita su aplicacion en alimentos y, por tanto, suscita
su interés industrial.

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen componentes bioldgicamente activos que, mas alla de
su valor nutricional basico, ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Entre ellos
se encuentran los alimentos probidticos, que contienen cultivos bacterianos u otros microorganismos no
patogenos que después de ser ingeridos ejercen beneficios para la salud y promueven una microbiota intestinal
saludable. Muchos de estos alimentos estan elaborados con BAL y gozan actualmente de un amplio mercado que
se encuentra en continua expansion.

Las BAL con capacidades metabdlicas extraordinarias presentan un elevado potencial en la
elaboracion/formulacion de nuevos alimentos funcionales de alto valor afiadido (revisado por Zanini et al., 2012).
Los estudios actuales sobre su aplicacion en funcionalidad de alimentos demuestran que BAL productoras de
fitasas pueden mejorar la solubilizacion de minerales en masas acidas durante la fermentacion panaria (Anastasio
et al., 2010) y BAL superproductoras de riboflavina pueden utilizarse para elaborar pan y pasta enriquecidos en
vitamina B, (revisado por Capozzi et al., 2012). Ademas, algunas BAL sintetizan EPS que son secretados al medio,
mejorando las caracteristicas sensoriales y tecnoldgicas de varios productos fermentados, fundamentalmente
productos lacteos y los basados en cereales. BAL productoras de heteropolisacaridos (HePS) mejoran la
viscosidad y textura de leches fermentadas, tales como yogurt, kéfir y queso con bajo contenido en grasa
(revisado por Badel et al., 2011). Algunas cepas de BAL productoras de otro tipo de EPS, los homopolisacaridos
(HoPS), mejoran las propiedades viscoelasticas de masas acidas, que podrian ser utilizadas como cultivos
iniciadores para reducir el uso de hidrocoloides, como aditivos texturizantes, en la elaboracion de productos de
panaderia. Por otro lado, los EPS sintetizados por BAL tienen un gran interés en la industria agroalimentaria dado
que se les han atribuido efectos beneficiosos para la salud humana.
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