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INTRODUCCION

En esta primera seccion se presenta una revision de las investigaciones previas y los
conceptos fundamentales relacionados con los compuestos fendlicos de las plantas y con la
microbiota presente en sustratos vegetales que se emplean en la elaboracion de alimentos, e
incluye una descripcion de sus caracteristicas, propiedades organolépticas, interaccion y

relevancia debido a diversos efectos beneficiosos que sobre la salud se les han asociado.

1.1. LOS COMPUESTOS FENOLICOS

El término compuestos fenolicos describe a un conjunto heterogéneo de moléculas que
se encuentran de forma natural en las plantas y que poseen en su estructura uno o varios
anillos bencénicos sustituidos por al menos un grupo hidroxilo o metoxi (Croteau et al.,
2000). Estas sustancias constituyen el principal grupo de metabolitos secundarios presentes en
el reino vegetal, siendo esenciales para su crecimiento. Cumplen diversas funciones entre las
que se describen defender contra predadores y patdgenos; actuar como agentes alelopaticos
(que son liberados para ejercer efectos sobre otras plantas); atraer a los polinizadores o a los
dispersores de las semillas; ejercer proteccion frente a la radiacion UV; aportar estabilidad
estructural en los tejidos y actuar como aislantes que impermeabilizan las paredes celulares.
Por tanto, la mayoria de éstas moléculas son bioactivas, interactian con el medio ambiente y
desempefian un importante papel de proteccion contra el estrés abidtico y bidtico en las
plantas (Tohge et al., 2013).

Los compuestos fendlicos se localizan principalmente en los frutos, semillas, corteza y
Organos aéreos jovenes, por lo que se consumen diariamente en la dieta en cantidades
significativas (Harborne y Williams, 2000). Muchos de ellos influyen en las propiedades
organolépticas de los alimentos y bebidas que contienen materias primas de origen vegetal
determinando en parte la calidad final de los mismos.

Las estructuras quimicas de los compuestos fenolicos son muy diversas, incluyendo
desde &cidos fenolicos simples de bajo peso molecular hasta moléculas poliméricas de
elevada masa molecular como los taninos condensados y los hidrolizables. La mayoria de
éstas sustancias y de sus precursores se sintetizan a través de la ruta del acido siquimico
intermediario en la produccién de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y
triptéfano) y de un grupo de metabolitos secundarios conocidos como fenilpropanoides,

aunque también pueden obtenerse en menor medida a través de la ruta de sintesis de la
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malonil-coenzima A (también denominada ruta del &cido mal6nico); o por ambas rutas como
en el caso de los flavonoides (Robbins, 2003; Tohge et al., 2013).

En la dieta humana las fuentes principales de compuestos fendlicos son las frutas,
vegetales, aceite y bebidas tales como el té y café. La dieta mediterranea incluye ademas una
variedad de productos vegetales fermentados tales como el vino y las aceitunas de mesa
donde estos compuestos son responsables de algunas de sus caracteristicas nutricionales y
antioxidantes (Kapur y Kapoor, 2001; Dimitrios, 2006).

1.1.1. CLASIFICACION Y SU RELACION CON LOS ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

Los compuestos fenolicos se pueden clasificar en funcion del numero de grupos
fenoles que contienen, del numero y tipo de grupo funcional que se une al anillo aromatico y
de los elementos estructurales que unen unos anillos a otros. De esta forma se puede distinguir
entre los acidos fenodlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos. Los flavonoides a su vez se
dividen en flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles
(catequinas y proantocianidinas). Adicionalmente, la diversidad de este grupo se incrementa
por la asociacién de los polifenoles con diversos carbohidratos y acidos organicos (Manach et
al., 2004) (Tabla I).

Los acidos fendlicos poseen un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo y un
acido carboxilico como grupo funcional y agrupan mas de 8.000 compuestos sintetizados por
plantas que forman parte de la estructura de las paredes celulares vegetales y de algunas
vacuolas (Lynd et al., 2002; Robbins, 2003). Se pueden dividir en dos grupos principales, los

derivados del acido benzoico y los derivados del acido cindmico (Figura 1).

OH OH

Acido benzoico Acido cinamico

Figura 1. Estructura quimica de los acidos benzoico y cindmico.
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Tabla I. Compuestos fenolicos constituyentes de las plantas que con frecuencia son consumidos en la

dieta humana.

Division

Sub-division

Compuesto

Alimentos®

Acidos fenolicos
y sus derivados

Acidos hidroxibenzoicos
y derivados

Acidos hidroxicinamicos

Acidos metoxi-benzoicos
Acidos metoxi-cinamicos

Acido salicilico

Acido p-hidroxibenzoico

Acido protocatéquico
Acido galico
Pirogalol

Acido elagico
Catecol

Acido cindmico
Acido p-cumarico
Acido m-cumérico
Acido o-cumarico
Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido siringico
Acido fertdlico

Sémola

Uva, avena, sorgo

Mijo, colza, avena

Té, uva, mango, grosella, sémola
Café tostado

Mango, frambuesa

Café, sémola

Sorgo

Cebada, avena, mora, arandanos
Mora, arandanos

Avena, mora, arandanos

Mora, grosella

Café, ardndanos, semillas de girasol
Arandanos

Cereales, centeno, trigo, avena

Acido sinapico Colza
Derivados de los acidos Acido florético
propiénicos Acido hidrocumarico
Acido hidrocafeico
Acido hidroferdlico
Vinil derivados Vinil fenol Arroz
Vinil catecol Café tostado
Vinil guayacol Arroz integral, café tostado
Etil derivados Etil fenol Cacao
Etil catecol Café tostado
Etil guayacol Café tostado
Flavonoides Flavonas Apigenina Apio, perejil
Luteolina Mijo
Flavonoles Kampferol Frambuesa
Quercetina Arandanos, mango, frambuesa
Miricetina Mora
Flavanoles Catequina y epicatequina
Galocatequinas L
. - Té, vino, uva, cacao
Epigalocatequina
Galato de epigalocatequina
Flavanonas Naringina y naringenina Citricos, pomelo o toronja
Hesperetina (hesperidina) Naranja
Isoflavonas Genisteina .
L Soja
Daiceina
Antocianinas PD?I?EE? dr:':;na Cebada oscura, frutos negros (grosella)
Petunidina Uva
Cianidina Cereza, frambuesa, fresa
Taninos Proantocianidinas
condensados Dimeros, oligdmeros y Vino, algunas variedades de cebada
polimeros de las catequinas
Taninos Galotaninos Acido tanico Roble, castafio, mango
hidrolizables Elagitaninos Castalgg_ma Vino, madera de roble, castafio
Grandinina
Punicalina y punicalagina Granada, frambuesa
Estilbenos Resveratrol L
. Vino tinto, uvas
Piceatanol
Lignanos Secoisolariciresinol Semillas de lino, calabaza y ajonjoli, centeno,
Enterolactona, enterodiol soja

# Algunos ejemplos de sustratos vegetales que se han descrito como fuente de cada compuesto fenélico.
Tomado de: Scalbert, 1991; Manach et al., 2004; Shahidi y Naczk, 2004; Sanchez-Maldonado et al., 2011; El-Seedi et al.,
2013.
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Los primeros comparten la estructura Cs-C; del acido benzoico sobre la que se
producen reacciones de hidroxilacion y metilacion dando lugar a los acidos galico,
protocatéquico, p-hidroxibenzoico, vanillinico, elagico y siringico (Figura 2). Los segundos
son los acidos fendlicos mas comunes, tienen la estructura Cs-Cs, € incluyen los acidos
cindmico, p-cumarico, cafeico, ferdlico, sindpico y clorogénico (Figura 3). Los &cidos
fendlicos en su totalidad se asocian a cualidades sensoriales y nutricionales de los alimentos y
constituyen un tercio de los compuestos fendlicos de la dieta (Maga, 1978; Vanbeneden et al.,
2008).

O OH O OH o) OH
OH
OH HO OH
OH OH
Acido salicilico Acido protocatéquico Acido galico

Figura 2. Estructura quimica de tres acidos hidroxibenzoicos.

0 Q 0
HO
HO HO HO
Acido p-cumarico Acido cafeico Acido ferulico

Figura 3. Estructura quimica de tres acidos hidroxicinamicos.

Los &cidos hidroxibenzoicos se presentan en bajas concentraciones en frutas y
verduras, excepto en frutos rojos donde aparecen los &cidos galico y elagico, por la hidrélisis
de los taninos hidrolizables (Tomés-Barberan y Clifford, 2000). El acido p-hidroxibenzoico
junto con el vanillinico se han descrito en la cascara de avena y en frutas como el meldn,
fresa, cereza y uvas (Fleuriet y Macheix, 2003), aunque en éstas Ultimas también se ha

observado la presencia de los acidos galico y siringico (Bartolome et al., 2000).
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Los acidos hidroxicinamicos y sus derivados son dificiles de encontrar en su forma
libre en los alimentos vegetales, sin embargo el procesamiento por congelacién, altas
temperaturas y fermentacion libera los acidos p-cumarico, cafeico y ferdlico, entre otros
(Manach et al., 2004). El &acido cafeico, libre o esterificado, es el acido fenolico que se
encuentra con mayor frecuencia en las frutas, propoleo (propolis de abejas) y granos de café,
sin embargo, el &cido ferulico, que se observa en hojas y semillas en forma libre o asociado a
la lignina, es el compuesto fendlico mayoritario en cereales, describiéndose también en
naranjas, tomate y maiz dulce (Sri et al., 2003; Maistro et al., 2011).

Los flavonoides son compuestos fendlicos con una gran variabilidad en su estructura
donde comparten la presencia de dos anillos aromaticos que se unen entre si por tres atbmos
de carbono para formar un anillo heterociclico oxigenado formando asi un sistema C;s de tres
anillos (C¢-C3-Cg) (Manach et al., 2004) (Figura 4). Son muy abundantes en vegetales y estan
implicados en las propiedades organolépticas de frutas y verduras (Harborne y Williams,
2000). Se presentan en forma glicosilada asociados a una o dos moléculas de glucosa o
ramnosa, exhibiendo caracteristicas diferentes a las de sus correspondientes agliconas
(Manach et al., 2004). A este grupo de moléculas se le han atribuido muchas propiedades

beneficiosas para la salud (Arts y Hollman, 2005).

OH
OH
HO @)
OH O
Apigenina Luteolina

Figura 4. Estructura quimica de dos flavonoides. Se aprecia la disposicion (Cg-C3-Cs).

Entre los flavolones estan la quercetina y el kampferol. Por otra parte, la catequina y la
epicatequina son los principales flavanoles de las frutas, mientras que el galato de catequina,

la epigalocatequina y el galato de epigalocatequina se encuentran en las semillas de plantas
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leguminosas, uvas y de manera mas importante en el té (Figura 5). Las isoflavonas poseen
propiedades pseudohormonales, se clasifican como fitoestrogenos y se encuentran casi

exclusivamente en las leguminosas como la soja, guisantes y habas (Manach et al., 2004).

OH
OH OH
HO O o HO O
* OH ) OH
' "I/O H '.”’O
OH OH
OH 0]
) ) OH
Epicatequina OH

Galato de epigalocatequina

Figura 5. Estructura quimica de dos flavanoles.

Los estilbenos estan distribuidos de forma amplia en el reino vegetal, sin embargo son
poco habituales en los alimentos y por tanto se presentan en muy bajas cantidades en la dieta
humana. Basicamente su presencia se restringe a las uvas, el vino tinto, los cacahuetes y
distintas bayas del género Vaccinium como los arandanos y los mirtilos (Burns et al., 2002;
Lyons et al., 2003; Rimando et al., 2004; Gurbiz et al., 2007). Entre los estilbenos mas
importantes se encuentra el resveratrol, molécula a la que se han asociado efectos
anticarcinogénicos (Figura 6.). Se ha descrito que restos de orujos ricos en estilbenos,
incluyendo el resveratrol y el glucésido astringente piceatannol, se pueden aprovechar para la
elaboracion de nutracéuticos y cosméticos.

OH

HO

OH

Figura 6. Estructura quimica del resveratrol (un estilbeno).
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Los lignanos estan formados por dos unidades de fenilpropano y la principal fuentes
de estos compuestos en la dieta son las oleaginosas, especificamente las semillas de lino o
linaza, sésamo Yy girasol, y en menor medida leguminosas como las lentejas, cereales (trigo y
triticale), vegetales (ajos, zanahoria, esparragos y col rizada) y frutas (peras y ciruelas). Los
lignanos son metabolizados a enterodiol y enterolactona (fitoestrdgenos) por la microbiota
intestinal, atribuyéndoles propiedades anticancerigenas en el colon y la mama, asi como
también mejoras en la salud cardiovascular (Pietinen et al., 2001; Manach et al., 2004).

En el fruto del olivo se ha descrito la presencia en alta proporcion de la oleuropeina,
un glucésido secoiridoide formado por la union de tres moléculas: el hidroxitirosol, la glucosa
y el acido elendlico; responsable del caracter amargo de las aceitunas (Juven y Henis, 1970;
Rozés y Peres, 1996).

Por ultimo, los taninos son compuestos polifendlicos que poseen un elevado peso
molecular, de entre 500 y 3.000 kDa (aunque algunos pueden llegar a los 30.000 kDa), que se
caracterizan por su capacidad de precipitar proteinas. Se localizan en casi todas las partes de
las plantas incluyendo las raices, corteza, ramas, semillas y hojas. Se ha descrito su presencia
en una multitud de alimentos como las fresas, moras, platanos, nueces, caquis y granadas,
entre otros y en bebidas como el vino, café y diversas variedades de té (Serrano el at., 2009).
Los taninos se dividen en taninos condensados e hidrolizables segin su comportamiento
frente a agentes hidroliticos. Los primeros estan formados por la polimerizacion de
flavonoides y son frecuentes en la corteza y la madera de las plantas. Al ponerlos en presencia
de sustancias hidroliticas, los taninos condensados no liberan sus unidades estructurales y por
el contrario, tienden a polimerizarse ain mas, especialmente en soluciones acidas, originando
productos rojos insolubles. Por el contrario, los taninos hidrolizables, como el 4cido tanico,
liberan los acidos fendlicos y los azucares que los constituyen cuando son tratados con altas
temperaturas, enzimas, acidos o bases (Figura 7).

Se pueden diferenciar entre galotaninos (cuya hidrdlisis libera &cido galico) y
elagitaninos (que liberan &cido elagico) (Li et al., 2006). Los elagitaninos son sustancias
antioxidantes presentes en frutas como la granada (punicalagina y punicalina) y en madera de

roble (grandinina) de donde pasan al vino que se envejece en barricas.
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Figura 7. Estructura quimica del acido tanico.

1.1.2. PROPIEDADES SENSORIALES Y SALUDABLES DE LOS ALIMENTOS QUE SE ASOCIAN A

LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos presentes en los sustratos vegetales, frutas y productos
derivados de éstos son responsables de muchas de las caracteristicas sensoriales, nutricionales
y saludables que caracterizan al producto final. Se ha descrito que estas sustancias participan
en la formacion del color, modulan el aroma a través de fenoles volatiles que se metabolizan
por la microbiota presente de forma natural y confieren amargor, astringencia o &cidez.
Adicionalmente, sus propiedades antioxidantes son esenciales para la estabilidad de los
alimentos y bebidas, asi como también en sus efectos en la prevencion de ciertas
enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Fleuriet y Macheix, 1998; Mahmood et al.,
2012).

10



INTRODUCCION

El color de las frutas, verduras y sus derivados es producto de la presencia de los
flavonoides denominados antocianos o antocianinas, los cuales dan lugar a las tonalidades
rojas, azules y violetas caracteristicas de las frambuesas, fresas, mirtilo, ardndanos, cuticula de
las ciruelas, uvas, litchis, entre otros (Macheix et al., 1990; Shahidi y Naczk, 2004);
adicionalmente las antocianidinas se han descrito en la cebolla, la berenjena y el rbano. El
alto contenido fendlico del vino tinto se atribuye a la elevada concentracién de antocianos
junto con la presencia de catequinas y epicatequinas, siendo éstas sustancias responsables de
casi el 50% del color granate de esta bebida (Ribéreau-Gayon, 1974). Los flavonoles pueden
dar tonalidad amarillenta y crema a las frutas y hortalizas, siendo la quercitina es el principal
flavonol presente en las cebollas. Los compuestos fendlicos también pueden ocasionar
cambios no deseados en la coloracion que incluyen el oscurecimiento y la pérdida de color.
La presencia del acido clorogénico en las patatas ocasiona el oscurecimiento del tejido del
tubérculo después de su coccion (Shahidi y Naczk, 2004). La principal causa de alteracion del
color es la oxidacion de las sustancias fendlicas y puesto que la pigmentacién de los alimentos
es esencial para la aceptacion por parte del consumidor, esta caracteristica sensorial tiene una
gran importancia en la calidad final de los alimentos derivados de las frutas y vegetales
(Manach et al., 2004).

El aroma esta fuertemente influenciado por la presencia de sustancias fendlicas
volatiles. Algunos compuestos derivados de los acidos cinamicos, como los &cidos p-
cumarico y feralico, sufren descarboxilacion por la actividad de ciertos microorganismos
formando sus 4-vinil derivados (4-vinil fenol y 4-vinil guayacol) que son compuestos
aromaticos o intermediarios en la produccién biotecnoldgica de nuevos aromas. Sin embargo,
la subsiguiente reduccion microbiana de éstos vinil fenoles a sus 4-etil derivados (4-etil fenol
y 4-etil guayacol) da lugar a aromas que dependiendo del producto pueden ser considerados
“off-flavours” (desagradables o indeseados) como en el caso de los vinos (Chattonnet, et al.,
1995), o caracteristicos como en el caso de las cervezas “weissenbier” (cerveza blanca de
trigo alemana) y “Belgian ales” (cerveza destilada) (Piskur et al., 2012) y de ciertas salsas de
origen oriental como la de soja (Yokotsuka, 1986; Shahidi y Naczk, 2004).

El caracter amargo o astringente de bebidas y alimentos es en gran parte debido a la
presencia de flavonoles y taninos, respectivamente; mientras que la &cidez se atribuye
principalemente a los acidos hidroxicindmicos y sus mezclas. Sin embargo, se ha descrito que
el acido p-cumarico en cantidades superiores de 45mg/Kg puede conferir sensacion de
amargo Yy astringencia. Las proantocianidinas, conocidas como taninos condensados, son

dimeros, oligdbmeros y poliméros de las catequinas, responsables del caracter astringente de
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las frutas (uvas, peras, manzanas) y bebidas (vino, sidra, cerveza y té), asi como también del
sabor amargo del chocolate (Manach et al., 2004). Los citricos contienen flavanonas como la
naringina y neohesperidina que le confieren a estas frutas acidez o amargor dependiendo de
las proporciones en las que se combinen. Las patatas, algunos tipos de manzanas, membrillos
y los vinos son ejemplos caracteristicos de alimentos astringentes y se ha descrito que la
polimerizacion de los taninos puede ocasionar una reduccién en la percepcion de esta
caracteristica debido que los agregados interaccionan en menor medida con las proteinas de la
saliva y se pierde la sensacion de sequedad (Mehansho et al., 1987; Shahidi y Naczk, 2004;
Haslam, 2007).

En relacion a sus propiedades nutricionales y beneficiosas para la salud, inicialmente
los compuestos fenolicos se asociaron a efectos antinutricionales ya que en diversos estudios
se observO su capacidad para precipitar proteinas, inhibir enzimas digestivas y afectar la
absorcion de las vitaminas y minerales, reduciendo de ésta forma el valor nutricional de los
alimentos. Sin embargo, la informacion que se disponia a comienzos del afio 2000 acerca de
la biodisponibilidad y absorcion de estas sustancias era diversa, fragmentada y controvertida
(Shahidi y Naczk, 2004). Mas recientemente, las propiedades antioxidantes de los compuestos
fendlicos se han reconocido y con ello, los estudios se han enfocado en evaluar los efectos
antiinflamatorios, antiestrogénicos, cardio y neuroprotectores, antimutagénicos, entre otros
(Fleuriet y Macheix, 1998; Kapur y Kapoor, 2001; Selma et al., 2009). Los flavonoides
exhiben una capacidad antioxidante muy elevada in vitro y son capaces de contrarrestar el
efecto de ciertas especies reactivas como los superdxidos y los radicales hidroxil o peroxil,
por lo que se les asocian propiedades antienvejecimiento. Por su parte, los taninos pueden
inhibir la peroxidacion lipidica y la actividad de lipooxigenasas (Halliwell et al., 2005;
Serrano et al., 2009) y los &cidos hidroxicindmicos presentan efectos beneficiosos frente a
enfermedades como el cancer y la aterosclerosis (Manach et al., 2004; Olsen et al., 2012; EI-
Seedi et al., 2012).

Se ha propuesto que el efecto beneficioso o antinutricional de los compuestos
fenolicos depende de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad, asi como también del
grado de transformacion que experimenten a su paso por el tracto gastrointestinal (TGI) o
durante su interaccion con la microbiota que en dicho ambiente esta presente.

El efecto de los taninos sobre ciertas bacterias patégenas que en un momento dado
transitan por el intestino podria beneficiar en gran medida a los humanos. Algunas
investigaciones en animales modelos indican que estas sustancias estan involucradas en la

distribucion y abundancia de la microbiota intestinal. En roedores alimentados con una dieta
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rica en polifenoles se ha observado que la poblacion bacteriana predominante cambia de
Bacteroides, Clostridium y Propionibacterium spp. hacia Bacteroides, Lactobacillus y
Bifidobacterium, incluyendo éstos dos ultimos grupos especies descritas como probioticas
(Dolara et al., 2005).

Se han estudiado extractos de plantas herbaceas como el ginseng, la valeriana, la
ginkgo biloba, el jengibre, entre otras, como fuentes potenciales de antioxidantes naturales
que pueden contribuir a mejorar la inmunidad y disminuir el estrés oxidativo a escala celular,
protegiendo de la oxidacion de lipidos. A estas hierbas se le asocian propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidepresivas y efectos hepato-protectores (Shahidi y
Naczk, 2004; ElI-Hawary et al., 2011).

1.2. LASBACTERIAS LACTICAS EN ALIMENTOS Y SUSTRATOS VEGETALES

Las bacterias lacticas o bacterias del acido lactico (BAL) engloban una gran diversidad
de microorganismos, asociados a numerosos alimentos, que son responsables de los cambios
en el sabor, aroma, textura, color y acidez, entre otros, debido principalmente a la produccion
del acido lactico. El concepto de “bacterias lacticas” data de principios del siglo XX y designa
a un grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas, en forma de cocos o bacilos, catalasa
negativas, sin presencia de flagelos o cilios y por lo tanto inmdviles, anaerobias aerotolerantes
o microaerdfilas, generalmente no formadoras de esporas y que producen acido lactico como
metabolito mayoritario de la fermentacion de los azucares (Stiles y Holzapfel, 1997). Las
BAL incluyen especies de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus Yy
Sporolactobacillus (Madigan et al., 2008). Un grupo importante de estas bacterias participan
en la fermentacion de sustratos vegetales o de origen animal y la fermentacion espontanea
realizada por muchas de las especies de estos grupos se ha utilizado durante siglos para
aumentar la vida util de diversos alimentos como los quesos, el yogur, la mantequilla, el
chucrut (“sauerkraut”), los embutidos, las aceitunas o el pan, entre otros (Caplice y Fitzgerald,
1999). Esta ampliamente documentado que la actividad biologica de las BAL permite obtener
mejoras en las propiedades nutricionales y sensoriales de los alimentos e incrementa su nivel
de seguridad y calidad por la inhibicién de la microbiota alterante o patdégena (Caplice y
Fitzgerald, 1999; Rodriguez et al., 2009; Smid y Lacroix, 2012).
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La fermentacion lactica de vegetales tiene hoy dia importancia desde el punto de vista
industrial en productos como pepinos y pepinillos (donde se ha descrito la actividad de
Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus), repollo o col (Lactobacillus, Leuconostoc y
Pediococcus), aceitunas de mesa (participando Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus),
zanahorias, alcaparras (Lactobacillus), alcachofas, calabacines y berenjenas (Lactobacillus)
(éstos Ultimos con menor impacto econdmico) (Gardner et al., 2001).

La composicién de la microbiota y su desarrollo son dos factores que afectan el curso
de la fermentacion y la calidad del producto, sobre todo en los casos donde el uso de cultivos
iniciadores controlados no estd extendido y la fermentacion se realiza de forma espontanea.
La fermentacion espontanea involucra una variedad de microorganismos autdctonos vy
contaminantes que compiten por los nutrientes presentes en el sustrato y dependiendo de las
condiciones del proceso (temperatura, pH, actividad de agua, disponibilidad de oxigeno, etc.),
dominaran unas u otras especies (Madigan et al., 2008; Rodriguez et al., 2009). En los
procesos espontaneos, el inicio de la fermentacion puede llevar un tiempo considerablemente
largo, ademas de poder ir acompafiado de paradas en la degradacion de los azucares, lo que
podria resultar en el deterioro del alimento y/o en la supervivencia de especies patdgenas; por
lo que se recomienda el uso de cultivos iniciadores que puedan garantizar la rapida
acidificacion del medio con la consiguiente inhibicion de la microbiota acompafante y la
calidad desde el punto de vista sanitario y sensorial (Gardner et al., 2001).

Las bacterias lacticas forman parte de la microbiota autdctona de los sustratos de
origen vegetal y predominan en las fermentaciones espontaneas de éstos alimentos. De todas
las BAL, las especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
mesenteroides y Pediococcus pentosaceus se han identificado como las principales
responsables de la fermentacion de pepinos, coles, aceitunas, alcaparras y berenjenas de
“Almagro”, siendo L. plantarum la especie utilizada con mayor frecuencia como cultivo
iniciador (Gardner et al., 2001; Rodriguez et al., 2009). Bebidas como el zumo de tomate o el
vino y algunos tipos de cerveza se elaboran empleando algunas BAL como cultivos
iniciadores o cultivos secundarios de la fermentacion. Se ha descrito que cepas autdctonas de
L. plantarum incrementan las propiedades sensoriales del jugo de tomate (Di Cagno et al.,
2009); mientras que para el caso de los vinos, es bien conocido que Oenococcus oeni es la
principal bacteria utilizada como cultivo iniciador de la fermentacion malolactica, aunque
también se encuentran otras bacterias como L. brevis, L. hilgardii, Leuconostoc mesenteroides
y L. plantarum (Moreno-Arribas et al., 2003; Rodas et al., 2005). Productos fermentados de

menor popularidad en Europa como la mandioca (tapioca o yuca en Suramérica), el kimchi
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coreano, los brotes tiernos de bambu, y ciertas bebidas a base de soja o arroz también se
obtienen gracias a la acidificacion llevada a cabo principalmente por las especies L.
plantarum, L. brevis y Leuconostoc mesenteroides (Rodriguez et al., 2009).

Comparando la diversidad de especies que forman parte de las bacterias lacticas con la
microbiota que se ha observado en los sustratos vegetales fermentables es posible establecer
que solo unas pocas especies parecen estar bien adaptadas para crecer en materiales organicos

de origen vegetal donde los compuestos fenolicos son abundantes.

1.2.1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS, DIVERSIDAD Y VERSATILIDAD DEL GENERO

LACTOBACILLUS

Los lactobacilos constituyen el grupo mas importante de las bacterias lacticas. Estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y ocupan un gran nimero de nichos ecoldgicos,
encontrandose generalmente en ambientes con una elevada concentracion de carbohidratos
(como p. ej. alimentos y sustratos derivados de plantas), pero también son capaces de ocupar
el tracto respiratorio, gastrointestinal y urogenital de diversos animales y el hombre.

El género Lactobacillus se ha estudiado extensivamente, inicialmente debido a su
importancia en la produccion de alimentos y mas recientemente, por el creciente
conocimiento de su presencia y actividad en la microbiota humana, asi como también por
incluir especies que podrian ser usadas como probidticos, “microrganismos vivos los cuales
cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio en la salud del
hospedador” (http://www.who.int).

Los Lactobacillus estan dentro del filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales
y familia Lactobacillaceae. Con el uso de las técnicas de biologia molecular, la taxonomia de
los lactobacilos ha experimentado diversos cambios. En el momento de realizar este estudio,
segun la “List of Bacterial Names with Standing Nomenclature” (Euzéby, 2013), el género
Lactobacillus consistia en 185 especies y 28 subespecies. Este grupo bacteriano se caracteriza
por ser homofermentativo mayoritariamente y presentar una mayor resistencia a los ambientes
acidos que el resto de las BAL, siendo capaces de crecer bien a valores de pH de 4-5
(Madigan et al., 2008; Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011).

Muchas especies de Lactobacillus estan altamente especializadas y se encuentran en
un numero limitado de habitats, como es el caso de L. delbrueckii, la cual esta adaptada a los
ambientes donde esta presente la leche (lecherias, fabricas de quesos, yogures) por lo que se

utiliza ampliamente en la elaboracion del yogur. Otras como L. acidophilus, L. johnsonii, L.
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reuteri y L. rhamnosus son habitantes del TGl y se ha extendido su uso como bacterias
probidticas (Siezen y Wilson, 2010; Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011). Sin embargo,
especies como L. brevis, L. pentosus, L. hilgardii y L. plantarum, estan presentes en un
amplio rango de ambientes y sustratos que incluyen alimentos carnicos, vegetales y derivados
lacteos, asi como también residuos industriales, material organico de origen vegetal en

descomposicion y hasta el TGI de los mamiferos.

1.2.1.1. LACTOBACILLUS PLANTARUM

La especie L. plantarum es heterofermentativa (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011),
se ha descrito como altamente versatil por cuanto es capaz de adaptarse exitosamente a
diferentes ambientes y en la actualidad esta incluida dentro de los microorganismos modelo
en el estudio de las BAL con una diversidad fenotipica muy elevada. Representa el cultivo
iniciador comercial usado con mayor frecuencia en la fermentacion controlada de vegetales y
se ha descrito como una de las especies que dominan en la mayoria de los procesos
espontaneos que permiten la obtencion de aceitunas, pepinos, pepinillos, coles o chucrut y
berenjenas (Rodriguez et al., 2009).

Aunque los compuestos fendlicos presentes en las plantas son toxicos y
bacteriostaticos para un gran namero de microrganismos, L. plantarum se ha adaptado a la
presencia de estas sustancias y posee rutas metabdlicas para su degradacion. Desde el punto
de vista filogenético, esta estrechamente relacionada con L. paraplantarum, L. pentosus y una
especie de reciente identificacion denominada L. fabifermentans (Siezen y van Hylckama
Vlieg, 2011). L. paraplantarum, L. pentosus y L. plantarum comparten un perfil similar de
asimilacion de carbohidratos y un 99% de similitud en la secuencia del gen que codifica el
ARNr 16S que hace dificil su identificacion por esta via (Bringel et al., 2005; Siezen y van
Hylckama Vlieg, 2011). Las tres especies se incluyen en el denominado “grupo L. plantarum”
y mediante técnicas moleculares se ha logrado diferenciarlas por la secuencia del gen recA y
de la secuencia de la region intergénica espaciadora (IGS) entre los genes que codifican los
ARNr 16S y 23S (Torriani et al., 2001). L. plantarum también se ha utilizado como
probidtico y en la ultima década se ha observado un incremento en el nimero de estudios
destinados a conocer los efectos beneficiosos en la salud humana de diversas cepas de esta
especie que incluyen a L. plantarum WCFS1, 299v, LA318 y DMS9843 (Connelly, 2008).

La secuencia del genoma de un organismo permite realizar estudios a escala

molecular. Actualmente es posible acceder a la totalidad de la secuencia del genoma de tres
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cepas de L. plantarum: WCFS1 (aislada de saliva humana), JDM1 (aislada de granos
almacenados en silos) y ST-111 (aislada a partir de una fermentacion espontanea del kimchi),
las cuales se encuentran depositadas en la base de datos del EMBL/GenBank
(http://www.ebi.ac.uk/embl/). Los tamafios del genoma de todas estas cepas superan los 3,1
millones de bases (MDb) siendo el de L. plantarum WCFS1 el de mayor tamafio con 3,3 Mb en
el cromosoma, mas tres plasmidos de 1,9, 2,3 y 36,1 kilobases (kb) (No. de acceso
AL935263.2).

La capacidad de adaptacion y flexibilidad de L. plantarum para habitar en diferentes
ambientes se ha relacionado con el gran tamafio de su genoma y la presencia de genes que
codifican numerosas proteinas involucradas en el metabolismo de azucares y otras tantas
descritas como reguladoras. Se ha descrito que el crecimiento de L. plantarum WCFS1 en
diferentes fuentes de carbono estd facilitado por la presencia de al menos 25 complejos
Enzima Il del sistema fosfoenolpiruvato/fosfotransferasas (PTS 1), asi como también por
varios complejos PTS incompletos y de otras 30 proteinas involucradas en el sistema de
transporte de carbohidratos. Ademas, los genes que codifican proteinas transportadoras estan
usualmente organizados en “cassettes” de expresion agrupados con los genes que codifican
proteinas reguladoras y enzimas que participan en la degradacion y asimilacion de azucares
(Kleerebezem et al., 2003; Siezen et al., 2012). Adicionalmente, se han descrito méas de 160
genes organizados en operones que codifican probables proteinas extracelulares, que en su
mayoria estan asociadas a la superficie externa de las células por su unién con componentes
de la envoltura o pared celular (Zhou et al., 2010). Estas proteinas denominadas CscA, CscB,
CscC y CscD posiblemente forman un complejo con las proteinas de la superficie y
desempefian un papel en la adquisicion de fuentes de carbono. Como estos genes
principalmente estan presentes en bacterias Gram-positivas asociadas a plantas, se cree que
participan en la utilizacién de los oligo o polisacaridos de estos sustratos, asi como también en
la interaccion de la bacteria con el medio ambiente (Siezen et al., 2006; Siezen y van
Hylckama Vlieg, 2011).

L. plantarum WCFS1 parece poseer en su genoma regiones especificas (como por
ejemplo en la zona que va desde 3,0 a 3,3 Mb) que al compararlas con las regiones
equivalentes de otras cepas resultan con un contenido menor de GC y con una composicion
atipica en la proporcion G+C de su ADN (Kleerebezem et al., 2003). La diversidad genética
de 20 cepas de L. plantarum aisladas de diferentes fuentes (vegetales, maiz, col 4cida, saliva,
intestino, colon y heces de humanos, forraje ensilado, ogi fermentado, mandioca agria y

leche) se estudié mediante el uso de micromatrices de ADN en las que se emple6 el genoma
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de la cepa WCFS1 como patron para el disefio de los oligonucléotidos o sondas (Molenaar et
al., 2005). La variacién que se detectd respecto a la presencia de un grupo de genes coincidi
con lo descrito por Kleerebezem et al. (2003) y llevo a proponer que en el cromosoma de L.
plantarum existe una zona, que se ha designado como “life-style”, donde se localizan diversos
genes que de forma especifica participan en la respuesta frente a los cambios que ocurren en
los diferentes ambientes donde esta bacteria se desarrolla (Molenaar et al., 2005; Siezen y
van Hylckama Vlieg, 2011) y aunque esta hipotesis todavia no se ha demostrado, un estudio
mediante un ensayo de hibridacion gendmica comparativa (CGH) que compar6 41 cepas de L.
plantarum, indico que entre el 9% y 20% de los genes presentes en el genoma de la cepa
WCFS1 (cerca de 50 genes que se ubican en la region 3,07-3,28 Mb) estan ausentes en las
restantes 40 cepas que se analizaron (Molenaar et al., 2005; Siezen y van Hylckama Vlieg,

2011); y podrian ser los responsables de la versatilidad y flexibilidad observada en esta cepa.

1.3. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE RESPUESTA Y ADAPTACION DE LAS

BACTERIAS CON SU ENTORNO

Los estudios de la influencia que ejerce el ambiente en el cual se desarrolla un
microrganismo se han enfocado tradicionalmente en evaluar los cambios en la viabilidad del
cultivo, morfologia celular, velocidad de crecimiento, coloracion y morfologia de las colonias
0 micelios y pérdida de actividad o cambios en el patron de degradacion de azUcares y otros
sustratos (Holden y Utech, 1967; Manderson y Doelle, 1972; Horman et al., 1981; Casadei et
al., 2001). Con el desarrollo de la microscopia electronica y de las técnicas de
inmunohistoquimica fue posible realizar el seguimiento de la movilizacion de moléculas en el
espacio intracelular y extracelular, asi como también descifrar ciertas modificaciones
postraduccionales en las proteinas (Marchesi, 1968; Bron, 1970; Kostrzynska et al., 1991;
Almenoff et al., 1993; Kang et al., 2003).

Sin embargo, a pesar de avanzar en el entendimiento de la respuesta celular frente a un
estimulo dado, los mecanismos de tolerancia y adaptacion producto de la interacciéon de los
microorganismos con su entorno son muy complejos y de cara a los cambios ambientales, las
células pueden responder alterando de forma simultanea la sintesis de cientos de proteinas e
incrementando o reprimiendo multiples rutas metabodlicas a la vez. Las limitaciones de los

estudios bajo el enfoque “un estimulo-una respuesta” se han superado con el desarrollo de
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novedosas técnicas que permiten observar numerosos cambios al mismo tiempo a escala
protedmica y transcriptomica.

La protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas de un organismo (en
particular de su estructura y funcion) en determinadas condiciones. En los estudios
protedmicos se realiza una comparacion sistematica del proteoma en diferentes situaciones
metabdlicas con la finalidad de correlacionar las alteraciones en la sintesis de ciertas proteinas
con determinados estadios fisiologicos. Los resultados de los estudios proteémicos ofrecen
menor informacién al comparar con los estudios transcriptomicos, sin embargo, son la
alternativa a elegir cuando no se dispone de la secuencia completa del genoma del
microrganismo de intereés.

En transcriptdmica se evalla el nivel de expresion de los genes o lo que es igual, la
porcion del ADN que se transcribe a ARN bajo unas condiciones dadas. Las técnicas para
analizar el nivel de expresion génica como el Northern Blot y la PCR cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR) permiten el estudio de un nimero limitado de genes de forma simultanea;
mientras que las micromatrices de ADNCc facilitan el analisis de la expresién de miles de
genes determinando con elevada precision el numero relativo de copias del ARNm en una
poblacion celular bajo unas condiciones dadas. Las micromatrices también son conocidas
como “microarray”’, “chips de ADN” o “biochips” y consisten en adherir o unir a un soporte
fragmentos cortos de pares de bases o sondas (oligonucledtidos o “probes’) cuya secuencia es
complementaria a fragmentos de ADN presentes en cada uno de los genes del genoma de un
organismo. Cuando la muestra o “target”, el ADN o ADNc, se coloca sobre el soporte y se
permite que la hibridizacion tenga lugar bajo condiciones rigurosas, el acoplamiento “sonda-
target” se detecta y cuantifica generalmente con la participacion de un marcador fluorescente
0 quimioluminiscente, pudiéndose determinar la cantidad relativa de las secuencias de acido
nucleico contenidas en la muestra.

El muestreo a gran escala de la expresién génica mediante técnicas de hibridacién en
plataformas de micromatrices permite evaluar de forma multifactorial las respuestas que se
derivan de los cambios en el medio ambiente en el que se desarrolla un organismo (recursos,
sustancias toxicas, pH, temperatura, disponibilidad de oxigeno, nitrégeno, carbono, entre
muchos otros).

Las bacterias presentes en los alimentos se enfrentan a diversas fuentes de estrés,
algunas son propias del alimento donde ellas habitan mientras que otras se derivan del transito
a través del TGI una vez son ingeridas. A diferencia de muchas especies para las cuales el

ambiente estomacal ya es intolerable, las bacterias lacticas se exponen al bajo pH del
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estdbmago, asi como también a las sales biliares secretadas en el espacio intestinal y logran
sobrevivir. Numerosos estudios se han realizado con la finalidad de conocer la respuesta y los
mecanismos de tolerancia y adaptacion que han desarrollado ciertas especies de la microbiota
intestinal en estos ambientes, observandose avances importantes en el conocimiento a partir
del uso de las técnicas moleculares.

Entre los primeros intentos realizados con la especie L. plantarum para evaluar la
expresion simultanea de varios genes frente a un estrés del ambiente intestinal se encuentran
los estudios realizados por Bron et al. (2004a), en donde mediante una libreria genética de
complementacion se identificaron 31 genes cuya expresion se inducia en presencia de 0,1%
de bilis de origen porcino. Los altos niveles de expresion de los genes Ip_0237 (que codifica
una proteina integral de membrana), Ip_0775 (que codifica la arginino succinato sintasa) y de
diversos genes que codifican proteinas de membrana (proteinas exportadoras, transportadores
multidrogas, entre otras), se confirmaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real y se
determiné que Ip_0237 y Ip_0775 se expresaban en niveles equivalentes, tanto en células de
L. plantarum creciendo en un medio de cultivo suplementado con bilis, como en células de
esta especie aisladas de duodeno de ratones. Este hallazgo constituyé una de las primeras
descripciones sobre la similitud que se presenta entre las respuestas y los mecanismos de
regulacion que se observan en ensayos in vitro al comparar con la situacién in vivo.

A partir de la secuenciacion completa del genoma de diversas especies de
Lactobacillus se observé un incremento en el numero de investigaciones que han utilizado los
soportes o micromatrices de ADNc para evaluar el efecto que a nivel transcripcional ocasiona
la presencia de una sustancia o los cambios en las condiciones ambientales tales como
temperatura, pH y osmolaridad. Particularmente en la especie L. plantarum WCFS1 se ha
estudiado el efecto del acido lactico y el pH (Pieterse et al. 2005); asi como también de la
presencia de &cidos biliares (Bron et al., 2006); de fructo-oligosacaridos de cadena corta
descritos como prebidticos (Saulnier et al., 2007) y del peréxido de hidrégeno (Serrano et al.,
2007).

Whitehead et al. (2008) estudiaron bajo un enfoque transcriptomico, los cambios
ocasionados en la expresion génica de la cepa probiotica Lactobacillus reuteri ATCC55730
habitante natural del TGI de muchos mamiferos, cuando en el medio de crecimiento se afiaden
sales biliares. El andlisis indicé que los genes que alteran su expresion intervienen el
metabolismo y transporte de sustratos. Estudios similares para evaluar los efectos de la
temperatura sobre Streptococcus thermophilus (Li et al., 2011) describen la induccion de

genes asociados a la respuesta general de choque térmico (dnaK, groESL y clpL); asi como
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también de genes que codifican reguladores transcripcionales (hrcA, ctsR, fur, marR y merR)
y relacionados con la pared celular, transduccion de sefiales, homeostasis y transportadores
del tipo ABC (“ATP binding cassette™).

Las micromatrices de ADNc también se han utilizado para investigar el metabolismo
primario de asimilacion de carbohidratos en Lactobacillus sakei. Al comparar los niveles de
transcripcion de los genes cuando esta especie se desarrolla en un medio con ribosa en lugar
de glucosa, se ha establecido que los mecanismos reguladores realizan ajustes muy finos en la
expresion de genes responsables de la sintesis de enzimas que controlan el aprovechamiento
eficiente de las fuentes de carbono y que participan en el metabolismo y transporte de
carbohidratos (McLeod et al., 2011).

Recientemente, van Bokhorst-van de Veen et al. (2011) evaluaron la respuesta de L.
plantarum WCFS1 en presencia de etanol determinando que la exposicion a concentraciones
cercanas al 8% ocasionan la induccidon de la expresion de un grupo de genes relacionados con
el metabolismo del citrato y con la arquitectura de la cubierta celular, asi como también de los
genes de respuesta general al estrés que estan bajo el control de los reguladores HrcA y CtsR.

La tabla Il presenta un resumen de los estudios de expresion génica mediante
micromatrices de ADN y ADNCc que se han realizado en la ultima década en diversas especies
de Lactobacillus presentes en alimentos o en sus procesos de fabricacion.

Inicialmente las investigaciones se enfocaron en evaluar el efecto de ciertos acidos
organicos como el lactico y de las sales biliares, en un intento logico de dilucidar los
multiples mecanismos que estas bacterias despliegan durante su permanencia en dos de los
principales ambientes donde ellas se desarrollan: los productos fermentados de la leche y el
TGI. Posteriormente el abanico de posibilidades se abrid y en la actualidad gran parte de los
estudios estan orientados a profundizar en el conocimiento de los genes inducidos en
organismos in vivo (denominados genes ivi; In Vivo-Induced), en la interaccion células
hospedador-bacteria y en la interaccion bacterias probioticas-patdgenas.

Hasta la fecha no se han realizado estudios globales mediante analisis transcriptémicos
orientados a evaluar el efecto que sobre las BAL ocasionan los compuestos fendlicos
presentes en los sustratos vegetales en los que ellas habitan de forma natural y que forman
parte de nuestra dieta. Debido a esto, el conocimiento relacionado con los mecanismos de
tolerancia y adaptacion que activan estos microorganismos en presencia de los acidos
fénolicos, flavonoides o estilbenos es muy limitado y se centra principalmente en los efectos
que de forma puntual se observan sobre el crecimiento, la viabilidad, el consumo de glucosa y

la produccion de biomasa de la poblacién celular.
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Tabla I1. Estudios de expresion génica mediante micromatrices de ADN en diversas especies de

Lactobacillus presentes en alimentos o en sus procesos de fabricacion.

Especie Gen/Proteina® Descripcion Interés bioldgico Referencia
L. plantarum Exposicion a acido lactico Respuesta global al acido Pieterse et al., 2005.
WCFS1 lactico
L. paracasei  fructosa/ manosa PTS, Cultivos con glucosa vs. Metabolismo de fructo- Goh et al., 2006.
1195 B-fructosidasa fructo-oligosacéridos (FOS) oligosacaridos (FOS)
operon fos
L. plantarum operon metC-cyskK, Exposicidn a bilis porcina Respuesta global al Bron et al., 2006.
WCFS1 operén dlt, ftsH estrés causado por acidos
biliares
L. plantarum Ip_2940, Ip_3055, Supervivencia de cepas Persistencia y sobrevivencia Bron et al., 2007;
WCFS1 Ip_1164 mutantes en los genes ivi® enel TGI Marco et al., 2007.
(Alp_2940, Alp_3055,
Alp_1164)
L. plantarum sacarosa PTS, Cultivos con glucosa vs. Metabolismo de fructo- Saulnier et al., 2007.
WCFS1 B-fructo furanosidasa  fructo-oligosacaridos (FOS) oligosacéridos (FOS)
de cadena corta
L. reuteri Crecimiento en “sourdough”  Mecanismos de adaptacion Hiifner et al., 2008.
ATCC 55730 y en medio minimo frente a la masa fermentada
de centeno
L. reuteri clpE, clpE, dps, Exposicion a bilis bovina Respuesta global al estrés Whitehead et al.,
ATCC 55730  Ir1516, Ir1265, Ir1584 causado por sales biliares 2008.
L. reuteri Ireu_0293, Crecimiento en ausencia y Sintesis de vitamina B12 Santos et al., 2009.
JCM1112 Ireu_1553, Ireu_1792  presencia de cisteina
L. plantarum  Factor de transcripcion ~ Crecimiento en manosa, Transporte y metabolismo de  Stevens et al., 2010.
WCFS1 Sigma®* galactosa vs. glucosa. manosa y otros carbohidratos
rpoN, oper6n manosa  Cambios en el mutante
PTS ArpoN y Apts9ABCDC
L. sakei 23K hprK, PTS | Crecimiento en glucosa vs. Metabolismo de ribosa McLeod et al., 2011.
ribosa
L. acidophilus lacS (permeasa) Crecimiento en glucosa vs. Metabolismo de azucares. Barrangou et al.,
NCFM sacarosa, fructosa, lactosa, Genes del metabolismo de 2006;
trehalosa y rafinosa. galacto-oligosacaridos (GOS)  Andersen et al.,
Cultivos con glucosa vs. 2011.
galacto-oligosacaridos (GOS)
L. plantarum CtsR, hrcA Exposicion a etanol a Respuesta global al estrés van Bokhorst-van de
WCFS1 diferentes tiempos (10 min, causado por etanol Veen et al., 2011.
30 miny 24 h)
L. brevis Sintesis de 4cidos Exposicion a acido ferdlicoy  Produccion de Winkler y Kao,
ATCC367 grasos, factor sigma n-butanol biocombustibles 2011.
L. plantarum  Factor de transcripcién  Predecir la presencia del Inferir los sitios de inicio de Todt et al., 2012.
WCFS1 Sigma™ factor Sigma’® involucrado la transcripcion
en la transcripcion de genes
“housekeepng”
L. acidophilus GroES, GroEL Efecto del pH en la expresion  Componentes celulares claves  Kuwana y
L-92 génica global en respuesta a las variaciones ~ Yamamoto, 2012.
de pH
L. casei Sistema PTS, Efecto de los jugos gastricos ~ Viabilidad y supervivenciaen ~ Wang et al., 2012.
Zhang genes pyr/pur e intestinal el TGI
L. reuteri luxS Supervivencia de cepas Papel del gen luxS en el Charlotte et al.,
100-23 mutantes AluxS metabolismo 2012.
L. plantarum Genes Genes tag y tar involucrados  Papel de los componentes de Bron et al., 2012.
WCFS1 tag, tarlJKL en la sintesis del &cido la pared celular en la
teicoico de pared fisiologia e interacciones
probidtico-hospedador
L. plantarum SrtA Papel de las sortasas Interaccion bacterias Remus et al., 2013.
WCFS1 (transpeptidasas ancladas ala  patogénicas/No patogénicas

membrana celular)

con el hospedador

2Genes o proteinas de interés

® Genes ivi: genes inducidos en organismos in vivo (In Vivo-Induced)
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1.4. EFECTO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL CRECIMIENTO Y

VIABILIDAD DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Se ha comentado en apartados anteriores que los microorganismos asociados a las
plantas estan bajo la influencia o presion de los compuestos fendlicos que se encuentran en los
vegetales. ElI nimero de estudios sobre el efecto de tales compuestos en la viabilidad,
crecimiento y fisiologia de las bacterias lacticas se ha incrementado en las dos Ultimas
décadas y como se expone a continuacion, el tipo y magnitud de la alteracion que ocasionan
es en gran medida especie-especifico y en muchos casos cepa-especifico.

En el pasado las investigaciones se centraron en los efectos de tales sustancias en
diversas especies presentes en vinos como O. oeni, L. plantarum, L. hilgardii y L. brevis.
Vivas et al. (1997) estudiaron el efecto de los acidos fendlicos y las antocianinas en O. oeni
(anteriormente Leuconostoc oenos) concluyendo que el acido gélico y las antocianinas
activaban la tasa de crecimiento celular y de degradacion del acido malico. El &cido
vanillinico mostré un ligero efecto inhibitorio en el crecimiento mientras que el acido
protocatéquico no ejercid ningun efecto. Posteriormente se describi6 que los taninos de la uva,
las procianidinas, y los taninos de la madera de roble, los elagitaninos, no ejercian los mismos
efectos en O. oeni y demostraron que los elagitaninos cuando se oxidan potencian la
disminucion del crecimiento, contrario a lo observado para las procianidinas que al oxidarse
pierden su capacidad de inhibirlo. Los autores sugieren que el mecanismo implicado en este
fendmeno puede ser la adsorcion del compuesto en la zona de la envoltura celular bacteriana
(Vivas et al., 2000). Salih et al. (2000) describieron que la tasa de crecimiento y la produccion
de biomasa de O. oeni decrecen en presencia de los acidos cinamicos libres, sin embargo sus
ésteres tienen poco o ningun efecto. En estudios equivalentes se observé que los efectos de los
compuestos fenolicos dependen del tipo y la concentracién de éstos, mientras a bajas
concentraciones generalmente no ejercen efectos, a concentraciones elevadas son inhibidores
del crecimiento celular. La catequina y quercitina pueden estimular la fermentacion
maloléactica, mientras que se observa un retraso en ésta a medida que se incrementa la
concentracion del &cido p-cumarico (Reguant et al., 2000). Por su parte, el &cido galico parece
retrasar o inhibir la formacion de acido acético a partir de &cido citrico en estudios donde O.
oeni se cultiva en condiciones similares a las del vino. Se ha observado que cuando aumenta
la fraccidn total de compuestos fendlicos se reduce la velocidad de consumo de los azlcares y

aumenta el consumo de é&cido citrico (Reguant et al., 2003). Campos et al. (2003)
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describieron que los &cidos cindmicos influenciaban de manera més negativa el crecimiento
de O. oeni que los &cidos benzoicos.

Alberto et al. (2001) estudiaron los efectos del &cido galico y de la catequina en el
crecimiento de L. hilgardii determinando que ambas sustancias, a las concentraciones que
habitualmente estdn presentes en el vino, estimulan el crecimiento celular, el consumo de
glucosa y fructuosa durante las primeras horas del crecimiento y la produccion de biomasa
durante la fase estacionaria. Sin embargo, se detectdé una relacion inversa entre la
concentracion total de compuestos fenolicos y la viabilidad de L. hilgardii 5w cuando se
superan los 2000 mg/L de equivalentes de acido galico (EAG). Estudios adicionales
empleando como sustrato de crecimiento vino decolorado (que carece de la fraccion de
taninos), demostraron que el recuento de células viables de L. hilgardii 5w se incrementaba
con respecto al control sugiriendo que la unién de los taninos a la superficie bacteriana era la
causa de la pérdida de viabilidad (Alberto et al., 2002). Campos et al. (2003) describieron
que el acido p-cumaérico ocasionaba una inhibicion marcada en el crecimiento de esta especie
aunque otros acidos cindmicos como el cafeico y ferulico lo potenciaban. Relacionado con los
flavanoles presentes en el té verde y similar a lo observado para O. oeni, se ha descrito que la
catequina y epicatequina no afectan considerablemente el crecimiento de la cepa L. hilgardii 5
aislada de vino (Figueiredo et al., 2008); sin embargo, el primer compuesto es capaz de
afectar el crecimiento de otra cepa de L. hilgardii productora de putrescina (cepa XiB) y
crecida en medio minimo suplementado con 7% de etanol (Alberto et al., 2007). En este
estudio se estimul6 el crecimiento de L. hilgardii X;B mediante la adicion de tres acidos
fendlicos (cafeico, protocatéquico y vanillico) y dos flavonoides (catequina y rutina), sin
embargo, el acido galico y la quercetina no ejercieron ningin cambio. Relacionado con el
metabolismo de la glucosa y de los acidos organicos, se ha descrito que los acidos fendélicos
(hidroxicindmicos y el protocatéquico, excluyendo el acido galico,) reprimieron en O. oeni
VF y L. hilgardii 5 el metabolismo de la glucosa y del acido citrico; mientras que los acidos
cafeico, fertlico y p-cumarico incrementaron la produccion de los acidos acético y lactico a
partir de la glucosa (Campos et al., 2009a) unicamente en la primera especie. Adicionalmente,
los tres acidos hidroxicindmicos alteraron en mayor medida el flujo de protones hacia el
interior de las células y la perdida de iones como el potasio o fosfato que lo descrito en el caso
de los acidos galico, protocatéquico, vanillico y siringico (Campos et al., 2009a).

En Lactobacillus collinoides y L. brevis se evalud el efecto de los &cidos galico,
clorogénico y quinico a concentraciones de 100, 500 y 1000 mg/L observandose que los tres

acidos a las tres concentraciones utilizadas estimularon Unicamente el crecimiento de L.
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collinoides durante las fases tempranas del desarrollo; mientras que durante la fase
estacionaria, tanto el acido galico como el clorogénico ocasionaron un incremento en la
produccién de biomasa de ambos lactobacilos (Stead, 1994). Puupponen-Pimia et al. (2001)
estudiaron las propiedades antimicrobianas de diversos acidos fendlicos (cafeico, feralico y p-
cumarico), antocianidinas (pelargonidinas, delfinidina), flavonas (apigenina y luteolina),
flavanoles (catequina) y flavonoles (kaempferol, quercetina, miricetina y rutina) presentes en
frutos rojos (ardndanos, bayas, frambuesas), frente a varias cepas de Lactobacillus descritas
como probioticas o aisladas del TGI, determinando que Unicamente la miricetina fue capaz de
inhibir el crecimiento de L. rhamnosus (cepas E-800 y ATCC 53103), L. reuteri ATCC
55730, L. paracasei E-510 y L. crispatus M247. Por su parte L. plantarum WCFS1 no se vid
afectado por ninguno de los compuestos evaluados a las concentraciones que normalmente se
presentan en estos frutos.

Se ha observado que el crecimiento de las bacterias lacticas se reprime durante la
elaboracion de aceitunas de mesa, particularmente de la variedad Manzanilla. Esta actividad
inhibitoria se atribuy0 inicialmente a la presencia del glucésido amargo oleuropeina, presente
en la pulpa de estos frutos; sin embargo, posteriormente se demostrd que los productos de su
hidrélisis, el acido elendlico y la aglicona de la oleuropeina, ejercian una actividad
antimicrobiana mayor a la del propio glicésido (Fleming, et al., 1973). Mas recientemente se
describié que el componente principal en las salmueras de aceitunas es el polifenol
hidroxitirosol, seguido por el tirosol y la oleuropeina; exhibiendo el primero una elevada
actividad bactericida frente a las bacterias lacticas. Medina et al. (2007) investigaron el efecto
antimicrobiano de los compuestos fenolicos y oleosidicos presentes en salmueras de aceitunas
de la variedad citada sobre L. pentosus ATCC8041 concluyendo gue ni el hidroxitirosol ni la
oleuropeina (ésta ultima incluso a concentraciones tan altas como 8mM), presentaron
actividad inhibitoria frente a esta cepa.

Guzman-Lopez et al. (2009) evaluaron el efecto del &cido galico en 18 cepas de
bacterias lacticas aisladas de pulpa de café procedente de residuos industriales que incluian las
especies Lactobacillus buchneri, L. plantarum, L. hilgardii y P. pentosaceus. Los cultivos se
analizaron empleando un medio suplementado con el acido fendlico a dos concentraciones (2
y 10 g/L) y los resultados observados fueron diversos. A la concentracion méas baja no se
observo inhibicion en el crecimiento en un total de 15 de los aislados, y de éstos, solo dos
metabolizaron el acido galico. Por otra parte, disminuy6 el crecimiento de las cepas P.
pentosaceus L-20 y L. plantarum Nat-38 a pesar de que éstos aislados si consumieron el &cido

galico.
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Garcia-Ruiz et al. (2009) realizaron un estudio mas amplio sobre el efecto de diversos
compuestos fenolicos presentes en el vino (como &cidos hidroxibenzoicos, hidroxicindmicos,
estilbenos, flavanoles y flavonoles), en el crecimiento de dos cepas de BAL aisladas de vino
tinto durante las fases tempranas de la fermentacion malolactica. Los resultados permitieron
concluir que es improbable que éstos compuestos a las concentraciones que se presentan en el
vino puedan afectar por si solos el crecimiento de las cepas L. hilgardii IFI-CA 49 y P.
pentosaceus IFI-CA 85, aunque no descartan la posibilidad de que ocurran efectos sinérgicos
entre éstos y ciertas condiciones propias del ambiente de las bodegas. Tabasco et al. (2011)
estudiaron el efecto de un extracto comercial de semillas de uva (GSE) enriquecido en
flavanoles (catequina, epicatequina y sus polimeros procianidinas) sobre varias cepas de
bacterias lacticas observando cierta inhibicion en el crecimiento de las especies L. plantarum,
L. casei y L. bulgaricus. Este efecto inhibitorio del extracto GSE se atribuy6 a la elevada
proporcién de compuestos derivados del galato tales como (-)-epicatequina-3-O-galato y
parece ser un caracter especie-especifico, aunque para el caso de L. plantarum se observo
especificidad relacionada con la cepa.

La actividad antimicrobiana de los acidos fendlicos se incrementa a valores bajos de
pH. Sanchez-Maldonado et al. (2011) evaluaron el efecto del pH sobre las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) de los acidos protocatéquico, cafeico, feralico y p-cumarico en las
cepas L. plantarum TMW aislada de cerveza y L. hammesii DSM 16381 aislada de masa
fermentada (“‘sourdough”) observando que a valores de pH menores a 5,5 el efecto sinérgico
entre el compuesto y la acidez del medio se potenciaba dando como resultado una
disminucion en los valores MIC para ambas bacterias.

El efecto toxico de los taninos sobre el crecimiento de diversos microorganismos que
incluyen mohos, levaduras y bacterias se estudié ampliamente en la década de los afios 80 y
90 (para una revision detallada consultar Scalbert, 1991), llegando a proponerse diversos
mecanismos de destoxificacion y biodegradacion. Sin embargo, a pesar de realizarse
investigaciones en diversas cepas de bacterias de origen intestinal, solo se consider6 a la
especie L. acidophilus (Chung et al., 1998). Los estudios mas recientes incluyen un amplio
namero de especies de BAL Yy reflejan alteraciones marcadas en la viabilidad celular. La
sensibilidad al acido tanico parece ser cepa-especifica, asi, el crecimiento de L. acidophilus
ATCC 4356 resulta inhibido a concentraciones de 0,5-1 g/L (Chung et al., 1998), mientras
que la velocidad de crecimiento y produccion de biomasa de cepas como L. hilgardii DSM

20176 se ven afectadas a concentraciones tan bajas como 0,1g/L (Bossi et al., 2007).
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Mediante estudios protedmicos se ha evaluado el efecto del acido tanico en L.
hilgardii DSM 20176". Los resultados indican una disminucion en la intensidad de los puntos
(“spots”) a concentraciones de 1 g/L del compuesto, donde ademas se detecta una inhibicion
marcada del crecimiento. El perfil de tres proteinas se altero tanto en presencia de &cido
tanico a 0,1 g/L como a 1 g/L y éstas proteinas se identificaron mediante un anélisis de
espectrometria de masas como piruvato quinasa, galactosidasa y una reductasa Nrdl de
ribonucledtido (Bossi et al., 2007).

Rivas-Sendra et al. (2011) evaluaron los cambios en las proteinas presentes en cultivos
de L. brevis BL23 expuestos al acido p-cumarico. De 11 proteinas que presentaron sintesis
diferencial, seis se identificaron como: i) ClpP y HtrA, involucradas en el plegamiento y
recambio de proteinas; ii) una carboxilasa de acetil-Coenzima A que participa en el
metabolismo de lipidos; iii) arginil-ARNt sintetasa y iv) las enzimas PurL y PurN que forman
parte de la ruta de biosintesis de purinas. Este estudio constituye uno de los primeros enfoques
realizados para dilucidar los maltiples mecanismos de tolerancia y adaptacion que se activan

frente a este &cido hidroxicindmico.

1.4.1. INFLUENCIA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN L. PLANTARUM

La participacion de L. plantarum en la fermentacion espontanea de alimentos como las
aceitunas de mesa es indicativo de la capacidad que posee esta especie para contrarrestar en
mayor medida los efectos toxicos de las sustancias fendlicas que forman parte de estos
sustratos vegetales. Whiting y Coggins (1971) estudiaron el efecto de &cido quinico en la cepa
L. plantarum 13a observando una disminucion leve en la biomasa final después de 48 horas.
Posteriormente Salih et al. (2000) evaluaron las alteraciones que el acido quinico, los acidos
hidroxicinamicos (AHC) y sus ésteres quinicos, ejercian en la velocidad de crecimiento y en
la biomasa final de esta especie. Los resultados mostraron que el acido quinico y los ésteres
no eran activos y que sélo ocurria una aparente variacion en la tasa de crecimiento en
presencia de los AHC. Marsilio y Lanza (1998) describieron un efecto sinérgico entre el acido
p-cumarico y el cloruro de sodio sobre el crecimiento de L. plantarum B21 donde una
concentracion de 20g/L de NaCl en presencia de 1g/L del acido produjo una reduccion
significativamente la viabilidad de dicha cepa.

El actividad de los acidos fendlicos p-cumarico (Marsilio y Lanza, 1998), cafeico,
fertlico y de taninos como el acido tanico (Rozés y Peres, 1998) en el crecimiento de L.

plantarum depende de su concentracion. Landete et al. (2007) describieron que la inhibicion
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del crecimiento por la presencia de 10 compuestos fendlicos frecuentes en los residuos de la
industria del vino dependia de su estructura quimica siendo el orden de inhibicion de estos
compuestos catequina = acido galico < epicatequina galato = 4cido salicilico < galato de
metilo = &cido cafeico < &cido ferdlico < &cido p-cuméarico. Por otra parte, la actividad
antimicrobiana de algunos compuestos fendlicos presentes en productos como al aceite de
oliva y las aceitunas, frente a cuatro cepas L. plantarum, CECT 748" (aislada de col
fermentada), WCFS1 (aislada de saliva), LPT57/1 (aislada de aceitunas) y RM71 (obtenida de
vino), fue similar para todas las cepas en el caso del acido cinamico, p-hidroxibenzoico,
oleuropeina, y tirosol; aunque se observan diferencias en la MIC del hidroxitirosol, &cido
protocatéquico, sinapico y siringico donde la cepa CECT 748" presentd la mayor resistencia a
dichos compuestos (Landete et al., 2008). Este estudio también demostré que ninguno de los
compuestos fenolicos estudiados a las concentraciones que se presentan de forma natural en
las olivas y los productos derivados de ellas son capaces de inhibir el crecimiento de este
microorganismo.

Rozés y Peres (1998) estudiaron el efecto de los compuestos fendlicos en la
composicion lipidica de las células de L. plantarum. Cantidades crecientes de los acidos
cafeico y feralico provocaron un incremento gradual en la cantidad de los acidos miristico,
palmitoleico y estearico principalmente, alterdndose la composicion total de los acidos grasos
de forma similar a lo que sucede en respuesta a bajas temperaturas o altas concentraciones de
etanol. La incorporacion de &cidos grasos como el palmitoleico (Ci6:1) a la bicapa lipidica
conduce al incremento en la fluidez de la membrana. En presencia del acido tanico se
observé un fendmeno opuesto siendo comparable al efecto que ocurre cuando se aumenta la
temperatura de crecimiento.

Algunos autores han estudiado la influencia de la oleuropeina y los productos
derivados de su hidrolisis en la supervivencia de L. plantarum. Juven y Henis (1972)
observaron inhibicién en el crecimiento y una salida significativa de glutamato, potasio y
fosfato inorganico que relacionaron con alteraciones en la membrana. Por otra parte, cuando
la oleuropeina se afiadié al cultivo en fase estacionaria de crecimiento la velocidad de la
glucdlisis no se vio afectada, sin embargo el contenido de ATP intracelular disminuyo.
Posteriormente, Ruiz-Barba et al. (1990) evaluaron los efectos antimicrobianos de la fraccion
de compuestos fenolicos extraida de salmueras empleadas para la fermentacion de aceitunas
en 10 cepas de L. plantarum mediante técnicas de microscopia electrénica y microscopia de
fluorescencia. Las microfotografias mostraron signos de degradacion en la pared celular, con

superficies de aspecto irregular y rugoso en una proporcion alta de células y la adsorcion de
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las sustancias a la pared de aquellas células que aun permanecian completas. La adicion de
oleuropeina tratada por calor presentd efectos bactericidas y alteraciones equivalentes a lo
descrito para los extractos totales, pero adicionalmente las bacterias perdieron su forma
bacilar tipica y presentaron reaccion Gram-negativa frente a la tincion con cristal violeta
(Ruiz-Barba et al., 1991). La inhibicién del crecimiento de L. plantarum por la oleuropeina se
ha descrito que estd asociada a la presencia de sus productos de hidrolisis (la aglicona de
oleuropeina e hidroxitirosol) (Rozés y Peres, 1996) y en la actualidad se dispone un
conocimiento limitado al respecto.

Los primeros estudios del efecto de los taninos hidrolizables sobre el crecimiento de
las bacterias lacticas describen que este grupo bacteriano presenta una menor sensibilidad al
compararlo con otras especies de la microbiota intestinal (Chung et al., 1998). EI crecimiento
de L. plantarum es inhibido en presencia del acido tanico a concentraciones de 1 g/L (Rozésy
Peres 1998). Rodriguez (2009) estudié mediante técnicas de microscopia dptica y electronica
de transmision las alteraciones que en la membrana y pared celular se producian en L.
plantarum CECT 748" en presencia de 4cido tanico. A concentraciones superiores a 0,5 mM
las células forman agregados debido a la union de los taninos a las proteinas de la membrana
0 por una division incompleta de las células. Las microfotografias mostraron signos de
degradacidn de la pared celular, con superficies irregulares y poca definicion de la membrana,
asi como también la asociacion ocasional de un material extracelular a la pared. En este
estudio también se describié un aumento de la fase de latencia dosis dependiente y la ausencia
del crecimiento cuando la concentracion del &cido tanico superé valores de 1 mM.

Mediante estudios proteémicos se ha evaluado el efecto del acido tanico en dos cepas
de Lactobacillus plantarum, WCFS1 y VP08. Los estudios se realizaron con una
concentracion de 0,25 g/L en la cepa VP08 y de 1,70 g/L en WCFS1. Los resultados indican
que la cepa VP08, aislada de vino, responde alterando los niveles de proteinas involucradas en
la glicolisis, metabolismo de aminoéacidos, traduccién y plegamiento de proteinas (Cecconi et
al., 2009); mientras que en la cepa WCFS1, aislada del tracto digestivo superior, se observa la
modificacion en los niveles de la sintesis de proteinas relacionadas con la biogénesis de pared,
defensa contra estrés oxidativo y ahorro de energia; asi como también un incremento en la
intensidad del “spot” correspondiente a la proteina Lp-2945 (subunidad C de la galato
descarboxilasa) (Curiel et al., 2011).

La revision de la bibliografia que se ha publicado pone de manifiesto la necesidad de
conocer los mecanismos de supervivencia que de forma particular han desarrollado algunas

especies de bacterias lacticas frente a los compuestos fendlicos incluyendo los cambios en el
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metabolismo que se han asociado a la presencia de estos compuestos en los sustratos

vegetales.

1.5. METABOLISMO DE COMPUESTOS FENOLICOS EN BACTERIAS LACTICAS

Algunos microorganismos han desarrollado estrategias evolutivas para lograr
adaptarse a ambientes que presentan altas concentraciones de compuestos fenolicos. En
algunas ocasiones obtienen energia de estas sustancias y las utilizan como fuente de carbono
tanto en ambientes aerobios, donde el oxigeno es el aceptor final de electrones, como en
anaerobios, donde utilizan aceptores finales alternativos como los sulfatos, nitratos e iones de
hierro. En otras ocasiones sélo ocurre la transformacion de estos compuestos en otros menos
toxicos. Las rutas de biotransformacion de los compuestos fendlicos son muy variadas e
incluyen la actividad de monooxigenasas y dioxigenasas en ambientes aerébicos, o formacién
de benzoil-Coenzima A para su posterior reduccion si las condiciones son anaerébicas (Diaz,
2004).

La presencia de bacterias lacticas en sustratos vegetales con un alto contenido de
compuestos fenolicos refleja la capacidad que poseen estos microorganismos para destoxificar
o transformar estas sustancias. Los procesos metabdlicos de conversion que les permiten
dicha tolerancia y supervivencia, estan relacionados con una respuesta adaptativa al medio
ambiente que les confiere ventajas competitivas frente a otros grupos bacterianos. De esta
forma, ciertas especies de Lactobacillus son intrinsecamente mas tolerantes a los acidos
fendlicos cuando se comparan con E. coli o B. subtilis (Wells et al., 2005; Cueva 2010;
Sanchez-Maldonado et al., 2011).

Los estudios relacionados con el metabolismo de los compuestos fendlicos por las
BAL son escasos y se han realizado en O. oeni, P. pentosaceus y unas pocas especies de
Lactobacillus. Whiting y Carr (1957) describieron que durante el proceso de fermentacion de
la sidra se observaba la desaparicion del &cido clorogénico. El primer paso en la degradacion
de este acido se demostro empleando extractos celulares de Lactobacillus paracollinoides
(antiguamente denominado L. pastorianus var. quinicus) que hidrolizaron el é&cido
clorogénico en acido cafeico y quinico (Whiting y Carr, 1957). Mas tarde se describi6 que el
acido cafeico se metabolizaba a é&cido dihidrocafeico (acido propionico 3- [3-4-
dihidroxifenil]) y etil catecol (Whiting y Carr, 1959). L. paracollinoides también fue capaz de

reducir la cadena lateral de los acidos 3-hidroxicindmico y 3,4-dihidroxicindAmico y
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posteriormente descarboxilarlos a etil catecol y etil fenol. Whiting y Coggins (1971) también
describieron que en esta especie una reaccion de reduccion transformaba el quinato en
siquimato y dihidrosiquimato.

Alberto et al. (2004) describieron que L. hilgardii era capaz de degradar el acido
gélico y la catequina en medios de cultivo complejos. Las sustancias detectadas en los
sobrenadantes de los cultivos en presencia de acido gélico fueron pirogalol, catecol, los acidos
protocatéquico y p-hidroxibenzoico, alcohol p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido y el
propio galico; mientras que en los cultivos con catequina se detectaron acido gélico, pirogalol,
catecol, &cido p-hidroxibenzoico, acetovanillona, acido homovanilico y la propia catequina.
Se ha observado que O. oeni puede metabolizar antocianinas y otros fendlicos para producir
compuestos aromaticos con importancia en las caracteristicas finales del vino y que algunos
aromas son producidos por la hidrélisis de sustancias precursoras de glicoconjugados
mediante la accion de glicosidasas (Vivas et al., 1997; Boido et al., 2002; Ugliano et al, 2003;
Revel et al., 2005).

Bloem et al. (2007) estudiaron en diversas bacterias lacticas la produccion de vanillina
(también denominada vanilina o vainilla) a partir de fenoles simples y determinaron que las
cepas ensayadas no eran capaces de producir este compuesto cuando se afiadian eugenol,
isoeugenol o &cido vinilico como sustratos. Sin embargo, O. oeni y Lactobacillus sp.
metabolizaron el acido ferulico a vanillina con bajo rendimiento, mientras que las cepas de
Lactobacillus y Pediococcus lo transformaron en 4-vinil guayacol. En general todas las cepas
de BAL utilizadas redujeron la vanillina a su correspondiente alcohol vanillinico.

La produccion de fenoles volétiles se ha investigado en diversas especies de BAL. Se
ha descrito que L. brevis, L. plantarum y P. pentosaceus descarboxilan los acidos p-cumarico
y ferdlico para formar 4-vinil fenoles, en tanto que O. oeni solo sintetiza cantidades trazas de
estas sustancias (Cavin et al., 1993) y de las tres especies estudiadas, solo L. plantarum fue
capaz de producir 4-etil fenol (Chatonnet et al., 1995) (Figura 8). Beek y Priest (2000)
evaluaron la degradacion de los é&cidos p-cumarico y feralico en siete especies de
Lactobacillus aisladas durante la fermentacion de malta destinada a la elaboracion de whisky
en las cuales se habia demostrado la presencia del gen pdc que codifica la descarboxilasa de
los acidos fenolicos. L. crispatus H8, L.pentosus 128 y L. plantarum 72 descarboxilaron los
acidos p-cumarico y ferdlico; los resultados para L. brevis, L. fermentum y L. paracasei no
fueron concluyentes y L. hilgardii no presentd actividad. Couto et al. (2006) también
determinaron la capacidad de producir fenoles volatiles a partir de los &cidos p-cumarico y

fertlico en 20 especies de bacterias lacticas. Los resultados indicaron que solo L. brevis, L.
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collinoides y L. plantarum redujeron los vinil fenoles a etil fenoles. Las cepas de P.
pentosaceus sintetizaron 4-vinil fenol y O. oeni, L. hilgardii y L. mesenteroides no

metabolizaron el &cido p-cumarico.
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Figura 8. Produccion de fenoles volatiles en L. brevis, L. plantarum y P. pentosaceus.

Estudios posteriores mediante PCR describieron que en O. oeni, L. hilgardii y L.
mesenteroides no se detectd la amplificacion del fragmento esperado del gen pdc que codifica
la descarboxilasa del &cido p-cumarico, asi como tampoco se observo la degradacion de los
acidos hidroxicindmicos; por el contrario se corroboré la presencia del gen pdc en L. brevis y
se observd la produccién de 4-vinil fenol, 4-vinil-guayacol y 4-vinil catecol en cultivos
suplementados con 1 mM de los respectivos acidos hidroxicinamicos (de las Rivas et al.,
2009).

Curiel et al. (2010) estudiaron la degradacion de 15 acidos fendlicos, tanto derivados
de los &cidos cinamicos como benzoicos, en tres cepas de L. brevis que provenian de habitats
diferentes (vino, saliva humana y heces humanas). Contrariamente a lo descrito para otras
cepas de L. brevis (Cavin et al., 1993 y Couto et al., 2006), los tres aislados fueron incapaces
de producir los etil derivados producto de la reduccion de los vinil derivados correspondientes
a la descarboxilacion de los acidos p-cumarico, ferualico y cafeico (Figura 9). En este estudio

también se comprobo la imposibilidad de estas cepas de sintetizar 4-etil fenoles a partir de las
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formas reducidas de los &cidos hidroxicindmicos (acidos florético, hidroferdlico e
hidrocafeico, respectivamente). En cuanto a la transformacion de los &cidos gélico,
protocatéquico, benzoico, salicilico y vanillinico, se observo que las tres cepas de L. brevis
descarboxilaron los acidos galico y protocatéquico de forma equivalente produciendo
pirogalol o catecol, respectivamente, mientras que los &cidos restantes no se metabolizaron.
Estudios recientes describen que ciertas depas de Lactobacillus sintetizan casi
exclusivamente 4-vinil fenol en presencia de altos niveles de glucosa (20 g/L), mientras que a
concentraciones inferiores de 5 g/L se produce principalmente 4-etil fenol; de forma
equivalente un incremento en la concentracion de acido maélico también da lugar a la

formacion de 4-vinil fenol (Silva et al., 2011).

1.5.1. METABOLISMO DE COMPUESTOS FENOLICOS EN L. PLANTARUM

Una parte importante de las reacciones involucradas en la biotransformacion de los
compuestos fenolicos por la especie L. plantarum ain son desconocidas, asi como también los
mecanismos de activacidn o represion por azlcares, otros metabolitos secundarios y ciertas
variaciones en las condiciones del medio ambiente donde se desarrolla esta especie. En
estudios realizados por Whiting (1975) se describi6 que L. plantarum reducia el acido quinico
a los acidos carboxilico dihidroxiciclohexano y acético a través de una ruta metabdlica que
incluye 11 reacciones mediadas por enzimas inducibles. Por otra parte, también se describid
que en condiciones anaerobias de crecimiento, esta bacteria reducia el quinato y al mismo
tiempo oxidaba una porcidn del sustrato a catecol, en una ruta que incluye la participacion de
una deshidrogenasa NAD-dependiente y de una descarboxilasa del acido protocatéquico.

Ciafardini et al. (1994) y Marsilio et al. (1996) describieron la degradacion de la
oleuropeina por varias cepas de L. plantarum. Inicialmente la actividad de una B-glucosidasa
origina una aglicona que posteriormente, por la actividad de una esteresa, se transforma en
hidroxitirosol y &cido elenoico. Adicionalmente se ha descrito que la glucosa inhibe la
actividad pB-glucosidasa (Rozes y Peres, 1996; Marsilio y Lanza, 1998). Sestelo et al. (2004)
purificaron una proteina de L. plantarum que presenta actividad B-glucosidasa frente a
sustratos aril B-glucdsidos y disacéaridos que presentan uniones tipo B (“B-link”). Se ha
descrito la existencia de una region en el genoma de esta especie que codifica una posible
glucosidasa cuya expresion es regulada por ciertos tipos de estres abidticos como el pH y la
temperatura (Spano et al., 2005).
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Cavin et al. (1993) realizaron los primeros estudios sobre la biodegradacion de los
acidos fenolicos por L. plantarum. Posteriormente, se demostré que los acidos p-cumarico,
fertlico y cafeico se transforman por la accion de la enzima descarboxilasa de acidos
fenolicos (PAD) en sus 4-vinil derivados y luego éstos por la actividad de una reductasa, son
metabolizados a 4-etil fenol, 4-etil guayacol y 4-etil catecol, respectivamente (Cavin et al.,
1997a; Barthelmebs et al., 2000a; Landete et al., 2007; Rodriguez et al., 2008) (Figura 9).
Cavin et al. (1997a) purificaron y caracterizaron la PAD de L. plantarum estableciendo que se
trataba de una enzima inducible con afinidad por los acidos p-cumarico y cafeico, pero que no
exhibia actividad frente al &cido ferulico, lo que sugeria la posible existencia de dos
descarboxilasas (Cavin et al., 1997b). Mas tarde, Barthelmebs et al. (2000a) en sus estudios
con una cepa mutante que tenia interrumpido el gen que codifica la PAD (pdc) describieron
que el &cido p-cumarico se metabolizaba por la accion de una segunda descarboxilasa que se
inducia mejor frente al &cido ferdlico que al p-cumérico, lo que confirmaba la existencia de
otra descarboxilasa de los &cidos fendlicos. Sin embargo hasta hoy dia, la segunda
descarboxilasa de los acidos fendlicos permanece sin identificar.

Los estudios realizados en una cepa mutante que carece de la actividad PAD indicaron
que tenia una velocidad de crecimiento menor que la cepa silvestre o “wild type” (WT), en
presencia de los tres acidos hidroxicinamicos; lo que llevé a considerar que la sintesis de éstas
enzimas representaba una respuesta especifica frente al estrés quimico derivado de la
toxicidad de éstos acidos fendlicos (Gury et al., 2004).

Una ultima actividad descrita en L. plantarum que estd relacionada con el
metabolismo de los &cidos p-cumarico, ferdlico y cafeico es la biotransformacion de éstos
mediante una reductasa que da lugar a los acidos propionicos hidroxifenil e hidroxi-
metoxifenil derivados (HPPA) (Barthelmebs et al., 2000a; Rodriguez et al., 2008a) (Figura
9).

En cuanto a la degradacion de polifenoles, ciertas cepas de L. plantarum aisladas de
vinos y otros alimentos fermentados, asi como también de muestras colorrectales de algunos
mamiferos, presentan la capacidad de degradar taninos mediante una enzima con actividad
tanasa (Osawa et al., 2000; Nishitani y Osawa, 2003; Nishitani, et al., 2003; Vaquero et al.,
2004). Ayed y Hamdi (2002) determinaron las condiciones Optimas de concentracion de
glucosa y pH en las cuales la enzima tanasa de L. plantarum es activa. Posteriormente,
Iwamoto et al. (2008) identificaron el gen tanLpl que codifica esta enzima, la definieron
como una enzima tanin acil hidrolasa (TanLpl), la clonaron en E. coli y la purificaron y

caracterizaron. Rodriguez et al. (2008d) estudiaron la capacidad de L. plantarum CECT 748"
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para degradar taninos hidrolizables utilizando para ello tres &cidos tanicos comerciales y
concluyeron que la biotransformacion ocurre via una despolimerizacion de los taninos de alto
peso molecular y una reduccion de los de bajo peso. Cultivos de esta cepa fueron incapaces de
degradar acido tanico, sin embargo los estudios utilizando extractos libres de células si
presentaron actividad frente a los taninos (Rodriguez et al., 2008d). Como resultado de la
degradacion de los taninos, se ha descrito la formacion de acido galico y pirogalol.
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Figura 9. Posibles rutas metabolicas que participan en la degradacion de los acidos hidroxicinamicos.
Cuando R; (OH) y R, (H) los compuestos representados son el cido p-cumarico (A), 4-vinil fenol
(B), 4-etil fenol (C) y &cido florético (D). Cuando R; (OH) y R, (OH) los compuestos representados
son el acido cafeico (A), 4-vinil catecol (B), 4-etil catecol (C) y acido hidrocafeico (D). Cuando R;
(OH) y R, (OCHs,) los compuestos representados son el acido feralico (A), 4-vinil guayacol (B), 4-¢til
guayacol (C) y &cido hidroferulico (D).

Landete et al. (2007) describieron la degradacion del acido galico por L. plantarum
como una reaccién de descarboxilacién no oxidativa que da origen a pirogalol. Esta especie

también presenta la capacidad de degradar el acido protocatéquico a catecol y el galato de
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metilo a acido galico y pirogalol (Figura 10); sin embargo otros compuestos derivados del
acido benzoico como los &cidos p-hidroxibenzoico, gentisico, salicilico, veratrico, vanillinico
y siringico no son metabolizados por cepas de esta especie (Landete et al., 2007; Rodriguez
et al. 2008a). Recientemente se ha descrito la caracterizacion de la enzima responsable de la
descarboxilacion del &cido gélico en L. plantarum (Curiel, 2010; Jiménez et al., 2013).

En la tabla Il se presenta un resumen de los resultados de las investigaciones
realizadas sobre el metabolismo de los compuestos fendlicos en L. plantarum. Las
investigaciones demuestran que esta especie posee diversas habilidades metabolicas para
degradar un namero limitado (hasta el conocimiento actual) pero importante de compuestos
fendlicos. Hasta el presente, tan solo se han caracterizado genética y bioquimicamente la
enzima tanasa (TanLpl), la descarboxilasa del acido p-cumérico (PAD) y la galato

descarboxilasa.

0 _O
O.__OH OH
ﬁ CH,OH WCOZ OH
TANASA GALATO
HO OH (H,0) HO OH  pescarBOXILASA OH
OH OH
Galato de metilo Acido galico Pirogalol

Figura 10. Biotransformacion del galato de metilo por la enzima tanasa.
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Tabla I11. Metabolismo de compuestos fendlicos por Lactobacillus plantarum.

Sustrato Productos Enzimas implicadas Referencia

Acido galico Pirogalol Galato descarboxilasa Landete et al., 2007;
Rodriguez et al., 2008a;

Jiménez et al., 2013.

Acido protocatéquico Catecol Galato descarboxilasa Jiménez et al., 2013;

Acido benzoico

Acido p-hidroxibenzoico
Pirogalol

Galato de metilo

Acido salicilico

Acido siringico

Acido veratrico

Acido vanillinico

Acido cafeico

Acido feralico

Acido m-cumarico

Acido o-cumarico
Acido p-cumadrico

Acido clorogénico
Acido sinapinico
Acido florético
Acido elagico

Acido tanico

Oleuropeina

Acido quinico

Acido siquimico

No degradado
No degradado
No degradado

Acido galico
Pirogalol

No degradado
No degradado
No degradado
No degradado

4-vinil catecol
4-¢til catecol

Acido hidrocafeico

4-vinil guayacol
4-etil guayacol

Acido hidrofertlico

Acido 3-(3-hidroxifenil
propioénico
No degradado
4-vinil fenol
4-etil fenol

Acido florético

No degradado
No degradado
No degradado
No degradado

Acido gélico
Pirogalol
Oleuropeina aglicona
y glucosa
Hidroxitirosol y &cido
elenoico

Catecol

Catecol

Tanasa
Galato descarboxilasa

PAD?
Reductasa

Reductasa

PAD?
Reductasa

Reductasa
Reductasa

PAD?
Reductasa

Reductasa

Tanasa
Galato descarboxilasa

B-Glucosidasa

Esterasa

Landete et al., 2008;
Rodriguez et al., 2008a.

Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.

Landete et al., 2007;
Rodriguez et al., 2008.
Rodriguez et al., 2008.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.

Cavin et al., 1997a;
Cavin et al., 1997b;
Barthelmebs et al., 2000;
Rodriguez et al., 2008a.

Cavin et al., 1997a;
Cavin et al., 1997b;
Landete et al., 2007.

de las Rivas et al., 2009.

Rodriguez et al., 2008a.

Rodriguez et al., 2008a.
Cavin et al., 1997a;
Cavin et al., 1997b;
Landete et al., 2007;
Rodriguez et al., 2008a.
Barthelmebs et al., 2000.

Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.
Rodriguez et al., 2008a.

Osawa et al., 2000;
Rodriguez et al., 2008d.

Ciafardini et al., 1994;
Marsilio et al., 1996.
Marsilio y Lanza, 1998.

Whiting y Coggins, 1971,
Whiting 1975.

Whiting y Coggins, 1971,
Whiting 1975.

# Descarboxilasa de los acidos fenolicos (PAD)
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1.5.1.1. DEGRADACION DE TANINOS Y ACIDO GALICO: ENZIMAS Y GENES INVOLUCRADOS

Numerosas especies de hongos y bacterias son capaces de contrarrestar los efectos
toxicos de los taninos a traves de su degradacion y llegando en muchos casos a utilizarlos
como fuente de carbono y energia. Estudios realizados por Lewis y Starkey (1969) describen
la degradacion de taninos por hongos como Aspergillus niger o Penicillium sp. o por bacterias
como Achromobacter. Posteriormente se han ido reuniendo datos que permiten establecer que
la biotransformacién de los galotaninos procede a través de una ruta comdn mediada por la
enzima tanasa (EC.3.1.1.20) siendo esta una esterasa que cataliza la hidrdlisis de los enlaces
ésteres presentes en ésteres del acido galico como el galato de metilo o el &cido tanico, para
producir &cido galico (Lekha y Lonsane, 1997); el cual posteriormente se descarboxila
formando pirogalol por la accién de una enzima galato descarboxilasa (EC.4.1.1.59) (Figura
11). Si la degradacion procede via aerdbica, una dioxigenasa ocasiona la apertura del anillo
aromatico lo que lleva finalmente a la formacion de &cido propionico y piravico que se
incorpora al ciclo de Krebs (Kumar et al., 1999). En los casos en los que la transformacién
continda en condiciones de anaerobiosis, el pirogalol se puede degradar mediante la ruta del
fluoroglucinol o la del resorcinol (Brune et al., 1992). La formacion del pirogalol es la etapa
final en el caso de aquellas especies que no poseen la capacidad de abrir el anillo aromatico
(Odenyo et al., 2001; Chamkha et al., 2002). La enzima tanasa se ha descrito en plantas
(frutos, hojas, corteza), animales (en el intestino 0 mucus de rumiantes) y microorganismos,
siendo éstos ultimos los productores por excelencia de esta proteina (Lekha y Lonsane, 1997;
Nierenstein, 1930; Bhat et al., 1998).

La mayoria de los estudios relacionados con la produccion de tanasas se han realizado
en hongos siendo las especies A. niger, A. oryzae y A. awamori las principales productoras de
estas enzimas (Saxena et al., 1995). Barthomeuf et al. (1994) purificaron y caracterizaron la
enzima tanasa de A. niger indicando que se trata de una glicoproteina que contiene cerca de
un 43% de azucar. Noguchi et al. (2007) identificaron el gen que codifica la enzima tanasa de
Staphylococcus lugdunensis y a partir de éste se localizd en el genoma de L. plantarum
WCFSL1 el gen Ip_2956 que codifica una proteina (TanLpl) de 469 aminoacidos con un
28,8% de identidad respecto a la tanasa de S. lugdunensis (lwamoto et al., 2008). Se conoce
poco sobre la regulacion genética de la sintesis de las enzimas tanasas y la mayoria de los
datos de los que se dispone corresponden a estudios un tanto contradictorios realizados en

hongos, que describen desde una expresion constitutiva (Siegenthaler et al., 1997) hasta una
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induccidn controlada por sustrato o represion por catabolito (Bajpai y Patil, 1997; Banerjee et
al., 2001).

o] OH
HO i HO@—(O OQO O OH OH
HO@TO HO & ;&_C; o o ﬁGlucosa G$CO2 @OH
Stk

- / o OH oH — —
e TANASA GALATO
o . bc} Q o HO OH  bEscARBOXILASA CH
e OH
Q Q
HO o
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Acido tanico Acido galico Pirogalol

Figura 11. Metabolismo del acido tanico y del acido galico en L. plantarum.

Los genes involucrados en la actividad galato descarboxilasa en la especie L.
plantarum se identificaron recientemente como IpdB (Ip_0271), IpdC (Ip_2945) y lpdD
(Ip_0272) (Jiménez et al., 2013). Se han identificado y secuenciado los genes que codifican
otras enzimas descarboxilasas no oxidativas de acidos aroméaticos como la 4-hidroxibenzoato
descarboxilasa de Bacillus subtilis o la enzima vainillato descarboxilasa de Streptomyces sp.
D7. Estos genes se presentan agrupados en operones, presentando similitud con otros genes
bacterianos que codifican proteinas anotadas como posibles descarboxilasas del acido 3-
octaprenil-4-hidroxibenzoico, similares a las enzimas UbiD o UbiX de E. coli (Zhang y Javor,
2003; Lupa et al., 2005). L. plantarum es la Unica bacteria donde el gen IpdC esta separado en
el cromosoma de los genes IpdB y IpdD (Figura 13).

A partir de extractos de células de E. coli que expresan cada uno de los tres genes por
separado, se demostr6 que solo se requiere LpdC para producir la actividad galato
desacarboxilasa; sin embargo, la interrupcion de estos genes en L. plantarum indico que los
productos de los genes IpdB y IpdC son esenciales para la degradacion del acido galico a
pirogalol. Se ha descrito que la proteina LpdC (Lp_2945) actla sobre el acido galico y el

acido protocatéquico (Jiménez et al., 2013) y estudios preliminares indican que la regulacion
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genética de los genes que codifican la actividad galato descarboxilasa es inducible por
sustrato y que el &cido gélico y protocatéquico incrementan el nivel de expresion de los genes
IpdB y IpdC (Curiel, 2010).

Enterobacter cloacae ATCC 13047 |:>I:><:Iﬁﬂ]lﬂll}ﬁ<::l—<:l
Pantoea ananatis LMG20103 @@-@W
Bacillus subtilis BSn5 @ﬁmﬂ]ﬂj}ﬁm
Streptomyces sp. e14 E><:@Dﬂ]]]:])§-[>—l:l'>

Sedimentibacter hydroxybenzoicus E>C>1::>-D]]]I[:])ﬂ:>—@
Clostridium sp. D5 O g )
Olsenella uli DSM 7088 [, >—{—)-IMPET— )

Oenococcus oeni PSU-1 |::>®-III]]I[:])@Q-I:>EN]

Lactobacillus brevis ATCC 367 b@%ﬂﬂﬂj}m
Enterococcus faecium DO i::)i::)—(::l—ﬂ]]]]]:l}ﬁﬁ—(::l@
Lactobacillus rhamnosus HN0OO1 |:>-I:>:>—|]]]]ED>®:>€29§<]

Streptococcus gallolyticus UCN34 M@Dﬂﬂi}@-{:ﬂ
Lactobacillus plantarum WCFs1 (<m0 KK I HIIm -
1Mb

Tanasa

Ip_2945 O

Ip 0272 ©
Ip_0271 @
Ip_2956

Figura 13. Organizacién genética de los genes involucrados en la actividad galato descarboxilasa en
L. plantarum WCFS1 y su comparacion con otras especies.

1.5.1.2. DEGRADACION DEL ACIDO P-CUMARICO Y OTROS ACIDOS HIDROXICINAMICOS: ENZIMAS

Y GENES INVOLUCRADOS

Los resultados de diversos estudios indican que los &cidos fenolicos pueden ser
transformados a fenoles volatiles a traves de dos rutas metabdlicas: i) la descarboxilacion para
formar los 4-vinil fenol derivados seguida de la reduccién de éstos para formar los 4-etil fenol
derivados (Figura 14), y ii) pueden ser primero reducidos a sus acidos propiénicos fenil

substituidos para luego descarboxilarse en sus 4-etil derivados, aunque ésta Ultima via no se
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ha demostrado bioquimicamente (Barthelmebs et al., 2000a; Curiel et al., 2010). L. plantarum
presenta una enzima descarboxilasa del &cido p-cumarico (PAD) que es inducible por sustrato
y esta codificada por el gen pdc. Estudios realizados con la cepa LPCHL2 indicaron que la
proteina PAD producida en forma recombinante en células de E. coli posee 174 aminoacidos
y una alta especificidad por los acidos p-cumarico y cafeico, aunque no por el &cido ferulico
(Cavin et al., 1997b). Posteriormente, Rodriguez et al. (2008b) sobreexpresaron, purificaron y
caracterizaron la PAD de L. plantarum 748" y evaluaron su afinidad y actividad frente a estos
tres &cidos hidroxicinanicos. Los resultados indican que los tres acidos se descarboxilan a sus
correspondientes 4-vinil derivados aunque la velocidad de degradacion y afinidad por los dos
primeros acidos fue superior. Estas diferencias se atribuyen a las diferencias entre ambas
proteinas en su tamafio (178 residuos frente a 174) y en la secuencia de aminoacidos de su
extremo C-terminal. Por su parte, el gen pdc que codifica la enzima PAD en las cepas 748"
(ATCC 14917) y WCFS1 (NCIMB8826; ATCC BAA-793) presenta una elevada similitud.
Estudios de cristalizacion han permitido establecer que la PAD es una enzima homodimérica,
carente de cofactores, en la que cada subunidad de 178 residuos tiene un dominio Unico y su
plegamiento estd basado en dos laminas B formando un B-“sandwich” central que adopta
topologia de barril para generar una cavidad anfipatica tapizada internamente tanto por
residuos hidrofobicos (aromaticos) como polares que es el sitio de union para el sustrato
(Rodriguez et al., 2010).

HO._O
CH, CHs
= =
Gﬁco2
— —
PAD REDUCTASA
ESCARBOXILASA )
OH OH

Acido p-cumarico 4-Vinil fenol 4-Etil fenol

Figura 14. Metabolismo del acido p-cumarico en L. plantarum.
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La expresion del gen pdc se induce en presencia de los acidos p-cumarico, cafeico y
feralico (Cavin et al., 1997a). En P. pentosaceus se describio la existencia del gen padR,
organizado en un operon bicistrénico que se autoregula, que es el represor transcripcional del
gen padA (descarboxilasa de los &cidos fendlicos) en esta especie (Barthelmebs et al., 2000b).
En L. plantarum existe una organizacion genética idéntica, donde el gen padR codifica una
proteina PadR que reprime la transcripcién del gen pdc y se localiza adyacente pero en
direccion divergente a éste (Figura 15). En relacion a esta represion, se ha descrito que la

delecion del gen padR ocasiona la sobreexpresion constitutiva del gen pdc (Gury et al., 2004).

UspA PadR PAD

Lactobacillus plantarum WCFS1 < %—M—@@—(ﬁ&:

Ip_3663
Ip_3664
Ip_3665

Figura 15. Organizacion genética de los genes involucrados en la actividad PAD descarboxilasa en
L. plantarum WCFSL.

El conocimiento del metabolismo de los compuestos fenolicos en L. plantarum y los
mecanismos que lo regulan es de gran interés para la investigacién en tecnologia de alimentos
ya que la disponibilidad de estas enzimas podria facilitar su uso como aditivos estabilizantes o
como catalizadores en la obtencion de sustancias aromatizantes, antioxidantes o de alto valor
afiadido.

Se ha sugerido que las reacciones de transformacion en las que participan las enzimas
galato descarboxilasa y la PAD descarboxilasa representan una respuesta especifica frente al
estrés derivado de la presencia de algunos acidos fendlicos. Sin embargo, el grado de
toxicidad de los acidos galico y protocatéquico, parece ser menor que el de acidos como el p-
cumarico, feralico y tanico y podrian ser un reflejo de las diferencias en su naturaleza quimica
y estructural que se derivan del nimero y tipo de substituciones en los carbonos que forman
parte del anillo fendlico central, asi como también de su asociacion con otras moléculas.

La realizacion de estudios transcriptdbmicos a escala global permite ampliar nuestro
conocimiento sobre los mecanismos de adaptacion y tolerancia que utiliza la especie L.
plantarum en presencia de los compuestos fendlicos y que podrian representar una ventaja
competitiva frente al resto de la microbiota que cohabita en los ambientes donde ella se

desarrolla.
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OBJETIVOS

Los compuestos fendlicos son importantes metabolitos secundarios de las plantas que
poseen propiedades antioxidantes y previenen los fendmenos de oxidacion asociados a la
presencia de radicales libres o sustancias oxidantes, sin embargo pueden desempefiar un doble
papel en donde a bajas concentraciones presentan efectos positivos, mientras que en
cantidades elevadas podrian desencadenar efectos negativos de estrés general por su accion
pro-oxidante, asi como también, estar relacionados con procesos antinutricionales por la
precipitacion de proteinas y otras sustancias. Los acidos fendlicos representan cerca de un
tercio del total de los compuestos fenolicos presentes en las plantas y numerosos estudios han
evaluado su influencia en el crecimiento de diversas especies de microorganismos
determinado diferencias importantes. Por otro lado, las bacterias lacticas forman parte de la
microbiota autoctona de los alimentos de origen vegetal y se ha descrito que algunas especies
de Lactobacillus poseen rutas metabolicas que les permiten adaptarse a la presencia de los
compuestos fendlicos. En la actualidad se dispone de escasa informacion en la especie modelo
L. plantarum y aunque se han descrito dos actividades descarboxilasas, una que actla sobre
los &cidos hidroxibenzoicos y otra sobre los acidos hidroxicinamicos, se desconocen las redes
de regulacién y los mecanismos de respuesta que a escala global despliega esta bacteria para
resistir y sobrevivir a la presencia de estos acidos fendlicos, en los diferentes ambientes donde
se desarrolla incluido el TGI. Por ello, este estudio pretende evaluar mediante micromatrices
de ADNCc la respuesta transcriptomica de L. plantarum WCFS1 frente al acido galico, como
representante de los acidos hidroxibenzoicos, que adicionalmente forma parte constituyente
de otros compuestos como los taninos y se ha descrito que no afecta el crecimiento de algunas
especies de lactobacilos; y el &cido p-cumarico, como representante de los acidos
hidroxicinamicos, que normalmente se presenta formando complejos y se ha descrito entre los
compuestos fenolicos con mayor accién antibacteriana. Teniendo en cuenta estos antecedentes

en esta memoria se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto que los acidos galico y p-cumarico ejercen sobre el crecimiento de
L. plantarum WCFS1 y determinar las concentraciones minimas inhibitorias de cada
compuesto en las mismas condiciones de cultivo empleadas para la extraccion del

ARN que sera destinado al analisis mediante micromatrices de ADNCc.

2. Investigar la expresion génica global de L. plantarum WCFS1 en respuesta a la
presencia de los acidos galico y p-cumarico mediante analisis de micromatrices de

ADNCc y validar los resultados por PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR).
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Interpretar la respuesta transcriptomica de L. plantarum WCFS1 en presencia de los
acidos galico y p-cumarico para establecer los posibles mecanismos de tolerancia y
adaptacion que esta bacteria utiliza frente a compuestos fendlicos que de forma natural

se encuentran en sustratos vegetales y son comunes en la dieta humana.

Determinar el efecto que produce la presencia de los acidos galico o p-cumarico en el
crecimiento de cepas de L. plantarum WCFS1 que carecen de la actividad galato

descarboxilasa y PAD descarboxilasa respectivamente.
Analizar mediante RT-gPCR los cambios en el patron de regulacion transcripcional de

los principales genes implicados en la respuesta a ambos acidos fendlicos en cepas

mutantes que carece de la actividad descarboxilasa correspondiente.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

La expresion genica global en presencia de los compuestos fendlicos se ha estudiado
en la cepa Lactobacillus plantarum WCFS1, cedida por el Dr. Michiel Kleerebezem (N1ZO
Food Research, Holanda). Esta cepa proviene de una unica colonia aislada de un cultivo de L.
plantarum NCIMB 8826 (Hayward 3A o ATCC BAA-793) que previamente fue aislado de
saliva humana. Las cepas DH5a y DH10B de Escherichia coli se utilizaron para la
preparacion de células competentes y su posterior transformacion con los plasmidos derivados
de pUCE191. Las cepas bacterianas, los mutantes derivados de L. plantarum WCFS1 y los

plasmidos utilizados en este estudio se describen en la tabla V.

Tabla V. Bacterias y plasmidos utilizados en este estudio.

Bacteria o plasmido Genotipo/Fenotipo relevante® Referencia/Origen
Bacteria
Escherichia coli
DH5a F ¢80dlacZ4M15 A(laclZYA-argF) recAl gyrA endAl Clontech
relAl supE44 hsdR17 Hanahan, 1983
DH10B F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dlacZ4M15

AlacX74 endAl recAl deoR A(ara,leu)7697 araD139
galU galK nupG rpsL A’
Lactobacillus plantarum

WCFS1 (NCIMB" 8826)  Cepa “wild type” Dr. Kleerebezem
WCFS1Alp 1424 derivada de WCFS1; Alp 1424 Este estudio
WCFS1Alp 1425 derivada de WCFS1; 4lp_1425 Este estudio
WCFS1Alp 1426 derivada de WCFS1; 4lp_1426 Este estudio
WCFS1AlpdC (Ip_2945)  derivada de WCFSL1; AlpdC Jiménez et al., 2013
WCFS1AIlp_2942 derivada de WCFS1; Alp_2942 Jiménez et al., 2013
WCFS1Apad (Ip_3665)  derivada de WCFS1; 4pad Este estudio
Plasmidos
pUCE191 Vector integrado en L. plantarum, derivado de pUC19, Arrecubieta et al.,
Amp', Em’ 1995
pUCE191-1p1424 pUCE191 con un fragmento interno de Ip_1424 Este estudio
pUCE191-1p1425 pUCE191 con un fragmento interno de Ip_1425 Este estudio
pUCE191-1p1426 pUCE191 con un fragmento interno de Ip_1426 Este estudio
pUCE191-IpdC pUCE191 con un fragmento interno de Ip_2945 Curiel, 2010
pUCE191-IpdB pUCE191 con un fragmento interno de Ip_0271 Jiménez et al., 2013
pUCE191-lpdD pUCE191 con un fragmento interno de Ip_0272 Jiménez et al., 2013
pUCE191-pad pUCE191 con un fragmento interno de Ip_3665 Este estudio

& Amp', ampicilina resistente; Em', eritromicina resistente.
® NCIMB, National Collections of Industrial, Marine and Food Bacteria, Scotland, UK
(http://www.ncimb.co.uk)

Los oligonucleétidos sintetizados por Eurofins MWG / Operon Synthesis GmbH
(Tabla V), se reconstituyeron con tampén TE y diluyeron a una concentracion de 1-5 uM en

agua de biologia molecular (Sigma).
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3.2. MEDIOS, CONDICIONES DE CULTIVO Y ESTUDIOS DEL CRECIMIENTO

Las cepas se conservaron congeladas a -80 °C en medio de cultivo al que se le afiadid
en proporcion 1:3 una solucion esteril de glicerol al 50%. En el momento de su uso, se
descongelaron y se cultivaron en los medios correspondientes.

Tanto para extraer el ADN o el ARN de L. plantarum, las cepas se descongelaron y
cultivaron en medio MRS (Pronadisa, Espafia) a 30 °C y sin agitacion. A este medio se le
incorpord agar al 1,5% cuando se requirié trabajar en medio sélido. Las cepas de E. coli se
cultivaron a 37 °C en medio LB (Sambrook et al., 1989), afiadiendo agar en las condiciones
descritas en el parrafo anterior para el cultivo en solido. La concentracion final de los
antibidticos empleados para el cultivo de las cepas de E. coli resistentes fue de 100 ug/ml de
ampicilina. En el caso de L. plantarum se emplearon 10 pug/ml de eritromicina y 100 ug/ml de
lincomicina.

La degradacion de los compuestos fenolicos se estudio cultivando las bacterias en el
medio basal RPM derivado del descrito por Rozés y Peres (1998) y adicionado con el
compuesto a estudiar a una concentracion de 1,5 mM. La composicion del medio Rozes y
Peres es: 0,5 g/L de citrato dihidratado tri-sodio, 5 ¢g/L de acido malico, 1 ¢g/L de
casaminodcidos, 6,7 g/L de base nitrégeno de levadura sin aminoacidos, y 2g/L de glucosa;
pH 5,5. Este medio fue modificado reemplazando la glucosa por galactosa (medio RPM) con
la finalidad de evitar una posible represién por catabolito (Landete et al., 2008). La galactosa
se esterilizo por filtracion a través de 0,20 um y se afiadio posteriormente al resto del medio

ya esterilizado. La incubacion se realizé a 30 °C sin agitacion durante 10 dias.

3.2.1. EFECTO DE LOS ACIDOS GALICO Y P-CUMARICO EN EL CRECIMIENTO DE L.

PLANTARUM. CALCULO DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC)

El efecto de los acidos galico y p-cumarico en el crecimiento de L. plantarum WCFS1
se evaluo determinando la concentracion minima inhibitoria (MIC) en medio de cultivo
liguido MRS al que se le afiade el compuesto fendlico a concentraciones crecientes y
empleando como control positivo un cultivo sin adicion del compuesto en un volumen total de
10 ml. Las concentraciones finales ensayadas fueron 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,5; 25; 50 y 100
mM para el acido galico y 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 y 40 mM para el caso del acido p-

cumarico.
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Tabla V. Oligonucle6tidos utilizados en este estudio.

Nombre Secuencia (5" —3")? Fragmento amplificado/Estrategia de clonaje
274 CATCATGGTGACGATGACGATAAGATGACA Amplificacion con 1224 de un fragmento de ADN
AAAACTTTTAAA de 402-pb para corroborar la insercion correcta de
pUCE191-pad en el cromosoma de L. plantarum
WCFS1
275 AAGCTTAGTTAGCTATTATGCGTATTACTTA Amplifica con 274 el gen completo Ip_3665 de
TTTAAACGATGGTAGTTT 537-pb cuando no es efectiva la interrupcién del gen
387 CATCATGGTGACGAGACGATAAGATGGCAGAACAA  Amplifica con 387 el gen completo Ip_2945 de
CCATGG 1500-pb cuando no es efectiva la interrupcion del
gen
388 AAGCTTAGTTAGCTATTATGCGTATTACTTCAAATA  Amplificacion con 1224 de un fragmento de ADN
CTTCTCCCAGTCA de 1086-pb para corroborar la insercion correcta de
pUCE191-lpdC en el cromosoma de L. plantarum
WCFS1
469 GTGGTACCACCAACGAATACGCCCCAAG Amplifican un fragmento interno de 380-pb del gen
470 TATCTAGAACGCGCAATCGCCTTTTCATC Ip_2945que fue digerido con Kpnl/Xbal y clonado
en el plasmido pUCE191 previamente digerido con
Kpnl/Xbal para generar pUCE191-IpdC
556 TGGGTACCTGATCAAAAAGCTGACATCGTCATG  Amplifican un fragmento interno de 218-pb del gen
557 TCTCTAGACTGTTCCATTAAATCGATGTG Ip_3665 que fue digerido con Kpnl/Xbal y clonado
en el plasmido pUCE191 previamente digerido con
Kpnl/Xbal para generar pUCE191-pad
585 AATACGAGTGGTACGCCAAGAAC Amplifican un fragmento de 60-pb del gen
586 CCATCCCACCGTGGATTC Ip_3665 por gPCR
591 GGAGCGTCCGGTACGATTT Amplifican un fragmento de 57-pb del gen
592 TGGCCGCTGATGTAACTTTTC Ip_0271 por qPCR
593 CAACGGCGCCAATTCTG Amplifican un fragmento de 55-pb del gen
594 GCCGGTCCTGGCAAATAA Ip_2956 por qPCR
597 GGGTAATCGGCCACATTGG Amplifican un fragmento de 57-pb del gen
598 CTGCTGCCTCCCGTAGGA ARNTr 16S usado en los ensayos de qPCR®
628 GGACAGGACGCAGCAAAGA Amplifican un fragmento de 57-pb del gen
629 GATGCCCAAACGCGATTT Ip_2943 por gPCR
634 GGTGGGACCAATCCCCATA Amplifican un fragmento de 56-pb del gen
635 GGAACCGTGCTGGCAGTT Ip_0272 por gPCR
697 CAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAAC Amplifican un fragmento de 803-pb del gen que
GAGAAAAATATAAAACACA confiere resistencia a eritromicina de pUCE191
698 ATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACTTATT
AAATAATTTATAGCTATT
910 CTGGTGCTGCTAAGGCTCTTG Amplifican un fragmento de 67-pb del gen gapB
911 TGTGCATGGCCTTGTAATTTACC usado en los ensayos de qPCR"
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Nombre Secuencia (5" —3")* Fragmento amplificado/Estrategia de clonaje

912 TCCGGAAGCAGTCGTCAAG Amplifican un fragmento de 53-pb del gen dnaG

913 TCGCCGGCAAGTCAATGT usado en los ensayos de qPCR"

914 CCCGACAGCAACGTCTTCA Amplifican un fragmento de 60-pb del gen gyrA

915 GGCAGCTGGCGTTTGTTT usado en los ensayos de gPCR®

916 CGGATCCGCCAAATCG Amplifican un fragmento de 53-pb del gen rpoD

917 CGTGATGGGTGGCGTAACTT usado en los ensayos de qPCR"

918 AACCGCGACAATGTTTTGATT Amplifican un fragmento de 62-pb del gen IdhD

919 TTGTGAACGGCAGTTTCAGTGT usado en los ensayos de qPCR"

920 CCCGGGTCGCTGCTAAG Amplifican un fragmento de 57-pb del gen gyrB

921 TTTCCAAGCCACTCTTTTTTCG usado en los ensayos de gPCR®

922 CGGCGGGCAGAACAGAT Amplifican un fragmento de 57-pb del gen recA

923 GATCCGGACACGGTTACCAA usado en los ensayos de gPCR®

924 GGGTGTGCCTTCTCGTATGAA Amplifican un fragmento de 59-pb del gen rpoB

925 CAGCCATCCCCAAATGCA usado en los ensayos de qPCR"

926 CGCCGAAGAAATGCCAAA Amplifican un fragmento de 60-pb del gen ddl

927 GTCAGGTTCTTGATGGGAGCTAA usado en los ensayos de gPCR"

934 TCAGTGGCGAAAAACTTGAAAA Amplifica un fragmento de 61-pb del gen Ip_3664

935 AACAGCTGCCGACCAGTTG por qPCR fuera del area de interrupcion

936 GCAGAACAACGAGGCGTTAAT Amplifica un fragmento de 59-pb del gen Ip_3663

937 TCCACATCACCGCCTTCAT por qPCR fuera del area de interrupcion

938 GAAGGTGCCGATGCCAATA Amplifican un fragmento de 59-pb del gen Ip_1261

939 TTTTCAGCAGCGACCATGTC por gPCR

940 GGCATGGTCGGCAGTATCAT Amplifican un fragmento de 58-pb del gen Ip_0349

941 TTGTGCGATTAACGGCTTTG por gPCR

942 TGAGCGTCATACTGGCACCTT Amplifican un fragmento de 56-pb del gen Ip_0129

943 TCGCCGCAACGTTTGG por gPCR

944 TCGCAGGTATGGTCGCAAT Amplifican un fragmento de 58-pb del gen Ip_2799

945 AACAGAATCCCCATGGCAAA por gPCR

946 GCAAGGTAAGCGCCCAACT Amplifican un fragmento de 63-pb del gen Ip_1036

947 CCACCATGAGGGTGATCGTT por gPCR

995 CCTGACCGGTTCGAGTGTTAG Amplifican un fragmento de 59-pb del gen

996 CATCATGGCCCAGAAAATGAC Ip_2940 por gPCR

1051 GGGGTACCAACCAGCTTATATGA Amplifican un fragmento interno de 376-pb del gen

1052 GCTCTAGATGAAAGTCGGTGATCCAA Ip_1426 que fue digerido con Kpnl/Xbal y clonado
en el plasmido pUCE191 previamente digerido con
Kpnl/Xbal para generar pUCE191-1p1426

1150 GCGGAATCATCCGTTGGA Amplifican un fragmento de 58-pb del gen

1151 ACGAATCGACTTTGGATCATATTG Ip_2945 por gPCR fuera del area de interrupcién
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Nombre Secuencia (5" —3")* Fragmento amplificado/Estrategia de clonaje

1152 ACTCGGTGCCCAAATTATTCC Amplifican un fragmento de 61-pb del gen

1153 CTGAATGGATTGCGGATGATT Ip_0271 por qPCR fuera del area de interrupcion

1154 GGCACCAATGACGGATGAC Amplifican un fragmento de 57-pb del gen

1155 GGATGGGCCTGTAACCAGCTA Ip_0272 por gPCR fuera del area de interrupcién

1222 CACTGGTGATGCCAAATATTGAA Amplifican un fragmento de 65-pb del gen

1223 GCCCTGATCATCAAAAGCTTGT Ip_1424 por gPCR fuera del area de interrupcién

1224 TCAAGCCGTTGTCCTAGAAAAAT Amplifican un fragmento de 58-pb del gen Ip_1425

1225 CCCAGCGCGAACGGTAT por gPCR fuera del area de interrupcion

1226 TGACATCGACTGGCCCAAT Amplifican un fragmento de 56-pb del gen

1227 TGCCCTTTGTCAATGCTTCA Ip_1426 por qPCR fuera del area de interrupcion

1243 ATGCAAAAACTAATGCCAGTC Amplificacion con 1233 de un fragmento de ADN
de 508-pb para corroborar la insercion correcta de
pUCE191-1p1426 en el cromosoma de L. plantarum
WCFS1

1325 AATACGAGTGGTACGCCAAGAAC Amplifican un fragmento de 60-pb del gen Ip_3665

1326 CCATCCCACCGTGGATTC por qPCR fuera del area de interrupcion

1224 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA 24-mer F (-47) para secuenciar
pUCE19/ pUCE191 (Biolabs)

1233 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 24-mer R (-48) para secuenciar

pUCE19/pUCE191(Biolabs)

# Los sitios de corte para las enzimas de restriccion se presentan subrayados
® genes evaluados como posibles controles endégenos para los ensayos de RT-qPCR relativa

El in6culo (1%) se prepar6 a partir de las cepas mantenidas a -80°C y activadas en medio
MRS liquido mediante dos pases consecutivos a 30 °C durante toda la noche sin agitacion. Se
incluyd un control negativo para cada concentracion en el cual se afiadié el compuesto pero
no se adiciond indculo.

La solucion a partir de la cual se realizaron las diluciones seriadas se prepar6 en
presencia de etanol para el caso del acido p-cumarico por lo que se realiz6 un ensayo control
en el cual se evalud el efecto en el crecimiento de la presencia de etanol a concentraciones
crecientes de 0,7; 1,4; 2,8 y 5,5%. Tanto la solucién de acido galico como de p-cumarico se
filtraron a través de un un filtro Millipore de 0,2 um antes de afiadirlas al medio de ensayo
esterilizado previamente.

Los tubos se incubaron a 30 °C y se registrd la ausencia/presencia de crecimiento a las
24 y 48 horas. La concentracién minima inhibitoria (MIC) se definié como la concentracion
mas baja del compuesto a la cual no se observé crecimiento. Cada concentracion fue ensayada

por triplicado.
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3.2.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS MUTANTES VS. LA CEPA SILVESTRE (“WILD

TYPE”) DE L. PLANTARUM WCFS1

El efecto de los &cidos galico y p-cumarico fue evaluado estudiando el crecimiento de
cepas mutantes de L. plantarum WCFS1 a las cuales se les interrumpieron por recombinacion
homologa (ver punto 3.3.9.) los genes Ip_2945 (IpdC) o Ip_3665 (pdc) relacionados con el
metabolismo de los compuestos fenolicos estudiados. Para ello se prepararon cultivos por
triplicado en 50 ml de medio MRS liquido sin suplementar con antibidticos al cual se
adiciond el inéculo a razén de 0,01%. Este indculo se obtuvo a partir de las cepas
mantenidas a -80 °C realizando la activacion de igual forma a lo descrito en el punto 3.2.1. y
en presencia de los antibidticos correspondientes (10 ug/ml de eritromicina y 100 pg/ml de
lincomicina). Los estudios se realizaron comparando el crecimiento de los mutantes con
respecto a la cepa silvestre (WT). El incremento en la biomasa en el tiempo se monitoreo
midiendo la densidad 6ptica a 600 nm en un espectrofotometro BOECO S-22 UV/VIS
(Boeckel &Co.) durante 12 horas, cada hora las primeras 5 y cada 30 minutos en el periodo
restante. Se realizaron mediciones adicionales a las 24 horas.

A los datos obtenidos se les aplicd un analisis de correlacion exponencial con la
finalidad de ajustar el crecimiento bacteriano a un modelo matematico y poder comparar los
cambios en la velocidad de crecimiento. Los datos se ajustaron a la ecuacion vy = M * g™
donde, v es el incremento de la biomasa, M es la biomasa inicial, r es la tasa de crecimiento
instantaneo, x el tiempo t y E la constante del modelo matematico, = 2,71828) y los
coeficientes de correlacién R? se calcularon para cada caso en un modelo sencillo cuya
finalidad se centrd en la comparacién del comportamiento de la poblacidn de células silvestres
vs. el comportamiento de las células mutantes, mas que en la validacion o estimacion de un
modelo predictivo matematico (Valbuena et al., 2005; Reveron et al., 2009; Buzrul, 2009). La
cepa mutante WCFS1AIlp_1426 se us6 como control de la mutacion en los estudios del efecto
del &cido galico, mientras que en presencia de acido p-cumarico se empled el mutante
WCFS1AIlp 2942, debido a que los genes Ip 1426 y Ip_2942 no estan relacionados con la
degradacion de cada compuesto respectivamente.

Para observar la evolucion del crecimiento y validar la presencia de la mutacion a lo
largo de todo el tiempo de experimentacion se tomaron aliocutas en condiciones estériles a las
0,1, 2, 3,4 y5 horas, posteriormente cada 30 min hasta las 12, y a las 24 horas de incubacion.

Para cada alicuota se realizd el recuento de bacterias viables realizando las diluciones
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requeridas y plaqueando en medio MRS agar con y sin antibioticos afiadidos. Las placas se
incubaron a 30 °C durante 48 horas y se compard el recuento de colonias entre los dos grupos.
En las cepas mutantes, un recuento equivalente entre las colonias crecidas en agar con

antibidtico y sin antibidticos indicé que la mutacion no revertio durante el estudio.

3.3. TECNICAS DE ADN

3.3.1. EXTRACCION DEL ADN BACTERIANO

El ADN cromosémico se extrajo a partir de bacterias cultivadas en 10 ml de medio
MRS liquido a 30 °C sin agitacion. EIl cultivo se centrifugd a 2700 x g durante 15 min a
temperatura ambiente y las células sedimentadas se lavaron en 500 ul de TES (10 mM Tris-
HCI pH 8,0, ImM EDTA, 100 mM NaCl). El sedimento se resuspendié en 600 ul de TE (10
mM Tris-HCI pH 8,0, 1ImM EDTA) conteniendo 10 mg/ml de lisozima (Sigma) y se incub6
durante 30 min a 37 °C en bafio de agua. Posteriormente se afiadieron 70 ul de una solucion
de SDS al 10% y 10 ul de proteinasa K (20 mg/ml) (Sigma) y se agitdé suavemente por
inversion manual. Después de la lisis, el ADN se purificO mediante dos extracciones con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una extraccion con cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). En cada extraccion las fases se separaron mediante centrifugacion a 16090
g durante 15 min en microcentrifuga Universal 32 R (Hettich). La fase superior se separé y se
le afladié NaCl 5 M en proporcion 1:25. Seguidamente se afiadieron dos volimenes de etanol
99% frio (-20 °C) para precipitar el ADN cromosomico (Vaquero et al., 2004). El precipitado
se lavd con una solucién de etanol al 70% y se dejé secar a temperatura ambiente. Por tltimo
el ADN seco se disolvié en tampon TE (Sambrook et al., 1989) y se almacen¢ a -20 °C. El
ADN asi obtenido se utilizé para amplificar los fragmentos de los genes de interés mediante
PCR.

3.3.2. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE ADN MEDIANTE PCR
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo empleando los reactivos
suministrados por Applied Biosystems (Roche), exceptuando los oligonucleétidos que fueron

sintetizaron por Eurofins MWG GmbH y los deoxinucledtidos trifosfato (ANTPsS) que se

adquirieron a Amersham Pharmacia Biotech.
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Las reacciones de amplificacion se prepararon en un volumen final de 25 o 50 pl

d™ a una concentracion

conteniendo la enzima ADN polimerasa termoestable AmpliTaqgGol
en la mezcla final de 0,025 U/ul (Applied Biosystems, Roche) o Pfu Turbo®, a una
concentracion final de 0,05 U/ul (Stratagene), segun las instrucciones de fabricante. La
mezcla de reaccion para la primera enzima contenia MgCl, 2 mM y el tampon Tris-HCI 10
mM, pH 8,3, 50 mM KCI (1X). Cuando se utiliz6 la polimerasa PfuTurbo® la mezcla de
reaccion consistié en MgSQO4 2 mM, tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8,8, 50 mM KCI, 10 mmM
(NH4)2S0Oq4, Triton X-100 0,1% con albumina de suero bovino (BSA) 0,1 mg/ml libre de
nucleasas. En ambos casos se empled una mezcla de dNTPs a una concentracion final de 0,25
mM de cada uno de ellos en la reaccion y los oligonucledtidos a una concentracion final de 1
uM. La cantidad del ADN molde empleada fue de aproximadamente 10 ng. La amplificacion
se realizé indistintamente en dos termocicladores: Eppendorf Mastercycler personal 5332 o
Eppendorf Mastercycler gradient 5331 (Eppendorf AG). Las reacciones consistieron en 30
ciclos de tres fases cada uno: desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 1 min; seguido de
una fase de hibridacién de 1 min a 50-52 °C (dependiendo de los oligonucleétidos utilizados)
y una fase de elongacién o sintesis de ADN realizada a 72 °C para la AmpliTaqGold™ y a 68
°C para la polimerasa Pfu Turbo® durante un tiempo proporcional al tamafio del fragmento a
amplificar. Finalmente se aplico una temperatura de 72 °C durante 10 min para garantizar la
sintesis completa de cada copia. En la reaccion realizada con la ADN polimerasa
AmpliTagqGold™ se introdujo una etapa previa de 95 °C durante 10 min para su activacion

puesto que esta enzima se suministra en estado inactivo.
3.3.3. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

La separacién de los fragmentos de ADN amplificados por PCR se realizd en funcién
de su tamafio, mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,7% (fragmentos >1000 pb) o
2% (fragmentos < 1000 pb) en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA
2 mM, pH 8,0). A cada producto de reaccion de PCR (25-50 pl totales) se le afiadieron 5-10
ul de una solucion compuesta por azul de bromofenol 0,25%, xilencianol FF 0,25% y glicerol
30% en agua. El TAE se utiliz6 como tampodn electrolito. La electroforesis se realizo a 5
V/cm durante un tiempo variable, determinado por la migracion del marcador hasta 2,5 cm
del borde inferior del gel. Una vez finalizada la migracién se procedié a tefiir los geles con
GelRed™ 3X en 0,1 M NaCl (VWR). Los fragmentos de ADN se visualizaron con radiacion

56



MATERIALES Y METODOS

ultravioleta (A=302 nm) en un transiluminador Vilber Loumat TFP-10M. Como marcadores
de tamafio se utilizaron el 100 pb “Ladder” (BIOTOOLS) 0,5 mg/ml; el ADN del fago
Lambda cortado con Hindlll (Roche) 100 ug/ml; o el ADN del fago Lambda cortado con
EcoT14l (Takara Bio Inc.) 83 pg/ml . En cada caso se aplicaron 0,25-0,30 pug totales del

marcador.

3.3.4. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Después de la electroforesis las bandas de ADN se purificaron empleando los
reactivos QIAquick Gel Extraction Kit (QUIAGEN™) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, al terminar la separacion electroforética, los fragmentos de ADN de interés se
visualizaron bajo luz ultravioleta y se cortaron empleando un bisturi. El trozo conteniendo la
banda se pesé y colocd en tampon QG que contiene tiocianato de guanidina. Después de una
incubacion a 55 °C durante 10 min, la mezcla se carg6 en la columna y se centrifug6 a 18890
g durante 1 min en microcentrifuga Universal 32R (Hettich). La columna se lav6 una vez méas
con tampon QG y dos veces con tampon PE conteniendo etanol, en las mismas condiciones.
Una vez eliminados los restos de etanol en su totalidad, el ADN se recuper( afiadiendo 50-
100 pl de tampon de elucion EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5) o0 agua de biologia molecular
(Sigma).

El ADN purificado, antes de su corte con enzimas de restriccion y/o de su
secuenciacion, se visualizé nuevamente bajo idénticas condiciones a las descritas en el punto
3.3.3.

3.3.5. SECUENCIACION DEL ADN

La secuenciacion del ADN se llevo a cabo en la empresa SECUGEN
(http://www.secugen.es), empleando un secuenciador automético Abi Prism 377™ (Applied
Biosystems) con el sistema de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 (Applied
Biosystems). Los productos purificados se secuenciaron con oligonucleétidos propios (Tabla
V) y los plasmidos recombinantes con el oligonucleétido F17 (M13 (-20):
5 d(GTAAAACGACGGCCAGT)3" -17 mer; SECUGEN).
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3.3.6. ANALISIS DE SECUENCIAS

Los estudios de similitud entre secuencias se llevaron a cabo a través del sistema de
“Busqueda Basica Local de Alineacion BLAST” (por sus siglas en inglés) de la red de
servicio del Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia (NCBI) de acuerdo al
algoritmo de Altschul et al. (1990). Las secuencias de nucleétidos contenidas en la base de
datos del EMBL/GenBank se emplearon como referencia (http://www.ebi.ac.uk/embl/).

Los alineamientos y las comparaciones de las secuencias se realizaron utilizando los
paquetes de programa BioEdit (http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) y/o
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk /Tools/clustalw?2/).

3.3.7. MANIPULACION DEL ADN CON ENZIMAS DE USO COMUN EN BIOLOGIA MOLECULAR

Las enzimas de restriccion (Boehringer Mannheim, Biolabs Inc., Roche, GE
Healthcare-Amersham y Stratagene) y la enzima T4 ADN Ligasa (USB products), se
utilizaron empleando los tampones y condiciones establecidas por cada fabricante
(http://atm.skkumed.ac.kr/protocol/  Sure%20Cut%20 buffer.pdf y/o
http://www.fermentas.de/admin/images/media/labaid_ rebuffers_LRE1.pdf ).

3.3.8. PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Las cepas de E. coli (DH5a. o DH10B) conteniendo el plasmido de interés se
cultivaron a 37 °C durante 24 h en caldo LB al que se afiadié ampicilina a una concentracion
final de 100 pg/ml. El cultivo (4 ml) se centrifugd 2 min a 18890 g. El pellet obtenido se
procesd empleando el sistema comercial High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) segln las
indicaciones del fabricante. Finalmente, el ADN plasmidico se eluy6 con agua en lugar del
“tampon de elucion” para evitar los problemas relativos a la presencia de sales durante el

proceso de transformacion por electroporacion.

3.3.9. CLONAJE DE GENES EN EL VECTOR PUCE191

La interrupcion de genes se realiza con la finalidad de verificar el papel de éstos en el
metabolismo de un organismo. Las interrupciones de los genes en el cromosoma de L.

plantarum se realizaron mediante insercion-duplicacion por recombinacion homdloga y para
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ello se amplificaron fragmentos internos de los genes de interés mediante PCR y se clonaron
en el vector pUCE191 (Arrecubieta et al., 1995). Los oligonucle6tidos utilizados en las
amplificaciones se disefiaron incorporando las dianas de restriccion Kpnl y Xbal (Tabla IV).
El plasmido pUCE191 y los productos amplificados se digirieron con las enzimas de
restriccion Kpnl y Xbal a 37 °C durante toda la noche utilizando los tampones recomendados
por el fabricante. Su tamafio se verificd en geles de agarosa y se purificaron segln se detalla
en los apartados 3.3.3 y 3.3.4 para su posterior union con la enzima T4 ADN Ligasa (USB) a
16 °C durante 18 h. Los productos de la ligacion se emplearon seguidamente para transformar

células competentes de E. coli DH10B.

3.4. TRANSFORMACION GENETICA DE E. coLlI

La transformacidn genética de E. coli se realizé empleando células competentes segun
el método propuesto por Hanahan (1983) que utiliza cloruro de rubidio. Brevemente, las
células se cultivaron en medio LB a 37 °C hasta alcanzar una densidad optica (DO) de 0,4-0,6
a 600 nm y el crecimiento se detuvo mediante la introduccion del cultivo en un bafio de
agua/hielo durante 30 min. Posteriormente el cultivo se centrifug6 a 2450 g durante 5 min a 4
°C. El sedimento celular se suspendié en tampén TfBI (RbCl 100 mM; MnCl, 50 Mm; KOAc
30 mM; CaCl, 10 mM; Glicerol 15%) y se incub6 durante 2 h en hielo. Pasado este tiempo se
realizd una segunda centrifugacion, se descartdé el sobrenadante y las células se
resuspendieron en tampén TfBIl (MOPS 10 mM; RbCI 10 mM; CaCl, 75 mM; Glicerol
15%). Las células competentes asi preparadas se repartieron en alicuotas de 200 ul y
almacenaron a -80 °C hasta su uso.

La transformacion de las células competentes se realiz6 incubandolas con 70-100 ng
del plasmido pUCE191 a 42 °C durante 2 min y enfriando rapidamente en bafio agua/hielo
durante 1-2 min. Posteriormente se afiadié a la mezcla 1 ml de medio SOC y se incub6 a 37
°C durante 1 hora con agitacion. Después de la transformacion las células se plaguearon en
agar LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml), isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) utilizado como el inductor artificial del operdn lac y el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal), y se incubaron a 37 °C durante 16-18 h (Sambrook et
al., 1989).

La seleccion de las colonias transformadas se realizo atendiendo a la coloracion que

éstas presentaban. Los vectores de la serie pUC llevan un segmento corto de ADN de E. coli
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gue contiene las secuencias regulatorias y la informacién que codifica los primeros 146
aminoacidos del gen de la B-galactosidasa (lacZ). Dentro de esta region esta localizado un
sitio de clonacion multiple que no interrumpe el marco de lectura pero ocasiona la adicion de
un namero pequefio de aminoacidos en el extremo amino-terminal de la B-galactosidasa. Ni el
fragmento de ADN codificado por la célula huésped ni el que esté presente en el plasmido son
activos individualmente, sin embargo al asociarse se complementan y dan origen a una
proteina con actividad enzimatica. Durante la transformacion de E. coli con plasmidos como
el pUCE191 ocurre un fenomeno de a-complementacion en el cual las células mutantes que
carecen de un segmento proximo al operador del gen lacZ son complementadas por mutantes
B-galactosidasa negativos que tienen la region proxima al operador intacta (Sambrook et al.,
1989). Las colonias de E. coli Lac+ que resultan de la a-complementacion son facilmente
reconocibles porque presentan coloracion azul en presencia del sustrato X-gal debido a su
transformacion un producto de color azul insoluble (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo). Sin
embargo, la inserciébn de ADN foraneo en el sitio de clonacion multiple del plasmido
pUCE191 casi invariablemente resulta en la produccion de un fragmento amino-terminal que
no es capaz de llevar a cabo la a-complementacion y en consecuencia las células de E. coli

que llevan el plasmido recombinante son de color blanco.

3.4.1. VERIFICACION RAPIDA DE LA PRESENCIA DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES EN LAS

CELULAS TRANSFORMADAS

La probabilidad de obtener células de E. coli de coloracion blanca que no lleven el
plasmido recombinante es muy baja. Sin embargo, se puede hacer uso de un procedimiento de
extraccion de plasmidos a partir de las colonias cultivadas en placas de agar (“minipreps” de
colonias) disefiado para verificar la clonacion de un gen cuando se llevan a cabo los
protocolos destinados a producir proteinas recombinantes (Sekar, 1987). Brevemente, con una
punta amarilla de micropipeta se tomd una pequefia cantidad de biomasa de una colonia de
color blanco y se colocé en 20 ul de una solucion de lisis conteniendo lisozima 0,5 mg/ml;
EDTA 25 mM, pH 8; Tris-HCL 25 mM, pH 7,5; ARNasa 0,1 mg/ml; azul de bromofenol
0,02% (p/v) vy glicerol 0,115% (v/v). La mezcla se incub0 a temperatura ambiente durante 15
min, posteriormente se afiadieron 5 pl de fenol-sevag (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico,
25:24:1) y se mezcld vigorosamente en vortex 1-2 min. Se centrifugé a 18890 g durante 2

minutos para separar la fase organica (inferior) de la acuosa (superior) que contiene el ADN y
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se colocaron 10 ul de ésta dltima en un gel de agarosa 0,7% (p/v) para realizar una separacion

d™ en condiciones idénticas a las

mediante electroforesis convencional y tincién con GelRe
descritas en el punto 3.3.3. Los plasmidos recombinantes de interés se seleccionaron segun el

tamafo comparando con el plasmido pUCE191 control de menor tamafio (sin el inserto).

3.5. TRANSFORMACION GENETICA DE L. PLANTARUM

La transformacion genética de L. plantarum se realizo segun el método propuesto por
Aukrust y Blom (1992). La cepa WCFS1 de L. plantarum se cultivd en medio MRS
modificado (MRS*) sin glucosa (fuente de carbono) y con adicién del aminoacido glicina a
una concentracion de 1% durante 18 h a 30 °C sin agitacion. En las células Gram positivas
estas modificaciones ocasionan una disminucion en los entrecruzamientos del peptidoglicano,
debilitando la pared celular y aumentando su permeabilidad (Hammes et al., 1973). Cuando la
densidad celular alcanz6 una DO de 0,25 a 600 nm, se afiadio glucosa (a una concentracion
final de 1%) y se continud la incubacion hasta que el cultivo alcanz6 una DO de 0,6. El
crecimiento se detuvo mediante su incubacién en un bafio de agua/hielo durante 20 min, el
cultivo se centrifugd a 3000 g durante 5 min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y las células
se lavaron en MgCl, (1 mM) seguido de un lavado con polietilenglicol (PEG-1500, 30%).
Finalmente, el sedimento celular se resuspendié en PEG-1500 al 30% en una centésima parte
del volumen del cultivo inicial.

Las células competentes de L. plantarum asi obtenidas se transformaron mediante
electroporacion utilizando un equipo Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad). Brevemente, 40 ul de
las células competentes y 4 ul de los plasmidos recombinantes derivados del pUCE191 se
afiadieron en una cubeta de electroporacién previamente enfriada. La cubeta se colocé en la
camara de choque y se aplicé un pulso de resistencia igual a 400 ohm, capacitancia de 25 uF
y voltaje de 1500 V con 2 mm de distancia (separacion entre las paredes de la cubeta).
Inmediatamente se afiadio a la mezcla 500 ul de MRS suplementado con 0,5 M de sacarosa y
0,1 M de MgCl; y se incubo a 30 °C en bafio de agua durante 2 h sin agitacion (periodo de
recuperacion celular). Una vez finalizado este periodo, las células transformadas se
seleccionaron en placas de agar MRS suplementadas con eritromicina (10 pg/ml) vy
lincomicina (100 pg/ml) sembrando en superficie e incubando a 30 °C hasta la aparicion de

colonias.
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3.6. TECNICAS DE ARN

3.6.1. EXTRACCION DEL ARN BACTERIANO

3.6.1.1. EXPOSICION DE LOS CULTIVOS DE L. PLANTARUM WCFS1 A LOS ACIDOS GALICO Y P-

CUMARICO

Las células de L. plantarum WCFS1 mantenidas a -80 °C se activaron en caldo MRS
mediante dos pases consecutivos sin agitacion a 30 °C por un periodo de 16-18 h. Se
prepararon cuatro lotes independientes de cultivos que incluyeron muestras control y prueba.
Cada lote consto de tres cultivos del grupo “control”, sin adicién del compuesto fendlico, y
tres cultivos del grupo de “prueba”, con adicion del compuesto fendlico a ensayar, para un
total de 24 extracciones de ARN (12 por cada grupo). El efecto del acido galico se evalud a
dos concentraciones: 1,5 mM y 15 mM, éste Gltimo valor es cerca de 10 veces inferior a la
concentracion minima inhibitoria descrita para L. plantarum (Landete et al., 2008 y este
estudio, ver Resultados y Discusion). La respuesta al &cido p-cumarico se evalu6 a 1,5 mM lo
que también representa aproximadamente 10 veces menos el valor de su concentracion
minima inhibitoria. Las células se cultivaron en medio MRS empleando un volumen final de
50 ml y un indculo del 2%. Cuando la biomasa del cultivo lleg6 a una DO de 0,8-0,9 a 600
nm se adicion6 el compuesto fendlico en estudio y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo los cultivos se colocaron en un bafio de agua/hielo durante 7
min y se centrifugaron a 4630 g a 4 °C durante 5 min en una centrifuga Sorvall RC 6 Plus

(Thermo Scientific).

3.6.1.2. EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ARN

Para la extraccion del ARN se sigui6 el protocolo de Bron et al. (2006). Después de la
centrifugacion del cultivo el sedimento celular se homogeneizé en 4 volimenes (1 ml) de
tampon HEPES 66,7 mM en metanol 60%, pH 6,5 (“Buffer Quenching”) (Pieterse et al.,
2006) en frio (-20 °C), con lo cual se logré disminuir el metabolismo celular y preservar la
cantidad de ARN. Posteriormente, la biomasa celular se separ6 mediante centrifugacion a
11180 g durante 10 min a 0 °C y con ayuda de un asa de siembra se trasvasé a un vial con la
mezcla de extraccion conteniendo 400 ul fenol acido, pH 4,5, 100 ul de cloroformo, 30 ul de
SDS 10%, 30 pl acetato de sodio 3M, pH 5,2, 400 ul de tampon TE y 500 mg de esferas de

vidrio (425-600 micrones, SIGMA) previamente tratadas con acido nitrico 66% durante 48 h
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a temperatura ambiente y lavadas con agua libre de nucleasas (agua DEPC; Sambrook et al.,
1989). La suspension celular resultante se sometié a tres ciclos de agitacién en un equipo
FastPrep™ Fp120 (SAVANT) a 5000 rpm durante 40 s. Entre cada ciclo de agitacion los
viales se enfriaron durante 2 min en nieve carbonica. El lisado obtenido se centrifug6 a 18890
g durante 2 min a 4 °C y se eliminaron los restos de proteinas del sobrenadante mediante dos
extracciones sucesivas con 500 ul y 400 ul de cloroformo atemperado a 4 °C. Finalmente, se
recogio la fase superior acuosa y en los casos que fue necesario se purifico el ARN mediante
el sistema RNeasy Mini Kit® (QUIAGEN).

3.6.2. CONCENTRACION, PUREZA Y CALIDAD DEL ARN

La concentracion y pureza del ARN se valord en un espectrofotometro Nano Drop
2000™ (Thermo Electron Corporation). La concentracion de cada muestra se determind
empleando el valor de densidad Optica a 260 nm y aplicando la formula de calculo RNA-40
(calculos realizados directamente en el equipo) la cual considera la fraccion de proteinas y los
restos de fenol trazas en funcién del valor de DO a 280 nm y a 230 nm, respectivamente. La
calidad del ARN se puede estimar observando los cocientes de Ageo/Azgo Y Azso/ A2z, donde
se consideran éptimos aquellos valores entre 1,8-2,0, siendo deseable que el cociente de
Aol Azzo Sea un poco mayor al de Azso/Azso.

El ARN también se visualiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en
tampon TAE. Las muestras se prepararon mezclando 2 pl de ARN, 1,5 ul de la solucién
compuesta por azul de bromofenol 0,25%, xilencianol FF 0,25% Yy glicerol 30% en agua
DEPC y 4,5 ul de tamp6n TE. Tanto el tampdn TAE como SE TE prepararon garantizando la
ausencia de nucleasas en la solucion. La electroforesis se realizé en idénticas condiciones a
las descritas en el punto 3.3.3. En el ARN de calidad se observa Gnicamente las dos bandas
correspondientes al ARN de las subunidades 23S y 16S ribosémicas en igual intensidad. La
banda correspondiente al ARN de la subunidad 5S no se observd en la mayoria de las
muestras. La presencia de un mayor nimero de bandas o “desaparicion” (pérdida de

intensidad) de la banda 23S se considerd indicativo de degradacion del ARN.
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3.6.3. TRATAMIENTO DEL ARN PARA LA ELIMINACION DE LAS TRAzZAS DE ADN

CONTAMINANTE

La presencia de trazas de ADN en el ARN purificado es habitual, siendo
imprescindible eliminarlo para evitar que los niveles de la expresion génica sean
sobreestimados (cuando las muestras del grupo de prueba tienen trazas de ADN) o
subestimados (si son las muestras del grupo control las que poseen ADN contaminante). El
ADN se elimind empleando la enzima deoxirribonucleasa (DNasa) y siguiendo las
instrucciones del estuche comercial DNA-free™ (Ambion). Brevemente, 50 pg de ARN en un
volumen final de 100 ul se incubaron con 2 ul de la enzima DNasa | a 37 °C durante 1 h,
seguidamente se afiadieron 2 ul mas de la enzima y se incub6 en las mismas condiciones. En
los casos que fue necesario se realiz6 una tercera incubacion con 1 pl adicional de la enzima a
la misma temperatura durante 30 min. Por dltimo, a la mezcla se afiadieron 20 pl del “reactivo
de inactivacion”, se incubd de 2-3 min a temperatura ambiente y se centrifugdé a 18890 g
durante 1 min para recuperar en el sobrenadante el ARN limpio (aprox. 90 ul). La eliminacion
total del ADN se verifico por PCR en un ensayo que incluyo controles positivos (con ADN de
L. plantarum WCFS1 y ARN sin tratar con DNasa como molde) y controles negativos (sin
ADN molde) mediante la no amplificacion del gen ADNr 16S en las muestras de ARN
tratadas. Antes de realizar la sintesis del ADN copia se evalué nuevamente la concentracion,

pureza y calidad del ARN segun lo descrito en el punto 3.6.2.

3.7. ESTUDIO TRANSCRIPCIONAL

3.7.1. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA GLOBAL MEDIANTE MICROMATRICES DE ADNC

Tanto la sintesis, el marcaje y la incorporacién de los fluorocromos, como la
hibridacion y la correccion y normalizacién de los datos se realizaron en la Unidad de
Gendmica del Centro Nacional de Biotecnologia.

3.7.1.1. SiNTESIS DEL ADN COPIA, MARCAJE E INCORPORACION DE LOS FLUOROCROMOS

La calidad final de las muestras de ARN se evalud en la Unidad de Genomica del
Centro Nacional de Biotecnologia mediante electroforesis en nanocapilares en el equipo

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). La sensibilidad de este ensayo es superior e
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indica la integridad del ARN con mayor fiabilidad. Aquellas muestras de ARN total donde la
relacion 23S/16S fue igual o mayor que 1 y que no presentaron productos de degradacion de
bajo peso molecular se seleccionaron para la sintesis del ADN copia (ADNCc) utilizandose los
reactivos contenidos en el estuche SuperScript Indirect cDNA Labeling System (Invitrogen,
L1014-02) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los compuestos fluorescentes Cy3
(verde, 543 nm) e HyPer5 (rojo, 664 nm) (Amersham Biosciences, 28-9224-19) se acoplaron
al ADNc y las sondas marcadas con ambos fluorocromos se purificaron empleando los
reactivos contenidos en el sistema comercial CyScribe GFX Purification Kit (Amersham
Biosciences, 27-9606-01).

La eficiencia en la incorporacion de los fluorocromos se evalua determinando a 260
nm la produccion de ADNc y a 550 nm y 664 nm la cantidad incorporada de Cy3 e Hyper5,
respectivamente. Durante la cuantificacion de los acidos nucleicos se aplica un factor de
correccion debido a que Hyper5 muestra cierto nivel de absorcion a 260 nm (Amersham
Biosciences, 28-9231-83).

3.7.1.2. PLATAFORMA DEL ENSAYO: LA MICROMATRIZ

En este estudio se disefid a medida la plataforma “Lactobacillus plantarum WCFS1
8x15K microarray GE Agilent G2509F Oligo Microarrays” (Formato 1S-15744-8-V1, No.
026636) con la micromatriz, la cual consta de ocho zonas de hibridacion de alta definicidn
donde se imprimieron los oligonucleétidos cebadores (para un méximo de capacidad de
15477 sondas en cada zona). La micromatriz estd provista de oligonucledtidos que
representan todo el genoma de la especie en estudio y contiene un promedio de tres sondas
por cada gen. Las sondas de 60-mer se disefiaron segun la secuencia del genoma de la cepa
WCFSL1 de L. plantarum (Acc. Nr. AL935263.2) y se tomaron de la base de datos “The
Gene  Expression  Omnibus” con ndmero de acceso GEO Acc. Nr. GPL5874
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL5874) (Kleerebezem et al., 2003;
Molenaar et al., 2005; Siezen et al., 2011).

En el disefio de la micromatriz se incluyeron como “controles propios”, por triplicado,
las sondas correspondientes a los genes Ip_ 2057 (ldhD, que codifica la D-lactato
deshidrogenasa), Ip_2528 (que codifica una dioxigenasa “ring-cleaving” tipo 1), Ip_0271
(IpdB, que codifica la subunidad B de la descarboxilasa de &cidos aromaéticos), Ip_0272 (IpdC,
gue codifica la subunidad D de la descarboxilasa de acidos aromaticos), Ip_2943 (proteina de

transporte de cationes), Ip_2945 (IpdC, que codifica la subunidad C de la descarboxilasa de
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acidos aromaticos), Ip_2953 (esterasa), Ip 2956 (tanasa), Ip 3054 (bencil alcohol
deshidrogenasa), Ip_3525 (6-fosfo-beta-glucosidasa), Ip_3629 (beta-galactosidasa) y Ip_3665
(pdc, que codifica la descarboxilasa de los acidos fendlicos PAD); asi como también los
“controles internos” indicados por Agilent Technologies (GE_BrightCorner, DarkCorner,

entre otros); ubicados al azar en el disefio de la matriz.

3.7.1.3. HIBRIDACION

La preparacion de las sondas e hibridacion de las mismas se realiz6 como se describe
en el manual “Two-color Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol” (Quick Amp
Labeling with Tecan HS Pro Hybridization V. 5.7, Agilent Technologies, G4140-90051). Para
ello las sondas Cy3 e Hyper5 se colocaron en contacto con un agente bloqueante (10x
Blocking Agent) en un tampdn de fragmentacion (25x Fragmentation Buffer) y se incub6 a 60
°C durante 30 min exactos. Posteriormente se afiadid el tampdn de hibridacion (2x GEx
Hybridization Buffer HI-RPM), y la mezcla se colocé en la zona de la micromatriz. La
hibridacién se llevo a cabo a 65 °C durante 17 horas y pasado este tiempo, se realizaron los
lavados requeridos (GE Wash Buffer 1y 2) a 37 °C. Por ultimo, la plataforma se secé previo a
realizar el escaneado y digitalizacion. Las imagenes de los canales Cy3 e Hyper5 se
equilibraron y capturaron con un escaner GenePix Scanner 4000B (Axon, Molecular
Devices). La intensidad de cada punto se cuantificO mediante la herramienta informética
GenPix (Axon).

3.7.1.4. CORRECCION, NORMALIZACION Y ANALISIS DE DATOS

De manera habitual en un analisis de un solo canal, la medicién de la sefial de cada

punto se filtra siguiendo el criterio I/B >3 e (I-B) / (S, + Sg) > 0,6, donde | y B representan la

medida de las intensidades de sefial y de fondo, respectivamente, y S;, Sg sus desviaciones
estandares.

El software de analisis de imagenes para micromatrices de dos canales (rojo y verde)
da como producto para cada punto de la matriz dos intensidades rojas Rf y Rb (sefial y fondo)
y dos intensidades verdes Gf y Gb (sefial y fondo). La correccion del fondo se realizd por el
método “normexp” que modela las intensidades de los puntos como la suma de dos variables

aleatorias: una cuya distribucion se ajusta a la “normal” y otra distribuida
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“exponencialmente”, representando el ruido de fondo (B) y la sefial (S), respectivamente
(Silver, 2009). Segun este modelo la sefial para el canal rojo se calcula como Rf =Rb + B + S,
donde S es la sefial verdadera de la intensidad de la expresion y B es el fondo residual no
capturado por Rb. EI modelo para el canal verde es equivalente y se calcula de forma similar.
Se asumio que todas las variables eran independientes.

Una vez corregida la intensidad del fondo, se aplicé una normalizacion de los datos
mediante el método de “loess” usando LIMMA (Smyth y Speed, 2003; Smyth, 2004), que es
parte de un proyecto de lenguaje R denominado Bioconductor. Se evalu6é la expresion
diferencial de los genes a partir de modelos lineales mediante un test estadistico t moderado
de Bayes que incluye mdaltiples replicados (Smyth, 2004) y se empled la tasa de
descubrimientos erroneos (“False Discovery Rate”, FDR) para establecer la expresion
diferencial de cada gen en comparacion al control. Los valores p se corrigieron mediante el
método de Benjamani y Hochberg (1995) y la tasa FDR se controlé para que fuese menor al
5%.

Se consider6 que un gen se expresaba diferencialmente frente al compuesto utilizado
cuando los valores nominales p fueron menores de 0,05 (FDR< 0,05) y el cambio absoluto en
la intensidad de la sefial fue igual o superior a 1,5 veces con respecto al control (FC> £1,5
veces). La magnitud del cambio se calculé6 como el promedio del log.ratio entre las réplicas

de las sondas de un mismo gen (p< 0,05).

3.7.2. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

3.7.2.1. SINTESIS DEL ADN COPIA MEDIANTE LA ENZIMA TRANSCRIPTASA INVERSA

Para los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) se sintetizd el ADNc
a partir del ARN libre de ADN, empleando los reactivos e indicaciones del estuche comercial
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Un total de 1 ug de ARN
se mezclo con 1 ul de la enzima retrotranscriptasa en un volumen final de 20 ul de la solucion
que contenia 2 ul de oligonucledtidos cebadores universales (10X), 0,8 ul de
deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) (25X), 1 ul de inhibidor de nucleasas y 2 ul de tampon
(10X). La reaccién se llevo a cabo indistintamente en un termociclador Mastercycler personal
5332 o0 en un Mastercycler gradient 5331 (Eppendorf AG) calentando a 25 °C durante 10 min
seguido de 2 h a 37 °C y un periodo de inactivacion a 85 °C durante 5 seg. En todos los casos

se incluyo un control negativo sin ARN molde.
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Para el andlisis de micromatrices el ADNc se amplific de manera diferente tal y como
se describe en punto 3.7.1.1.

3.7.2.2. DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES O CEBADORES PARA EL ANALISIS
MEDIANTE RT-QPCR

Los oligonucledtidos iniciadores o cebadores utilizados para amplificar los fragmentos
de ADN durante la PCR cuantitativa se disefiaron empleando el programa Primer Express 3.0
(Applied Biosystems). Las secuencias de los genes de interés se tomaron de la base de datos
GenBank® de la red de servicio del Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Los parametros para el disefio fueron los que
vienen predeterminados por el programa: temperatura de “melting” (Tm) minima 58 y
maxima 60, contenido de GC (%GC) minimo 30 y méximo 80, longitud del oligonucle6tido
minima 9 y maxima 40, estableciendo como 6ptima 20 y tamafio del amplicon minimo 50 y

méaximo 150 bases.

3.7.2.3. ENSAYO DE RT-QPCR

Los anélisis de PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron en el sistema 7500 Fast
(Applied Biosystems). Se utilizdé el método que emplea SYBR Green, fluorocromo que se
intercala en las moléculas de ADN y permite la visualizacion directa de los productos de
PCR. Este fluorocromo posee una longitud de onda de excitacion maxima a 494 nm y de
emision méaxima a 521 nm. Cada ensayo se realiz6 por triplicado empleando 12,5 ul de la
mezcla comercial 2x SYBR Green real-time PCR Master Mix (4309155, Applied Biosystems)
gue contiene las cantidades necesarias de la enzima Taqg polimerasa, MgCl,, los dNTPs y el
colorante SYBR Green, 5 ul de cada uno de los oligonucledtidos cebadores especificos
(“forward” y “reverse”) a una concentracion de 200 mM y 2,5 ul del ADNc en dilucién
1:1000 para un volumen final de 25 ul en agua libre de nucleasas (agua DEPC). La
amplificacion se inici6 con una activacion inicial a 95 °C durante 10 min, seguida de 40 ciclos
donde cada ciclo incluyé dos etapas: una a 95 °C durante 15 s (desnaturalizacién) y otra a 60
°C durante 1 min (hibridacion/elongacion) utilizando las condiciones estandares

preestablecidas en el equipo. Se incluyeron controles para confirmar la ausencia de formacion
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de dimeros por parte de los oligonucleétidos (mezcla sin ADNc) y para verificar la ausencia
de ADN/ARN contaminante en todos los reactivos utilizados.

El analisis por RT-gPCR en la modalidad de “cuantificacion absoluta” se empleo para
validar la eficiencia de la enzima transcriptasa inversa en la obtencion del ADNc. Para ello se
compararon los valores de los ciclos umbrales (Ct) (“cycle threshold”) resultantes de realizar
una RT-gPCR empleando los oligonucledtidos 597-598, que amplifican un fragmento del gen
ARNr 16S, y utilizando como material molde para la reaccion el ARN y el ADNc
correspondientes a cada uno de los cultivos (tanto del grupo control sin adicién del
compuesto, como los de prueba). Un ADNc se considerd 6ptimo y se utilizd en los analisis de
expresion génica por RT-qPCR “relativa” cuando la variacion Ct apne — Ct agn fue igual o
superior a 10 (ACt > 10).

Paralelamente, todas las parejas de oligonucledtidos se validaron elaborando una curva
estandar (o curva patron) que utiliza los valores Ct resultantes de amplificar por RT-gPCR
cantidades decrecientes conocidas del ADN de interés (por ejemplo: 100, 50, 25, 5, 1 y 0,25
ng/uL). En los casos que se disponia, se empled el ADN del vector pUCE191 conteniendo el
fragmento interno de algunos de los genes en estudio (pUCE191-lpdC, pUCE191-1pdB,
pUCE191-1pdD, pUCE191-pad); en caso contrario se empled el propio ADNc. Mediante el
analisis de la “curva disociacion-temperatura de fusion” (Ty,) (suministradas por el equipo) y
realizando un anélisis electroforético en geles de agarosa al 2% se verifico que en todos los
ensayos tuvo lugar la amplificacion de un unico producto con lo cual se descarta la formacion
de dimeros por parte de lo oligonucle6tidos. Seguidamente se obtuvieron las graficas del valor
Ct vs. el log;o de la concentracion de ADN y se aplicd un ajuste de regresion lineal con el
célculo de los coeficientes de correlacion (R?). La ecuacién de cada recta se utilizd para
obtener el valor de la pendiente (que debe ser negativo e inferior a -3,15), y éste se empled
para calcular la eficiencia de la reaccién (E) para cada pareja de oligonucle6tidos mediante la

ecuacion E = 10 Y/pendiente

(Pfaffl, 2001) (EI paquete informatico que posee el instrumento 7500
Fast de la compafiia Applied Biosystems posee las herramientas para realizar estos calculos y
obtener las gréficas descritas).

Las variaciones en el nivel de transcripcion de los genes se evaluaron mediante un
ensayo de RT-qPCR en la modalidad de “cuantificacion relativa”. La expresion de cada gen
se normalizo frente al gen seleccionado como “control enddogeno”. Seis genes descritos como
constitutivos (genes ‘“housekeeping”) en diversas especies de Lactobacillus (Marco y
Kleerebezem, 2007; Duary et al., 2010; Zhao et al., 2011) y entre los que se encuentran ARNTr

16S, 1dhD, gapB, dnaG, gyrA y rpoD se probaron para verificar que su expresion era estable
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bajo las condiciones utilizadas en este estudio (Pfaffl, 2001). Se ha descrito que la presencia
en el medio de cultivo de sustancias antimicrobianas u oxidantes puede alterar la expresion de
genes constitutivos debido al dafio en los acidos nucleicos, de hecho estudios de protedmica
realizados para conocer el efecto del acido tanico en L. plantarum WCFS1 demuestran una
alteracion en la proteina D-lactato deshidrogenasa codificada por el gen IdhD (Curiel et al.
(2011). Se realizo el andlisis de la estabilidad de los genes enddgenos comparando la
variacion de los valores Ct con la herramienta “Cotton EST database RefFinder” que integra
las plataformas bioinformaticas geNorm (Vandesompele et al., 2002), Normfinder (Andersen,
et al., 2004), BestKeeper (Pfaffl et al., 2004), y el método comparativo ACt (Silver et al.,
2006) (http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference / Depart-ment of Biology
East Carolina University Greenville, NC 27858). Todos los genes analizados excepto ropD
presentaron excelente estabilidad en sus niveles de expresion, con valores de desviacion
estandar menores a 0,6 (ACt); coeficientes de variacion porcentual (CV%) por debajo de 2,5
(Bestkeeper) y valores de estabilidad que no superaron 0,7 unidades (Normfinder y Genorm)
(Tabla V1).

El estudio transcriptémico por RT-qPCR evaluo la “expresion relativa de los genes”
(RQ) que se obtiene de los calculos que utilizan el valor del nimero de ciclos umbral Ct en las
ecuaciones que fundamentan el método comparativo 2" (Livak y Schmittgen, 2001). El
gen IdhD se seleccioné como gen enddgeno control y el ADNc del grupo control (sin adicion
del compuesto fendlico) se definio como calibrador (donde el nivel RQ se corrige a 1).
Aquellos genes cuyas RQ mostraron valores iguales o superiores a 1,5 veces (FC> £1,5
veces) con respecto al control se consideraron que se expresaron diferencialmente. Para
comprobar si existian diferencias estadisticamente significativas se realizé la comparacién de
medias mediante una prueba t de Student bajo el supuesto de distribucion normal para
muestras de tamarfio pequefio. En los casos en que no fue posible aplicar los supuestos de la
distribucion t de Student se realizé un anélisis ANOVA mediante el programa de andlisis

estadistico SPSS, bajo un nivel de significacion de p<0,05.
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Tabla VI. Analisis de la estabilidad de los genes “housekeeping” o enddgenos utilizados durante los
ensayos de RT-gPCR. (http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference).

Home

Methodology Statistics

Evaluating Reference Genes Expression>=

Search

Function Category

Download

Softwares & Tools

Contact Us

Search in leonxie by Google Go

RefFinder is a user-friendly web-based comprehensive tool developed for evaluating and screening reference genes from extensive experimental datasets. It integrates the

cummently major al programs 5 , BestKeeper, and the comparative ACt method) to compare and rank the tested candidate reference
genes. Based on the rankings from each program, It assigns an appropriate weight to an individual gene and calculated the geometric mean of their weights for the overall final
ranking.
Input your data:
1dhD 165 gapB dnal EyTh ropD -
25 51 16 23 2% 2854 28 41
25.06 15.73 22.8 28.93 2909 28.34
248 15 84 22,72 28.89 29 28. 49
25.02 15.4 22.85 28.48 28.47 28.32
2512 1537 22 2817 28.2% 28 38
25.01 15.3 22.24 28.41 28.41
24.13 14.98 22.01 27.87 27.84 26.9
24.75 14.91 22.15 27.96 28.06 28
24 23 15_8% 2.4 28 64 2813 2778
26.75 16.43 234 281 28.7 28.63
26 16.34 23.55 29.75 28.98 8.9
26.2 16. 89 23.41 29.43 28.43 28 88

Analyze Try example  remove data @

Ranking Order (Better--Good—-Average}

Method 1 2 3 4 5 6
Delta CT gapB dnaG 165 ayrA |dhD ropD
BestKeeper aqyrA gapB dnaG 168 IdhD ropD
Normfinder gapB 168 dnaG idhD ayrA ropD
Genorm gapB | dnaG 165 ayri IdhD ropD
Rec comp gapB dnaG 168 ayrA IdhD ropD

Comprehensive Ranking

1652.91

gyra 2.99
IdhC 4.73
ropD 6.00

Delta CT

Genes Average of STDEV
gapb 1.88
dnaG 1.89

165 1.92
gyra 2.03
IdhD 2.05
ropD 8.08

Comprehensive Ranking

Gene name Stability value

gapB
165
dnaG
IdhD
gyra
ropD

0.105
0.122
0.151
0.586
0.665
8.070

Delta CT

BestKeeper

BestKeeper

Normfinder

Nermfinder
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Genorm

Genorm

H Comprehensive Ranking \ BeliaySTmpmblect cecpempmbiomufindetmiwmGenom —

Genes Geomean of ranking values
qgapB 1.19
dnaG 2.06
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Input your data:
1dhD 165 EgapB dnal E¥TA ropD -
25.51 16 23 28 2854 2841
25.06 15.73 22.8 28.93 28.09 28.34
248 1584 22.72 2889 28 2849
25.02 15.4 2285 28.48 2847 28.32
25.12 1537 22 28.17 28.29 28.38
25.01 15.3 22.24 28. 41 2B.41
24 13 14 98 22.01 27.87 27.84 26.9
24.75 1491 22.15 27.96 2806 28
24.23 15.89 22.4 28.64 2B.13 2778
26.75 16.43 23.41 291 2B.7 28.63
26 16.34 23_55 2975 2898 2891
26.2 16. 8% 23.41 29.43 28.43 28.88

Analyze Try example  remove data @

Ranking Order (Better--Good—Average}

Method 1 2 3 4 5 6
Delta CT gapB dnaG 165 ayrA |dhD TopD
BestKeeper aoyrA gapB dnaG 168 IdhD rop0
Normfinder gapB 168 dnaG idhD ayrA ropD
Genorm gapB | dnaG 165 ayri IdhD ropD
Rec comp i il gapB dnaG 168 gyrA IdhD ropD

Comprehensive Ranking |

Delta CT | BestKeeper |

Gene name Stability value
gapB | dnaG 0.211

165

gyrA
IdhD
ropD

0.247
0.346
0.423
2.974

Normfinder m—

Comprehensive Ranking I Delta CT J BestKeeper h Normfinder | Genorm

n

CP data of housekeeping Genes by BEST KEEPER

geo Mean [CP]
AR Mean [CP]
min [CP]
max [CP]

std dev [+/- CP]
CV [% CP]
min [x-fold]

max [x-fold]

Pearson

165

p-value
gapB
p-value
dnaG
p-value

gyrA

p-value

ropD

p-value

BestKeeper vs.

IdhD 165 gapB dnaG gyrA ropD
12 12 12 12 12 12
25.20 15.75 22.71 28.71 28.49 0.00
25.2215.76 22.71 28.72 28.50 25.92
24.13 14.91 22.00 27.87 27.84 0.00
26.7516.89 23.55 29.75 29.09 28.91
0.60 0.48 0.46 0.46 0.31 4.32
2.38 2.01 2.02 1.62 1.07 16.67
-2.11 -1.79 -1.63 -1.79 -1.57 -1.00

292 2.21 1.80 2.05 1.51 504402435.22
std dev [+/- x-fold] 1.52 1.39 1.38 1.38 1.24 19.97

correlation coefficient ( r ) by BEST KEEPER
IdhD 165 gapB dnaG gyrA ropD
0.768 - - - - -
0.004 - - - - -
0.827 0.879 - - - -
0.001 0.001 - - - -
0.72% 0.915 0.931 - - -
0.007 0.001 0.001 - - -
0.492 0.517 0.654 0.733 - -
0.104 0.085 0.021 0.007 - -
0.135 0.286 0.315 0.221 0.115 -
0.676 0.368 0.319 0.491 0.721 -

Pearson correlation coefficient ( r)

IdhD 165 gapB dnaG gyrA ropD

coeff. of corr. [r] 0.890 0.928 0.955 0.951 0.709 0.882
0.001 0.001 0.001 0.001 0.010 0.001

p-value
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3.7.3. VALIDACION DEL ANALISIS DE MICROMATRICES DE ADNC MEDIANTE UN ESTUDIO

COMPARATIVO DEL NIVEL DE TRANSCRIPCION POR RT-QPCR

La validacion del analisis de micromatrices de ADNCc incluyé los resultados en
presencia de acido galico 15 mM y de &cido p-cumérico 1,5 mM. Para ello, se estudio la
variacion en el nivel de transcripcion de un grupo de genes mediante un ensayo de RT-gPCR
relativa empleando como ADNc molde el obtenido a partir de las mismas muestras de ARN
utilizadas para el analisis de las micromatrices. En la validacion se incluyeron un grupo de
genes que expresaron diferencialmente (con induccion y represién), asi como también otro
grupo que no presentd un cambio significativo en su regulacion: 10 genes para la verificacion
de los resultados en presencia de acido galico y 8 para el acido p-cumarico. La amplificacion
se realizd en las condiciones descritas en los parrafos precedentes y se aplicaron los célculos
del método comparativo 2"*“" para obtener los RQ.

La equivalencia entre ambas técnicas se evaluo a través de un estudio de correlacion
lineal. Los valores de la magnitud del cambio obtenidos para cada gen, tanto por el analisis de
micromatrices como por RT-qPCR, se transformaron al logaritmo en base a 2 para obtener los
“ratios” 0 nivel de variacion de la expresion. Para cada compuesto, los valores del nivel de
variacion de la expresion se representaron graficamente y se ajustd un modelo lineal
obteniendo la ecuacién de la recta y el coeficiente de correlacion (R?). Segun lo descrito en
otros estudios, coeficientes mayores a 0,90 se consideraron indicativos de la existencia de una

equivalencia entre ambas técnicas (Hufner et al., 2008; Li et al., 2011).

3.8. EsTUDIO MEDIANTE HPLC DE LA BIOTRANSFORMACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS EN LAS CEPAS MUTANTES QUE POSEEN LOS GENES LPDC (LP_2945)

Y PDC (LP_3665) NO FUNCIONALES

La biotransformacion de diversos compuestos fenolicos por BAL se ha estudiado en
medios completos (MRS) o minimos (RPM) que se suplementan con una concentracion
conocida de cada sustrato y en los cuales se inocula la bacteria de interés permitiendo que esta
crezca durante un tiempo determinado. Transcurrido el periodo de incubacidn, los compuestos
fenolicos se extraen a partir de los sobrenadantes y se analizan mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) en funcion de sus tiempos de retencion y espectros de absorcion.

La ventaja de cultivar las bacterias en medios nutritivos como el MRS es que se excluyen las
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variaciones en el patron de crecimiento debido a la poca disponibilidad de azucares
complejos, péptidos u oligoelementos; sin embargo, estos medios pueden contener cantidades
significativas de compuestos fenolicos. En estos casos el empleo de un medio minimo
definido como el RPM garantiza la ausencia de las sustancias o sustratos a evaluar y con ello
se evitan tales interferencias.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la interrupcion de los principales genes
involucrados en el metabolismo de los acidos galico y p-cumarico, las cepas mutantes
WCFS1AIpdC y WCFS1Apad, junto con la cepa WT (cepa control) se cultivaron en 10 ml de
medio RPM modificado (para detalles ver pto. 3.2) conteniendo una concentracion final de
1,5 mM de cada compuesto y suplementado con los antibidticos correspondientes (10 ug/ml
de eritromicina y 100 ug/ml de lincomicina). En el estudio también se incluyeron los acidos
cafeico y ferulico.

El indculo se obtuvo a partir de las cepas mantenidas a -80 °C realizando la
activacion en medio MRS liquido mediante dos pases consecutivos a 30 °C durante toda la
noche sin agitacion y en presencia de los antibidticos citados en el parrafo precedente. El
indculo (0,01%) se afiadio al medio de cultivo y se incub6 a 30 °C sin agitacion durante 7
dias.

Pasado el periodo de incubacién las células se sedimentaron por centrifugacion y los
compuestos fenolicos se extrajeron a partir de 1 ml de los sobrenadantes mediante dos
extracciones sucesivas con acetato de etilo (1:0,37). Finalmente, la fraccion obtenida se filtrd
a través de un filtro de fluoruro de polivinildieno (PVDF) (0,45 u; F2604-5, SYMTA) y se
analizé por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ello se emple6 un equipo
cromatografico Thermo (Thermo Electro Corporation) equipado con una bomba Spectra
System P4000, un inyector automatico AS3000 y un detector de fotodiodos alineados
UV6000LP. Las muestras se inyectaron por duplicado en un cartucho modelo Nova-Pack
Cis (25 cm x 4,0 mm d.i.; x 4,6 um de tamafio de particula) en fase inversa con un gradiente
de fase A (agua : acido acético, 98:2, v/v) y B (agua : acetonitrilo : &cido acético, 78:20:2,
viviv). El programa de elucion fue: 0-55 min, 80% B, 1,1 ml/min; 55-57 min, 90% B
isocrético, 1,2 ml/min; 70-80 min, 95% B lineal, 1,2 ml/min; 80-90 min, 100% B lineal, 1,2
ml/min; 100-120 min lavado con metanol 100%, 1 ml/min. La deteccion de los compuestos
fendlicos se realizd mediante un barrido entre 220 y 380 nm (Bartolomeé et al., 2000). La
identificacion de los sustratos y productos de la degradacion se llevé a cabo mediante la
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comparacion de los tiempos de retencion y de los espectros de absorcion de cada pico con

estandares comerciales.

3.9. ESTUDIOS IN SILICO

3.9.1. PREDICCION DE LA PRESENCIA DE PROTEINAS CON DOMINIOS DE TRANSMEMBRANA O

SECRETORAS

Para predecir la presencia de proteinas con dominios de transmembrana o secretoras se
analizé tanto la prediccion de la topologia de las proteinas mediante el método “Topology
Membrane HMM” (Hidden Markov Model), que se basa en los supuestos del modelo oculto
de Markov, como la utilizacion de los datos descritos por Zhou et al. (2008) en la herramienta
LocatedP DataBase para estimar la localizacion sub-celular de las mismas.

El programa TMHMM Server v. 2.0 se utilizé para predecir la existencia de motivos
de transmembrana (TM). El Centro para el Anélisis de Secuencias Bioldgicas (CBSA) de la
Universidad Técnica de Dinamarca ofrece esta herramienta bioinformética con acceso libre a
través del sitio en internet http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/. Las secuencias de
aminoéacidos correspondientes a las proteinas que codifican cada uno de los genes expresados
diferencialmente, se copiaron en formato FASTA de la base de datos de la red de servicio del
Centro Nacional para la Informacion en Biotecnologia (NCBI) (L. plantarum WCFS1 Acc.
Nr. AL935263) para su analisis de forma similar a lo realizado con la herramienta ClustalW2.

La base de datos LocateP también tiene un acceso libre en la direccion
http://www.cmbi.ru.nl/locatep-db/cgi-bin/locatepdb.py. De igual forma se localizaron cada
uno de los genes cuyo nivel de expresion se modificd y se anotd la categoria sub-celular
predicha para cada proteina. En esta base de datos las posibles categorias son: i) anclada por
el extremo N-terminal con sitio de escision (“N-terminally anchored, with CS”); ii) anclada
por el extremo N-terminal sin sitio de escision (“N-terminally anchored, no CS”); ii) multi-
transmembrana (“Multi-trans-membrane”); iii) secretada con sitio de escision (“Secretory
released, with CS”); iv) secretada sin sitio de escision (“Secretory released, no CS”); v)
intracelular (“Intracellular/TMH start after 60° C); y vi) anclada a lipidos (“Lipid anchored).

Al comparar la prediccion obtenida segun el modelo TMHMM vy el predictor de
localizacion subcelular LocateP se corrobor0 que ésta Ultima herramienta logra una mejor
predicciéon (el TMHMM excluy6 a Ip_0618 y Ip_0991 como genes que codifican proteinas

con dominios de transmembrana mientras que incluy6 a Ip_1390), ademas de proporcionar
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informacién adicional como lo es el tipo de ruta secretora (I o 1), la forma de anclaje a la
membrana o pared, la presencia de varios dominios transmembrana, la transicion intracelular-

extracelular, la presencia de péptido sefial y los posibles sitios de escision (“cleavage site™).

3.9.2. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE REDES DE REGULACION Y POSIBLES SITIOS DE UNION DE

LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION (OPERADORES O “BINDING SITES™)

Muchos de los genes de L. plantarum WCFS1 involucrados en la respuesta al estrés
producido por el &cido p-cumarico aparecen agrupados en “clusters” u operones. Se ha
descrito que gran parte de éstos grupos de genes forman regulones en donde uno o varios
operones se regulan por una proteina comdn o factor de transcripcién, via activaciéon o
represion en “tandem”.

Los posibles regulones afectados por la presencia del acido fendlico se identificaron a
partir de la informacién contenida en la base de datos RegPrecise/Collection of Manually
Curated Inferences of Regulons in Prokaryotic Genomes V. 2.1
(http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/ help.jsp#what). Los 250-300 pb “upstream” anteriores
al coddén de iniciacién de cada gen se copiaron de la base PRODORIC Release 8.9
(http://prodoric.tu-bs.de/index.php) y sus secuencias se alinearon con el programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/). Seguidamente las secuencias consenso o “motivos”
se localizaron teniendo en cuenta los logotipos (LOGO) descritos como sitios de unién
(http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/ help.jsp#what y Groot Kormelink et al., 2012). En los
casos que fue necesario, se redefinié una nueva secuencia y se incluyeron en cada reguléon los
genes que presentaron el motivo o posible sitio de unidn para cada factor de transcripcion.

Paralelamente los motivos o secuencias consenso se confirmaron utilizando otra
herramienta adicional denominada Virtual Footprint v. 3.0 que forma parte de la base
PRODORIC (http://prodoric.tu-bs.de/vfp/vfp_regulon.php) y que permite el analisis de
regulones reconociendo patrones simples 0 compuestos en la secuencia de ADN anterior al
coddn de iniciacion de maultiples genes. Se analizaron diferentes posibles secuencias IUPAC
las cuales variaron en su longitud y orientacion sobre la hebra de ADN y se permitieron
discrepancias entre la coincidencia de los pares de base de la secuencia del gen y la secuencia
del motivo (“Mismaches” = 1,2,3 o0 4). El resto de los parametros se usaron segun la
configuracién predeterminada por el paquete bioinformatico (Minch et al., 2003; Munch et
al., 2005).

76



IV. RESULTADOS Y DISCUSION






RESULTADOS Y DISCUSION

La interaccion entre los compuestos fendlicos y diversas especies de bacterias lacticas
presentes de forma natural en fermentaciones vegetales, asi como también en el tracto
gastrointestinal, ha quedado plasmada en la exposicion de antecedentes expuestos en el capitulo |
de esta memoria y en un contexto amplio las investigaciones incluyen estudios en i) la
degradacion y metabolismo de &cidos fendlicos, taninos y estilbenos (Cavin et al., 1993; Poussier
et al., 2003; Rodriguez et al., 2008; de las Rivas et al., 2009; Curiel et al., 2010); ii) la evaluacion
de los efectos antimicrobianos sobre el crecimiento y composicion de la membrana bacteriana
(Ruiz-Barba et al., 1990; Rozeés y Peres, 1998; Campos et al., 2003; Landete et al., 2008;
Campos et al., 2009; Garcia-Ruiz et al., 2011); y iii) el conocimiento de la respuesta general de
cada bacteria a la presencia de tales compuestos y el estrés celular que pueden generar (van de
Guchte et al., 2002; Rivas-Sendra et al., 2011; Curiel et al., 2011).

4.1. EFECTOS DE LOS ACIDOS GALICO Y P-CUMARICO EN EL CRECIMIENTO DE L.

PLANTARUM

Los compuestos fendlicos causan en general una inhibicion en el crecimiento de diversas
especies de bacterias que incluyen tanto aerobias como anaerobias, Gram-positivas y Gram-
negativas. Los estudios realizados en bacterias acido lacticas indican que cierto grupo de &cidos
fenolicos pueden afectar de forma negativa al desarrollo de varias especies, mientras que otros
acidos no ocasionan alteraciones o incluso pueden estimular su crecimiento (Reguant et al.,
2000).

La actividad antimicrobiana de los &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos esta
determinada por su estructura quimica, la cantidad y posicién en la cual se presentan los grupos
funcionales substitutos en el anillo aromatico y la longitud de la cadena de carbonos saturada
(Cueva et al., 2010). Los acidos fenolicos presentan en general, una menor actividad al comparar
con sus ésteres de metilo y butilo; y el efecto antimicrobiano se incrementa a medida que

aumenta la longitud de la cadena de alquilo (Sanchez-Maldonado et al., 2011).
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4.1.1. CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS EN LAS CONDICIONES

ESPECIFICAS DEL ESTUDIO

Una forma de evaluar y comparar el efecto causado por una sustancia en varias especies o
de varias sustancias en una misma especie es determinar la concentracion a la cual se observa una
inhibicidn total del crecimiento poblacional o concentracién minima inhibitoria (MIC). Ciertos
acidos fendlicos como el galico, salicilico, y sus ésteres como el galato de metilo, entre otros,
parecen no influir en el crecimiento de algunas especies de L. plantarum (en RPM modificado) y
O. oeni (en medio basal modificado) (Reguant et al., 2000; Landete et al., 2007; Garcia-Ruiz et
al., 2009). Sin embargo, el efecto antimicrobiano de los &cidos cinamicos como el cafeico,
feralico y p-cumarico parece ser mas pronunciado. Muchas veces estos resultados no pueden
extrapolarse a otros estudios debido principalmente a las variaciones en la composicion del medio
de cultivo utilizado y a la biodiversidad de la cepa. Investigaciones que contemplan el ambiente
gastrointestinal donde estas bacterias habitan o fracciones de residuos de la industria de alimentos
y bebidas, son mucho méas complejas ya que los efectos observados muchas veces son producto
de sinergias entre varios factores.

En este estudio se determind la MIC de los compuestos a los cuales se deseaba exponer
las células de L. plantarum en el mismo medio de cultivo y en idénticas condiciones a las
empleadas en los estudios de expresion génica o transcriptomica. Se seleccioné el medio MRS,
en lugar de un medio minimo basal como el RPM, por ser un medio nutritivo, no restrictivo, que
garantiza la minima perturbacion a la poblacion celular, con lo cual las variaciones observadas
entre el grupo control y el grupo de prueba en presencia del compuesto se pudieron adjudicar al
compuesto afiadido.

La cepa de L. plantarum WCFS1 usada en este estudio se aislé del tracto digestivo de
humanos por lo que su exposicion a los compuestos fendlicos presentes en la dieta puede
condicionar su metabolismo. El efecto antimicrobiano del acido galico en el medio MRS fue
equivalente a lo observado en los estudios de Landete et al. (2007) utilizando el medio RPM
(Tabla VII) lo que indica que una restriccion en la disponibilidad del carbono o nitrogeno, asi
como también de la fuente que aporta éstos elementos esenciales, no condiciona el efecto
antimicrobiano de este compuesto fenolico, al menos al comparar los valores determinados en un

medio complejo como el MRS y en un medio minimo definido como el RPM.
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Tabla VII. Concentracion minima inhibitoria (MIC) del &cido galico (A) y &cido p-cumarico (B). A
cultivos de Lactobacillus plantarum WCFS1 en medio MRS liquido (10 mL) se les afiadi6 el compuesto
fendlico y se incub6 a 30 °C durante 48 horas sin agitacion. Las lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas.

Experimento Concentracion final del compuesto
A) acido galico (mM)
100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,563 0,781
1 44+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
2 44+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
3 44+ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Control (+)° ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
Control (-)** - - - - - - - -

B) é&cido p-cumérico (mM)

40 20 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125

1 2 +° ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++

2 - - ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++

3 - + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
Control (+)° ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

Control (-) - - - - - - - -

Concentracion
de EtOH (%)f 55 2,75 1,375 0,687 0,344 0,172 0,086 0,043

& sin crecimiento -, turbidez es equivalente al control negativo

® crecimiento +, turbidez superior al control negativo, el nlimero de + es proporcional a la turbidez

¢ control positivo: medio MRS + indculo L. plantarum WCFS1 al 1%, sin adicion del compuesto

d control negativo: medio MRS, sin inéculo, con adicién del compuesto a la concentracion indicada

®: la solucion “madre” del &cido gélico fue preparada a 200 mM y se empleé medio MRS para su disolucion.

. 1a solucion “madre” del acido p-cumarico fue preparada a 400 mM y se empled etanol (55% v/v) en medio MRS
para lograr su disolucion. L. plantarum WCFS1 crece bien a concentraciones de hasta 6-7% etanol.

No se detectd inhibicion del crecimiento en ninguno de los tubos en presencia de acido
galico (MIC>100 mM; 19¢/L) (Tabla VII.A), asi como tampoco una disminucién en la biomasa
con respecto al tubo control (sin adicion del compuesto). Mediante microscopia de contraste de
fase no se observo ningun cambio en la morfologia celular (tamafio, borde, forma), ni presencia
de células rotas o restos de paredes y de membranas. De igual forma, la cantidad de biomasa a las
24 horas de incubacién en presencia de 200 mM de acido géalico fue equivalente a la del cultivo
control (datos no presentados). Se ha descrito que la presencia de este acido fendlico, en
concentraciones equivalentes a la que normalmente se presentan en vinos, estimula la tasa de
crecimiento en algunas cepas de L. hilgardii y promueve una densidad celular mayor durante la
fase estacionaria, sugiriéndose que este comportamiento es el resultado de una velocidad mayor

de utilizacion de glucosa y fructosa (Alberto et al., 2001).
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Los &cidos p-cumarico, cafeico o feralico son mas toxicos para la mayoria de las BAL tal
y como lo reflejan las MIC determinadas en diversos estudios (Landete et al., 2007; Landete et
al., 2008; Rivas-Sendra et al., 2011). Rozes y Peres (1998) determinaron por una parte que el
crecimiento de la cepa L. plantarum DSM 10492 se inhibe a medida que las concentraciones de
acido cafeico aumentan de 0,5 mM hasta 5 mM sin observarse un retraso en el inicio del
crecimiento, mientras que en presencia de acido ferulico, el efecto inhibitorio es bajo aun a
concentraciones de 5 mM.

Se ha descrito que la MIC del acido p-cumarico para L. casei BL23 y L. plantarum es
similar para ambas especies y alcanza valores de 25-50 mM (Landete et al., 2007; Rivas-Sendra
et al., 2011). Landete et al. (2008) describieron que la inhibicién del crecimiento de tres cepas de
L. plantarum en presencia del acido p-cumarico ocurre a concentraciones entre 12,5 y 25mM en
medio RPM. Estos valores son equivalentes a los observados en este estudio para L. plantarum
WCFS1 en el medio MRS (MIC>15-20 mM) (Tabla VII.B). Se ha descrito que la adicion al
medio de cultivo de &cido p-cumarico a concentracion de 0,6 a 3 mM no tiene un efecto aparente
en el crecimiento de la cepa L. plantarum LPNCS8, aungue a concentraciones superiores a 6 mM
se observa un incremento en el periodo de la fase de latencia (Barthelmebs et al., 2000a). Datos
adicionales permiten establecer que a concentraciones superiores a 5 mM, una bajada en el pH
del medio (de 6,5 a 4,5) se traduce en un incremento en su toxicidad con una disminucion de la
velocidad de multiplicacion celular. Se ha postulado que a medida que el acido fendlico se
metaboliza a compuestos menos toxicos, la poblacion celular recupera su tasa de crecimiento
(Barthelmebs et al., 2000a).

Los mecanismos de respuesta de L. plantarum frente a la presencia de una sustancia que
exhibe alta toxicidad como el acido p-cumarico posiblemente sean mas complejos que aquellos
gue se desencadenan frente al acido galico e hipotéticamente podrian involucrar genes diferentes
segun el estrés celular que es producido. Las variaciones en el patron de respuesta se reflejan en
los niveles de la expresion génica y se pueden conocer a través de la cuantificacion exacta de
todos los ARN mensajeros expresados en un momento dado y bajo unas condiciones
establecidas.

Las diferencias observadas entre el efecto que ejerce la presencia del acido galico y del
acido p-cumarico en el crecimiento de esta especie motivo la realizacion un estudio comparativo
mediante analisis de micromatrices de ADNCc con el fin de evaluar de forma global el perfil

transcriptémico en la cepa WCFSL1 e inferir los posibles mecanismos que se activan cuando en el
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medio de cultivo estan presentes concentraciones sub-letales de las sustancias de interés. Se
realiz6 un primer andlisis utilizando una concentracion de 1,5 mM de &cido géalico y
posteriormente, en funcion los resultados de este ensayo, se estableci6 utilizar una concentracion
entre 10 y 20 veces inferior a las MIC determinadas en este estudio. Asi, los dos siguientes
estudios transcriptomicos se realizaron en presencia de 15 mM de &cido galico y de 1,5 mM de

acido p-cumarico.

4.2. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

Esta seccion persigue identificar los mecanismos involucrados en la tolerancia y
adaptacion de L. plantarum WCFS1 a los acidos galico y p-cumaérico a través del estudio de los
genes cuyo nivel de expresion se modifica. Para ello, el perfil transcriptdmico de esta cepa se
evalué mediante matrices de ADN hibridizadas con ADNCc sintetizado a partir del ARN de las
células en fase de crecimiento exponencial después de 10 minutos de exposicion a los acidos
fendlicos citados.

Los datos obtenidos del andlisis de la micromatriz discutidos en este estudio se han
depositado en la base de datos “Gene Expression Omnibus” del NCBI (Edgar et al., 2002) y se
puede acceder a ellos través del nimero de serie GEO GSE40126 (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/query/acc.cgi?acc=GSE40126). El analisis de los datos consider6 aquellos genes cuyo nivel
de transcripcion mostré cambios de al menos + 1,5 (FDR<0,05 y p <0,05). Una vez obtenidos los
resultados, se realizaron los calculos de promedio y desviacion estandar de los replicados de cada
gen y se procedié a validarlos mediante el andlisis de la expresion génica por RT-qPCR. La
validacién incluyd genes cuyos niveles de expresion aumentaron (induccion) o disminuyeron
(represion), asi como también genes cuya expresion no vario con respecto al control (genes con
expresion constitutiva o genes que no responden al estimulo). Se seleccionaron seis u ocho genes
y se verificaron por RT-gPCR empleando ADNC sistetizado a partir de las mismas muestras de
ARN utilizadas en los ensayos con las micromatrices.

En las tablas VIII y IX se muestran los resultados de la validacion por RT-qPCR del
analisis de micromatrices correspondientes a la respuesta de L. plantarum WCFSL1 frente a la

presencia de acido galico 15 mM y acido p-cumarico 1,5 mM, respectivamente. La validacion de
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la respuesta en presencia de acido galico 1,5 mM present0 resultados equivalentes (datos no
presentados).

Tabla VIII. Validacion por RT-gPCR de los resultados del analisis de micromatrices de ADNc
correspondientes a la respuesta de L. plantarum WCFS1 en presencia de acido galico 15 mM. El estudio
de correlacion lineal entre ambos métodos present6 una ecuacion lineal y = 0,973x + 0,107 y un
coeficiente de correlacion de R? = 0,97.

Gen ID Locus Descripcién Cambio en la expresion®®
Micromatriz®  RT-qPCR’

Genes con induccién:

Ip_2945  IpdC descarboxilasa de &cidos aromaticos, 8,09 8,58
subunidad C

Ip_0271 IpdB descarboxilasa de &cidos aromaticos, 4,72 4,33
subunidad B

Ip_2940 precursor de proteina de superficie celular, 3,84 4,38
anclada por el motivo LPXTG de pared

Ip_2956 Iptanl tanasa (tanino acil hidrolasa) 3,37 2,22

Ip_1424 - proteina familia de las FMN reductasas 1,78 1,64

dependientes de NADPH

Genes con represion:

Ip_0349  amtB proteina de transporte de amonio -2,81 -2,84
Genes sin cambio significativo:

Ip_0129 hspl proteina de choque térmico “small heat shock” 0,35 0,19

Ip_0789 gapB gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa -0,28 -0,27

Ip_1036 rplB L2 proteina 50S ribosémica -1,02 -0,67

Ip_2799 proteina de transporte de aminoacidos -0,21 -0,17

Gen control (end6geno):
Ip_2057 IdhD D-lactato deshidrogenasa -1,15 0,01

3 Variaciones o ratios” cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucién) se consideré que se alteraron
significativamente (p < 0,05); excepto para los genes sin cambio

® \alores cercanos al cero indican que no ocurrieron cambios con respecto a los genes de referencia o “housekeeping”
(IdhD, 16SARNTr, gyrA, dnaG)

¢ log,ratio(M), donde ratio(M) = magnitud del cambio en niimero de veces
promedio de los log, (magnitud del cambio en nimero de veces): (“log, ratios fold change”)
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Tabla IX. Validacion por RT-qPCR de los resultados del analisis de micromatrices de ADNc
correspondientes a la respuesta de L. plantarum WCFS1 en presencia de &cido p-cumarico 1,5 mM. El
estudio de correlacidn lineal entre ambos métodos present6 una ecuacion lineal y = 1,087x + 0,118 y un
coeficiente de correlacion de R* = 0,97.

Gen ID Locus Descripcién Cambio en la expresion®®
Micromatriz®  RT-qPCR‘

Genes con induccién:

Ip_3665 pdc descarboxilasa del acido p-cumarico 6,81 8,36
OppA transportador ABC de oligopéptidos,

Ip_1261 proteina de unién al substrato 4,42 4,26

Ip_0129 hspl proteina de choque térmico “small heat 3,39 4,02
shock”

Ip_3664 padR regulador del metabolismo de &cidos 1,95 1,17
fendlicos, PadR

Ip_3663 - proteina hipotética Ip_3663 1,07 1,11

Genes con represion:

Ip_2799 - proteina de transporte de aminoacidos -2,45 -2,95

Ip_0349 amtB proteina de transporte de amonio -2,17 -1,95

Ip_1036 rplB L2 proteina 50S ribosémica -2,12 -1,42

Genes control (enddgeno):
Ip_2057 IdhD D-lactato deshidrogenasa -0,25 0,05

# Variaciones o “ratios” cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucidn) se considerd que se alteraron
significativamente (p < 0,05)

® Valores cercanos al cero indican que no ocurrieron cambios con respecto a los genes de referencia o “housekeeping”
(IdhD, 16SARNT, gyrA, dnaG)

¢ log,ratio(M), donde ratio(M) = magnitud del cambio en niimero de veces

9 promedio de los log, (magnitud del cambio en nimero de veces): (“log, ratios fold change”)

Los valores obtenidos del analisis de micromatrices se transforman calculando el
logaritmo en base 2 del cambio observado en numero de veces (log, de la variacion de M). El
analisis por RT-gPCR indica la expresion relativa de los genes con respecto al grupo control. En
este analisis se empled como gen enddgeno control Ip_2057 (IdhD) que codifica la enzima D-
lactato deshidrogenasa. Los genes comparados para el acido galico fueron Ip_0129, Ip_0271
(IpdB), Ip_0349, Ip_0789 (gapB), Ip_1036, Ip_1424, Ip_2799, Ip_2940, Ip_2945 (IpdC) y Ip_2956
(Iptanl). Los genes comparados para el &cido p-cumarico fueron Ip 0129, Ip_0349, Ip_1036,
Ip_1261, Ip_2799, Ip_3663, Ip_3664 (padR) y Ip_3665 (pdc).

En general, los valores del cambio observado (log, de la variacion M) obtenidos por
ambos métodos son equivalentes y muestran la misma tendencia en cuanto a la direccién en la

cual el cambio ocurre (induccién o represion). Cabe sefialar que los valores absolutos del cambio
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en nameros de veces no son exactos y las pequefias variaciones observadas se pueden atribuir a
las diferencias técnicas en los métodos de analisis y normalizacion (Kim et al., 2006; Hifner, et
al., 2009; Allen et al., 2010; Li et al., 2011).

El analisis estadistico se realizo a través de un estudio de correlacion y los coeficientes de
correlacion (R?) del ajuste de regresion lineal aplicado a los datos fueron de 0,97 en ambos casos
(Figura 16). Estos resultados evidencian que los genes evaluados se expresan en cada una de las
dos condiciones analizadas y validan el patron de hibridacion de las micromatrices de ADNCc.
Una vez validados los datos se paso al analisis e interpretacion de los resultados obtenidos.

De manera general, el nimero de genes expresados diferencialmente en el anélisis de
micromatrices cuando L. plantarum WCFSL1 se cultiva en presencia de acido galico o de &cido p-
cumarico refleja la complejidad de la respuesta y el nivel de toxicidad de cada compuesto.

La figura 17 muestra la distribucion grafica espacial de los genes que variaron
significativamente su nivel de transcripcion en las diferentes concentraciones evaluadas. Los
genes que mostraron una induccién en sus niveles de expresién se presentan en rojo, los que no
variaron en gris y los que experimentaron represion en verde. En el lado derecho se observan los
“heat maps” que resumen los niveles de expresion de cada micromatriz (FIESTA Viewer v.1.0;
Oliveros, J.C., 2007). Se puede observar que la nube de puntos correspondientes a los genes
inducidos y reprimidos durante la exposicion de las células al acido p-cumarico 1,5 mM es méas
numerosa que la observada a 1,5 y 15 mM de &cido galico. La variacion en el nivel de
transcripcion de los genes involucrados en las reacciones principales de degradacion de estos
compuestos, como lo son los genes Ip_2945 (IpdC) Ip_0271 (IpdB) y Ip_0272 (IpdD), implicados
en la descarboxilacion del acido galico por una parte y, del gen Ip_3665 (pdc), que participa en
la descarboxilacion del &cido p-cumarico por la otra, son equivalentes y cercanas a 7-8 en
namero de veces superiores al logaritmo en base 2 del cambio observado en el grupo control (log
ratio M).

Este perfil refleja el caracter especifico y pronunciado de la principal respuesta que ocurre
frente a ambos compuestos. En cuanto a la respuesta general, es en presencia del acido p-
cumarico donde se visualiza una respuesta global que ocasiona una variacion “fina” en el nivel de
transcripcion de numerosos genes, con cambios que van desde 1,5 a 2 veces tanto en induccién

como represion.
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Variacion en la expresion por RT-gPCR

Variacion en la expresion por RT-gPCR

y=0,9729x+0,1069
R#=0,9659 .

Variacion en la expresion por micromatrices de ADNc

y=1,08695+0,118
R2=0,9636

Variacion en la expresion por micromatrices de ADNc
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Figura 16. Equivalencia entre los resultados del anélisis de micromatrices de ADNc y del ensayo de RT-
gPCR mediante un estudio de correlacion que emplea un ajuste de regresion lineal. Los coeficientes de
correlacion (R?) entre ambos métodos son elevados (0,97). Acido galico 15 mM (A); acido p-cumérico 1,5

mM (B).
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Figura 17. Distribucion espacial de los genes expresados diferencialmente en el analisis de micromatrices
en presencia de acido galico 1,5 mM (A) y 15 mM (B), y de acido p-cumarico 1,5 mM (C). La magnitud
del cambio (FC) (logRatioM) se grafica en funcién de la intensidad de la sefial (logSignalA). Se sefialan
los puntos de los principales genes relacionados con la respuesta especifica de descarboxilacion de estas
sustancias fendlicas. A la derecha se tiene el “heat map”. Rojo:induccion; Verde:represion.
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El numero de genes que se expresan diferencialmente en respuesta a la presencia del
acido gélico a 1,5 y 15 mM se aprecian en la tabla X. A una concentracion de 1,5 mM se altera la
expresion del 0,5% de los genes de L. plantarum WCFS1. Un aumento en la concentracion del
acido galico (a valores cercanos a 10 veces menos la MIC calculada) ocasiona un incremento en
el porcentaje del total los genes afectados (1,3%), sin embargo, la respuesta continGa siendo
limitada a pesar de observarse una incipiente alteracion de los niveles de transcripcién de algunos
grupos de genes que, como se expondrd mas adelante en detalle, tienen relacién con ciertos

mecanismos de defensa.

Tabla X. Numero de genes de L. plantarum WCFS1 expresados diferencialmente en el analisis de
micromatrices de ADNCc en respuesta a la presencia del acido galico (hidroxibenzoico) o p-cumarico
(derivado hidroxicinamico) en concentraciones sub-letales.

Namero de genes Porcentaje del

Compuesto Concentracion Total genes total de genes?
fendlico (mM) Inducidos Reprimidos alterados (%()J
Acido galico 1,50 10 4 14 0,5
Acido gélico 15,0 15 25 40 1,3
Acido 1,50 144 136 280 9,1
p-cumarico

% Un total de 3066 genes representados en la micromatriz

Por otra parte, la respuesta frente al acido p-cumarico es amplia y presenta una cantidad
mayor de genes alterados, con un total de 280 genes afectados significativamente, que
representan cerca del 9% de los genes de L. plantarum WCFS1. Dicha respuesta, que se analizara
mas adelante, a primera vista parece incluir maltiples rutas metabdlicas (los genes que participan
en la descarboxilacion de este acido hidroxicinamico, asi como también otros genes relacionados
a estrés general y oxidativo, entre otros); que parecen alterarse de forma coordinada con la
finalidad de superar los efectos dafiinos que ocasiona este compuesto, y que al juzgar por el

namero de genes que modifican sus niveles de expresion, parecen ser muy agresivos.
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4.2.1. RESPUESTA TRANSCRIPTOMICA DE L. PLANTARUM WCFS1 EN PRESENCIA DE ACIDO

GALICO
4.2.1.1. VISION GENERAL

Una vision de la respuesta transcriptomica a la presencia del acido gélico evidencia el
bajo nimero de genes que a una concentracion de 15 mM mostraron una expresion diferencial
con cambios de al menos + 1,5 veces con respecto al grupo control sin adicion del compuesto
(FDR<0,05 y p <0,05). De 3066 genes representados en la micromatriz, en 15 se observé una
induccidn en sus niveles de transcripcion y en 25 una represion, lo que representa un total de 40
genes afectados. Si se comparan estos valores con los resultados a 1,5 mM se tiene un menor
namero de genes: 10, 4 y 14, respectivamente. Los genes regulados diferencialmente se asociaron
a las categorias funcionales CGO (“Clusters of Orthologous Groups™; Tatusov et al., 2003)
descritas en su mayoria por Kleerebezem et al. (2003). Los genes cuya expresion se alter6 en
presencia de &cido galico 1,5 mM se agrupan en 9 categorias funcionales. Al aumentar la
concentracion del compuesto se involucran en la respuesta genes pertenecientes a otras categorias
funcionales que incluyen: i) mecanismos de defensa, ii) produccién y conversién de energia, iii)
transporte y catabolismo de metabolitos secundarios, iv) transporte y metabolismo de nucleétidos
y V) traduccion (Figura 18). La aparicion de genes relacionados con mecanismos de defensa
cuando las células del cultivo se exponen al acido fendlico a una concentracion de 15 mM puede
indicar que la maquinaria celular responde a la sefial de estrés que se deriva de la disminucidn en
el pH del medio circundante, del desequilibrio electrolitico y del ambiente oxidativo que se
desencadena. Las categorias funcionales con el mayor numero de genes presentando una
represion en sus niveles de expresidn son transporte y catabolismo de carbohidratos, transporte y
metabolismo de iones inorganicos y pared celular y biogénesis de membrana (Figura 19).

A 15 mM los niveles mas altos de induccion observados fueron de 272 veces para el gen
Ip_2945 (IpdC), que como ya se expuso codifica una de las subunidades de la enzima galato
descarboxilasa (Curiel, 2010; Jiménez et al., 2013); y de 73 veces para el gen Ip_2943, que
codifica una posible proteina transportadora de cationes. Por otra parte, los niveles mas elevados
de represion fueron de 7,3 veces para el gen Ip_2739, que hipotéticamente es el responsable de la
sintesis de la subunidad que se une al ATP de un transportador tipo ABC; y de 7 veces para el

gen Ip_0349, responsable de la sintesis de una proteina involucrada en el transporte de amonio.
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Figura 18. Porcentaje de genes de L. plantarum WCFS1 que alteraron sus niveles de expresion
significativamente (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05) en presencia de acido galico 1,5y 15 mM agrupados por
categorias funcionales CGO (“Clusters of Orthologous Groups”). El porcentaje es referido al total de
genes en cada caso (14 genes a 1,5 mM y 40 genes a 15 mM).
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Categoria funcional Sin categoria (17.9)

Traduccion (2.6)

Transcripcion (7.7)

Mecanismo de trasduccion de sefiales

Biosintesis, transporte y catabelismo de metabolitos secundarios (2,6)
Replicacion, recombinacion y reparacion

Modificacion postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas
Transporte y metabolismo de nucleotidos (5,1)

Multifuncionales (5,1)

Transporte ¥ metabolismo de lipidos (2,6)

Transporte y metabolismo de iones inorganicos (12,8)

Proteina hipotética

Funcién general (por prediccién) (5,1)

Funcion desconocida

Produccién y conversion de energia (5,1)

Mecanismos de defensa (5,1)

Metabolismo de coenzimas (5,1)

Pared celular/biogénesis de membrana (7,7)

Transporte y metabolismo de carbohidratos (12,8)

Transporte y metabolismo de aminoacidos (12.8)

W Induccion

O Represion

Nimere de genes

Figura 19. Expresion génica por categorias funcionales en L. plantarum WCFS1 en presencia de acido
galico 15 mM. Referido al nimero de genes cuya expresion se induce o reprime mas de 1,5 veces con
respecto al control. En paréntesis se detalla el porcentaje de genes diferencialmente expresados por cada
categoria (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05).

En la tabla XI se presentan los genes expresados diferencialmente, ordenados de mayor a
menor inducciéon y de menor a mayor represion, en funcion de la variacion en el nivel de
transcripcion e indicando la presencia de posibles unidades transcripcionales u operones
(sefalados con un recuadro del mismo color). De esta forma se identificaron 2 posibles operones
dentro del grupo de genes con una marcada induccion (desde Ip_2945 a Ip_2940 y desde Ip_0271
a lp_0274) y uno dentro del grupo de genes con el nivel de represion mas elevado (desde Ip_2739
hasta Ip_2744). La induccion de los genes Ip_2954 y Ip_2956 se relaciono6 con el posible operon
que abarca desde Ip_2945 a Ip_2940.

No se observaron cambios en ninguno de los genes que normalmente participan en los
procesos relacionados con la adaptacion al estrées como los genes clase | (chaperonas
moleculares) y clase Il (proteasas dependientes de ATP), asi como tampoco los de las proteinas
de choque térmico. Sin embargo, méas de la mitad de los genes que presentaron una disminucién
en el nivel de expresion, tanto a una concentracion de 1,5 mM como a 15 mM (en este Gltimo
caso mucho mas marcado), se relacionan con proteinas de membrana y transportadores que
podrian afectarse por los cambios en los potenciales de membrana o por el gasto energético

celular asociados a la presencia del acido galico.
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Tabla XI. Genes expresados diferencialmente en Lactobacillus plantarum WCFS1 en presencia de &cido
galico 1,5 mM y 15 mM. Posibles genes de un mismo operdn se sefialan con igual color.

S Magnitud del

Gen ID Locus Descripcion Cgmbioa'b

15mM 15mM
Ip_2945 l IpdC descarboxilasa de acidos aromaticos, subunidad C 108,47 272,09
Ip_2943 - proteina transportadora de cationes 51,95 73,41
Ip_0271 IpdB descarboxilasa de acidos aromaticos, subunidad B 19,61 26,30
Ip_0272 IpdD descarboxilasa de acidos aromaticos, subunidad D 18,84 23,98
Ip_2940 l - precursor de proteina de superficie celular, anclada por el motivo LPXTG 10,09 14,33
Ip_2956 tanL tanasa (tanino acil hidrolasa) 4,24 10,34
Ip_0274 - regulador transcripcional de la familia TetR 4,43 4,15
Ip_1424 - proteina familia de las FMN reductasas dependientes de NADPH 3,44
Ip_1425 - fumarato reductasa, flavoproteina FAD/FMN reductasa dependiente de NADPH 3,11
Ip_2954 - proteina de membrana hipotética 2,92
Ip_1948 - regulador transcripcional de la familia MarR 2,90
Ip_1949 - proteina de membrana hipotética 2,78
Ip_1590 - proteina hipotética 2,70
Ip_3012 - oxidoreductasa (putativa) 2,49
Ip_2312 glnH2 transportador ABC glutamina/histidina, proteina de unién al sustrato 2,34
Ip_0250 - dihidroorotasa 2,06
Ip_2949 - - proteina integral de membrana 2,03
Ip_0226 nagB glucosamina-6-fosfato isomerasa/desaminasa 2,03
Ip_2776 dsdA deshidratasa D-serina -2,08
Ip_3660 rbsk riboquinasa -2,08
Ip_1580 - ginR represor de glutamina sintetasa -2,10°
Ip_2830 aspA aspartato amonio-liasa -2,12
Ip_0728 groEL chaperonina GroEL -2,14
Ip_2744 - transportador ABC, permeasa -2,14
Ip_0747 pstD transportador ABC fosfato, permeasa -2,16
Ip_0748 pstC transportador ABC fosfato, permeasa -2,16
Ip_1061 rpsK S11 proteina 30S ribosomal -2,16
Ip_3659 rbsD mutarotasa D-ribosa -2,18
ip_oso3 [ ginQ1 transportador ABC de glutamina, proteina de unién al ATP -2,20
Ip_1682 - fosfopanteteina transferasa -2,26
Ip_2659 Xpk1 xilulosa-5-P fosfocetolasa / fructosa-6-P fosfocetolasa -2,35
Ip_2105 galE3/ UDP N-acetil glucosamina 4-epimerasa, NAD dependiente -2,37

cps4D
Ip_1581 ginA ligasa glutamato-amonio / glutamine sintetasa -2,45
Ip_2741 - proteina de membrana hipotética -2,62
Ip_2743 - transportador ABC, proteina de unién al ATP -2,67
Ip_2363 atpC ATP sintasa FyF,, subunidad epsilon -2,90
Ip_3270 purA sintasa adenilosuccinato -2,96
Ip_3271 guaC guanosina 5'-monofosfato oxidoreductasa (provisional) -3,00
Ip_0802 gInPH1  transportador ABC de glutamina, proteina de unién al sustrato y permeasa -3,13
Ip_2742 - regulador transcripcional de la familia GntR -3,37
Ip_3015 - extracelular transglicosilasa, con dominio de union a LysM del peptidoglicano -3,43
Ip_0822 gimS1 transaminasa glutamina-fructosa-6-fosfato -3,47
Ip_2229 - hidrolasa dependiente de metales, superfamilia 111 beta-lactamasa -4,13
Ip_2740 - - transportador ABC, permeasa -6,71
Ip_0349 amtB proteina de transporte de amonio -3,14 -7,02
Ip_2739 - - transportador ABC, proteina de union al ATP -7,25
Total de genes expresados diferencialmente 14 40

# Magnitud del cambio en nimero de veces en cultivos crecidos en medio MRS suplementado con acido galico a las
concentraciones indicadas luego de 10 minutos de exposicién en relacion a cultivos sin suplementar
b Cambio >1,5 veces tanto en incremento (+) o disminucién (-) fueron expresados diferencialmente con una FDR menor al 5% (p
<0,05) 0 “FDR menor al 20% (p< 0,20).
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4.2.1.2. MECANISMOS DE DESTOXIFICACION

La expresion diferencial observada en el gen Ip_2945 (IpdC) se correlaciona con lo
descrito en apartados anteriores donde se establece que L. plantarum lleva a cabo la degradacion
del &cido gélico mediante una descarboxilacion no oxidativa mediada por la enzima galato
descarboxilasa que origina la produccion de dioxido de carbono y pirogalol, contribuyendo a
garantizar un ambiente reductor, en el cual esta especie microaer6fila es capaz de llevar a cabo de
forma dptima las rutas metabolicas necesarias para resistir el estrés que se deriva de la
disminucion en el pH del medio circundante y del ambiente pro-oxidante que se origina a
concentraciones elevadas del sustrato. Curiel (2010) demostrd que esta enzima se induce por su
sustrato y después de 1 hora de induccion la proteina ya esta sintetizada y es activa. Los
resultados de este estudio indican que la induccion de los genes es inmediata y proporcional, pero
no en razon directa a la concentraciéon del compuesto fendlico. A una concentracion de 1,5 mM
de acido galico la magnitud del cambio observado en el gen Ip_2945 es de 108 veces, mientras
que a 15 mM se tiene un incremento en el nivel de transcripcion de 272 veces (Tabla XI). Se ha
descrito que el acido géalico y protocatéquico incrementan el nivel de expresion del gen IpdC
(Ip_2945) (Curiel, 2010). En este estudio, conjuntamente a la induccion del gen Ip_2945 que
codifica la subunidad C de la galato descarboxilasa, también se observa el incremento, pero en
menor medida, de los genes IpdB (Ip_0271, subunidad B; aproximadamente 20 y 26 veces) y de
IpdD (Ip_0272, subunidad D; 19 y 24 veces) (Figura 20).

R LpdD LpdB Tanasa PM LpdC T R

< -

1Mb

Ip_0274
Ip_0273
Ip_0272
Ip_0271
Ip_2956
Ip_2954
Ip_2945
Ip_2943
Ip_2942
Ip_2940

Figura 20. Expresion diferencial de los genes relacionados con la actividad galato descarboxilasa en L.
plantarum WCFS1 en presencia de &cido galico 15 mM. Los genes con una induccion en sus niveles de
transcripcion se presentan de color rojo y los que se reprimen en color verde. Tonalidades brillantes
corresponden a incrementos elevados. Tonalidades oscuras corresponden a variaciones cercanas a 1,5-2
veces con respecto al control (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05).R: regulador transcripcional; PM: proteina de
membrana; T: transportador.
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Esto coincide con los resultados obtenidos en los estudios realizados de la galato
descarboxilasa donde se demuestra que por lo menos las subunidades B y C estan involucradas
en la degradacion del acido galico y aunque, en otras descarboxilasas de los acidos aromaticos se
ha descrito la participacion de Ip_0272, hasta la fecha se desconoce su papel en esta especie, al
igual que el de la proteina codificada por Ip_0274 definida como un regulador transcripcional de
la familia TetR (con una induccion de 4 veces a ambas concentraciones). La subunidad C (LpdC)
de la enzima galato descarboxilasa constituye la subunidad catalitica principal, mientras que la
subunidad B (LpdB) posiblemente participa en la maduracion (“refolding”) o activacion de LpdC
(Jiménez et al., 2013). Por otra parte, los altos niveles de expresion del gen Ip_2943 anotado
como el responsable de la sintesis de una posible proteina transportadora de cationes, en conjunto
con los resultados de estudios predictivos que definen la localizacion subcelular de esta proteina
en la membrana con altas probabilidades de anclarse por su extremo N-terminal y de presentar un
péptido sefial (Zhou et al., 2008), indican su posible participacion en fendmenos de transporte
asociados a esta biotransformacion.

En la tabla XI se observa que los niveles de transcripcion de gen Ip_2956 que
codifica la enzima tanasa (LpTanl) aumentaron con respecto al control 4 y 10 veces en presencia
del &cido galico a 1,5 y 15 mM, respectivamente; bajo un patron que sugiere que a mayor
concentracion del compuesto, mayor es el nivel de induccion que se produce. En un estudio
reciente mediante RT-gPCR que evalud en L. plantarum WCFSL1 los niveles de transcripcion de
diversos genes biomarcadores de supervivencia en el TGI, también se demostro la induccion de la
expresion de este gen en presencia de &cido tanico a concentraciones de 0,5-2mM (con cambios
de 4 y 12 veces) (Reverdn et al., 2013). Durante la caracterizacion bioquimica de la tanasa de L.
plantarum 748" se ha descrito que la enzima purificada puede catalizar in vitro la hidrélisis de los
enlaces ésteres presentes en galotaninos, taninos hidrolizables como el acido tanico, ésteres del
acido galico y ésteres del acido protocatéquico; donde en todos los casos, se produce acido galico
(Curiel, 2010). Sin embargo, cultivos de esta cepa crecidos en presencia de acido tanico (0,1-0,5
mM) son incapaces de metabolizar este compuesto (Rodriguez, 2009). Se ha sugerido que el
acido tanico no es transportado al interior de la célula y los resultados de los estudios predictivos
realizados por Zhou et al. (2008) sefialan que la localizacion subcelular de la proteina codificada
por el gen Ip_2956 es citoplasmatica; de tal forma que hipotéticamente su actividad sobre el acido
tanico solo puede ocurrir si la enzima es liberada al medio extracelular via lisis celular u otro

mecanismo aln desconocido.
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Osawa et al. (1995) presentaron que algunas cepas de Streptococcus gallolyticus
hidrolizaban taninos y descarboxilaban el acido gélico. Posteriormente, O’Donovan y Brooker
(2001) describieron que la induccién de la galato descarboxilasa posiblemente es un factor critico
en la tolerancia que presentaba S. gallolyticus frente al acido tanico. El incremento en los niveles
transcripcion de Ip_2956 de L. plantarum WCFS1 en presencia del &cido galico sugiere la posible
existencia de una red de regulacién que controla simultaneamente la expresion de los genes
responsables de la sintesis de las enzimas galato descarboxilasa y tanasa. Para el primer caso se
tiene una induccion por sustrato mientras que en el segundo se puede interpretar como un
mecanismo de control tipo “feedback” positivo, donde el producto de la reaccion de hidrdlisis de
los enlaces éster presentes en el &cido tanico (mediante actividad microbiolégica o por
autodegradacion), induce la actividad tanasa. Una induccién temprana de la expresion de este gen
puede interpretarse como una sefial de alarma y de proteccién a la poblacion microbiana, que
lleva a la sintesis de la enzima con antelacion al momento en el que las células estarian expuestas
a elevadas concentraciones de la sustancia tdxica. Sin embargo, es posible que el mecanismo de
regulacién de la actividad de la enzima tanasa sea complejo debido a que generalmente las
esterasas pueden catalizar tanto las reacciones de sintesis como de hidrdlisis de los ésteres,
dependiendo de las condiciones en el medio de reaccion (Fernandez-Lorente et al., 2011). Esta
propiedad catalitica no se ha observado en otras tanasas y es actualmente tema de investigacion
de otros estudios.

Los niveles de transcripcion del gen Ip_2940, que codifica una posible proteina precursora
que se localiza en la superficie celular, aumentaron de forma marcada en presencia del acido
galico a ambas concentraciones estudiadas: 10 veces mayor al control a 1,5 mM y 14 veces a una
concentracion de 15 mM (Tabla XI). Se ha descrito que Lp_ 2940 contiene un motivo LPQTG
similar a LPXTG (“LPXTG-like motif”’) que permite su anclaje a la pared celular (Bron et al.,
2004b; Zhou et al., 2008) o su traslocacion al ambiente extracelular por un sistema Sec-
dependiente (Sec-SPI) (Zhou et al., 2008; Zhou et al., 2010).

Bron et al. (2004b) estudiaron mediante el uso de la “tecnologia de expresion in vivo”
(IVET) el perfil de expresion de los genes en células de L. plantarum WCFS1 durante su transito
por el TGI de ratones y lo compararon con el patron mostrado por células cultivadas in vitro en
medio completo. Se identificaron un total de 72 genes cuya expresion se induce en el ambiente
intestinal y entre ellos se han descrito cuatro genes que codifican proteinas extracelulares e

incluyen a Ip_2940. Estos autores sugieren que la funcion de estas proteinas de superficie, que se
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anclan a la pared bacteriana, es mediar en la interaccion con las células del ambiente intestinal o
con componentes excretados en el lumen del TGI del hospedador. Posteriomente, en un intento
por conocer los mecanismos de adaptacion que le permiten a L. plantarum sobrevivir a través de
su paso por el sistema digestivo de los mamiferos, se investigo en ratones la expresion de 15
genes ivi (“in vivo-inducible”) en el tiempo y en los diferentes compartimientos intestinales
(Marco et al., 2007). Este estudio determind que la transcripcion del gen Ip_2940 se induce
significativamente durante la estancia de la bacteria en la zona distal del intestino delgado
(yeyuno e ileon) y en el ciego. Por otra parte, no se observaron alteraciones en este gen en las
células recuperadas del estomago, duodeno y colon.

La localizacién del gen Ip_2940 cerca de los genes responsables de la actividad galato
descarboxilasa, sugiere su posible participacion en la respuesta al estrés derivado de la presencia
del &cido galico por mecanismos ain desconocidos.

A 15 mM se observo una leve induccion en los niveles de expresion de los genes Ip_1424
y Ip_1425. El gen Ip_1425 se ha descrito como el responsable de la sintesis de una flavo-proteina
dependiente de NADPH que reduce el fumarato usando menaquinol y que podria neutralizar las

especies ROS que se producen durante el estrés oxidativo (van Hellemond y Tielens, 1994).

4.2.1.3. CAMBIOS RELACIONADOS CON PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE LA MEMBRANA Y PARED

CELULAR Y AHORRO DE ENERGIA

De los 24 genes que presentaron una disminucion en sus niveles de expresion en
presencia de acido galico a una concentracion de 15 mM, la mitad codifican posibles proteinas de
membrana, en su mayoria transportadores del tipo ABC (“ATP -binding cassette”) (Ip_0747,
Ip_0748, Ip_0802, Ip_0803, Ip 2739, Ip 2740, Ip_2743 y Ip_2744), proteinas asociadas a la
membrana (Ip_0349, Ip_2363y Ip_2741) o proteinas secretoras (Ip_3015).

La inhibicion de la expresion de los genes Ip_2739 a Ip_2744 (posiblemente formando un
operon) se asocid a modificaciones en la membrana y pared celular. Se ha descrito que ciertas
permeasas del tipo ABC, asi como también proteinas reguladoras de la familia GntR, estan
involucradas en la regulacion negativa de la formacion de “biofilm” y de la sintesis de proteinas
de superficie celular y de anclaje a la pared celular (“LPXTG-like motif”’) en Listeria

monocytogenes (Zhu et al., 2011; Wassinger et al., 2013).
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El gen Ip_0349 (amtB) responsable de la sintesis de un transportador de amonio presento
a ambas concentraciones estudiadas, el nivel méas alto de represion, en un modelo que parece ser
dependiente de la concentracion del compuesto afiadido (3 veces menor a 1,5 mM y 7,3 veces a
15 mM) (Tabla XI). Esta proteina estd relacionada con las proteinas transportadoras de
membrana y se ha descrito que en su estructura posee un canal hidrofébico para el amonio
(Conroy et al., 2007). En Escherichia coli se ha demostrado que la actividad de AmtB se requiere
para la normal excrecion de acidos; sin embargo, se sobre-expresa en condiciones limitantes de
nitrdgeno y se reprime cuando las concentraciones de nitrégeno en el exterior aumentan (>50
uM) con la finalidad de prevenir su paso al citoplasma, donde el amonio podria combinarse con
el glutamato para formar glutamina en una reaccion que consume ATP a expensas de un
agotamiento de las reservas de ATP celular (Conroy et al., 2007). La inhibicion de Ip_2830
(aspA) se relaciono con la necesidad de disminuir el amonio intracelular.

Todo parece indicar que las células de L. plantarum, en presencia de &cido gélico,
comienzan a modificar la maquinaria enzimética con el fin de prevenir el consumo innecesario de
energia en forma de ATP ya que, igual a lo descrito para E. coli, ademas del gen del transportador
AmtB, también disminuyen de forma significativa los niveles de transcripcion de los genes
Ip_1581 (2,5 veces; que codifica la enzima glutamina sintasa o glutamato-amonio ligasa GInA),
de Ip_0802 (3,1 veces; responsable por la sintesis de la subunidad GInPH1de union al sustrato) y
de Ip_0803 (2,2 veces; subunidad GInQ1 de union al ATP), de un transportador de glutamina tipo
ABC. Por ultimo, la expresion del gen Ip_1580 (gInR) descrito como el responsable de la

regulacion de la sintesis de glutamina disminuy6 en un nivel equivalente (2,0 veces) (Figura 21).
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Figura 21. Expresion diferencial de los genes regulados por GInR en L. plantarum WCFS1 en presencia
de &cido galico 15 mM. Los genes con una induccidn en sus niveles de transcripcion se presentan de color
rojo y los que se reprimen en color verde. Tonalidades brillantes corresponden a incrementos con
diferencias elevadas. Tonalidades oscuras corresponden a variaciones cercanas a 1,5-2 veces con respecto
al control (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05).R: regulador transcripcional.
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Los estudios de Chen et al. (2010) revelaron que GInR esta involucrado en la tolerancia
de Streptococcus mutans al ambiente &cido y controla la transcripcion de los genes que codifican
las enzimas que participan en la sintesis de glutamina a pH bajo. La represion de los genes que
dependen de GInR posiblemente re-direcciona el flujo del carbono de citrato a piruvato con el
consumo de protones en un proceso de homeostasis que le permite a la bacteria adaptarse
rdpidamente al ambiente acido extracelular.

El gen Ip_2363 codifica la subunidad epsilon (g) de la ATP sintasa. Se ha descrito que la
subunidad ¢ actia como un inhibidor enddgeno de la actividad ATPasa y que tanto la
concentracion de ATP como las variaciones en el potencial de membrana influyen en su
conformacién y de ésta forma en su modo de accién (Yasuno et al., 2009). Un analisis del nivel
de expresion de los genes que codifican el resto de las subunidades de esta enzima (genes
Ip_2364 hasta Ip_2370) no reflej6 cambios consistentes a un nivel de probabilidad menor, por lo
que se asume que la represién observada Unicamente para Ip_2363 (2,9 veces) podria ser un
reflejo de alteraciones puntuales en el potencial de membrana y no de una respuesta especifica a

la presencia del acido galico.

4.2.1.4. INTERRUPCION DEL GEN LPDC EN L. PLANTARUM

De los resultados del analisis de micromatrices de ADNc que demuestran el alto nivel de
induccion del gen Ip_2945 (IpdC) en presencia del acido galico y segln los resultados previos a
este estudio que sugieren que LpdC es la subunidad catalitica principal en la reaccion de
descarboxilacion de este compuesto fenolico (Jiménez et al., 2013); es posible inferir que en
ausencia de esta enzima las células de L. plantarum estarian sometidas a un elevado estrés debido
a la imposibilidad garantizar el elevado ambiente reductor necesario para resistir el desequilibrio
electrolitico y el ambiente oxidativo que se desencadena cuando éste acido fenolico se presenta a
concentraciones elevadas. Por ello se decidio evaluar el efecto del acido galico sobre el
crecimiento de una cepa mutante WCFS1AlpdC que posee el gen Ip_2945 (IpdC) no funcional.

La cepa mutante se obtuvo a partir de células electrocompetentes de L. plantarum WCFS1
transformadas con el plasmido pUCE191-1p2945. Para ello en el plasmido pUCE191
(Arrecubieta et al., 1995) se clond un fragmento interno de 380 pb (denominado IpdC*) del gen

IpdC amplificado mediante los oligonucleotidos 469 y 470 (Curiel, 2010). Una vez obtenido el

99



RESULTADOS Y DISCUSION

plasmido pUCE191-IpdC se llevé a cabo la transformacion de la cepa L. plantarum WCFS1
segun el protocolo descrito por Aukrust y Blom (1992). EI pUCE191 se comporta como un
plasmido integrativo y no replicativo durante la transformacion de L. plantarum por lo que se
obtienen bajas frecuencias de transformacion (alrededor de 10° transformantes por pg de
plasmido). La recombinacion homdloga que se produce entre el fragmento interno IpdC* clonado
en el plasmido y la copia del gen IpdC presente en el cromosoma de la bacteria da origen a la
interrupcidn del gen a través de un mecanismo de insercion-duplicacion que lleva a la integracién

del plasmido pUCE191-pad en el cromosoma de la bacteria (Figura 22).
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Figura 22. Recombinacion homologa producida entre el plasmido pUCE191-lpdC (linea pespunteada con
el fragmento IpdC* en gris) y el cromosoma de L. plantarum WCFS1 en la region del gen IpdC. La
insercion del pUCE191-IpdC ocasiona la interrupcién del gen IpdC.

La correcta integracion del plasmido se comprobd mediante PCR utilizando la pareja de
oligonucledtidos 1224 que hibrida en el plasmido, y 388 que hibrida en una region externa al
fragmento IpdC* en la zona inicial del gen IpdC, obteniendo un producto amplificado de 1086
pb. También se incluyo la amplificacion de un fragmento del gen que codifica la resistencia a

eritromicina (oligonucle6tidos 697 y 698 que amplifican un fragmento cercano a 800 pb), y se
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corroboré que el gen IpdC completo no se amplifica debido a la incorporacién de la secuencia del

plasmido en el genoma de la bacteria (oligonucle6tidos 387 y 388 que amplifican cerca de 1470

pb del gen completo) (Figura 23).
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Figura 23. Verificacion de la interrupcion de gen IpdC (Ip_2945) por insercion del plasmido pUCE191-
IpdC via recombinacion homologa en L. plantarum WCFS1. Fragmento “inicio gen IpdC-plasmido
pUCE191” amplificado con los oligonucledtidos 388+1224 (1); amplificacion del gen completo IpdC con
387+388 (2); amplificacion de un fragmento del gen eritromicina con oligonucleétidos 697+698 (3);
control negativo sin ADN con oligonucledtidos 697+698 (4); control positivo con ADN de WCFS1 y
oligonucledtidos 518+519 banda de 600 pb (5); marcador guia del00 pb (6); marcador guia Lamda-
EcoT14 1.

4.2.1.5. INFLUENCIA DE LA INTERRUPCION DEL GEN LP_2945 (LPDC) EN EL CRECIMIENTO DE L.

PLANTARUM EN PRESENCIA DE ACIDO GALICO

Una vez confirmada la correcta insercion del plasmido pUCE191-lpdC con la
consiguiente interrupcion del gen IpdC se procedio a evaluar el patréon de crecimiento de este
mutante. La cepa silvestre “wild type” (WT) y el mutante WCFS1AlpdC se crecieron en medio

MRS liquido suplementado con &cido galico a 15 mM puesto que ya se demostré que a esta
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concentracion es superior el nimero de genes que alteran su expresion. Una cepa control
WCFS1AIlp_2942, que lleva una mutacion equivalente pero en un gen cuya deficiencia no se
relaciona con el metabolismo de este acido fendlico también se incluyo en el estudio. El estudio
se realiz6 en medio no suplementado de antibiotico para garantizar que los cambios observados
son un reflejo de la mutacion y no de la presion selectiva ejercida por el antibiético.

En la figura 24 se puede observar que las tres cepas ensayadas muestran curvas de
crecimiento similares durante las primeras 12 horas, tal y como se demuestra al comparar las
ecuaciones y los coeficientes del analisis de regresion exponencial (R>>0,99) aplicado a los datos
(con Yy =M * ™ donde, Y es el incremento de la biomasa, M es la biomasa inicial, r es la tasa de
crecimiento instantaneo, x el tiempo t y E= 2,71828; ver Materiales y Métodos). La velocidad de
crecimiento fue levemente menor en la cepa WCFS1 AlpdC (tasa de crecimiento de 0,48 unidades
vs. 0,53 y 0,50 unidades para las cepas silvestre y WCFS1AIlp_1426, respectivamente). El acido

galico se afiadio a las tres horas de haber iniciado el crecimiento.
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Figura 24. Comparacion mediante un ajuste de regresion exponencial del incremento en la biomasa de la
cepa mutante WCFS1AlpdC deficiente en la expresion del gen IpdC vs. la cepa silvestre “wild type” (WT)
de L. plantarum WCFS1 en presencia de acido galico 15 mM. El aumento en la biomasa (ODgg) en
funcion del tiempo (horas) se analiz6 durante 14 horas cada 30 min y después cada 8 horas hasta las 30
horas. La cepa mutante deficiente en Ip_1426 (gen no relacionado) se usé como control de la mutacion. El
recuadro superior insertado en la grafica presenta una ampliacion del intervalo comprendido entre t=0 y
t=6. Se aplico un ajuste de regresion exponencial a través del cual se establecio que las diferencias no son
significativas (WT: y=0,012e***"™; WCFS1AlpdC: y= 0,0133e*****; WCFS1Alp_1426: y= 0,0121e**%™).
Los datos representan la media de tres experimentos independientes.
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En la curva de crecimiento de la cepa WCFS1AIpdC, con el gen IpdC interrumpido, no se
observd una variacion significativa en los valores de DOgy 0 un cambio en la velocidad de
crecimiento después de afiadir el acido galico (durante el periodo comprendido entre t=3 y t=7)
(Figura 24, recuadro superior izquierdo). Sin embargo, a partir de t=8 la velocidad de crecimiento
de la cepa WCFS1AIpdC disminuye con respecto a la cepa control WCFS1Alp_1426 y dicha
diferencia se hace mayor a partir del tiempo t=11 dando como resultado una disminucién en la
biomasa a partir de las 24 horas (Figura 25).

Este cambio de comportamiento tardio o con retraso, posiblemente indica que las células
se multiplican més lentamente como consecuencia de utilizar la energia en reacciones alternativas
de desintoxicacion o que experimentan una entrada prematura en la fase estacionaria debido al

esfuerzo realizado para resistir el estrés.
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Figura 25. Efecto del &cido galico a 15 mM en el crecimiento de la cepa mutante WCFS1AlpdC
deficiente en la expresion del gen IpdC que codifica la enzima galato descarboxilasa vs. la cepa silvestre
“wild type” (WT) de L. plantarum WCFS1. Las células se crecieron en medio MRS liquido. La cepa
mutante deficiente en Ip_1426 (gen no relacionado) se usé como control de la mutacion. Los datos
representan la media de tres experimentos independientes.
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Existen varias hipotesis que explican el patron de crecimiento observado. Puede ser que el
acido fenolico, al no poder ser metabolizado por la ausencia de la enzima galato descarboxilasa
se transporte eficientemente al exterior celular a través de una proteina transportadora en un
fendmeno asociado al consumo de energia; por otro lado, la acumulacion del acido puede
producir cambios en la pared y membrana celular que igualmente involucran el uso de energia, y
finalmente, también puede ocurrir que otra enzima o ruta se active y participe para llevar a cabo
una transformacion alternativa menos eficiente, con lo cual el crecimiento no se detiene del todo

y solo experimenta un retraso.

4.2.1.6. INTERRUPCION DEL GEN LP_2945 (LPDC) EN L. PLANTARUM Y METABOLISMO DEL ACIDO

GALICO

En cuanto a la tercera posibilidad, Curiel (2010) demostré que cultivos de WCFS1AlpdC
en presencia de acido galico 1 mM son incapaces de realizar la descarboxilacion de éste sustrato
para formar pirogalol. De hecho los resultados de los analisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) indican que el compuesto fendlico se acumula y permanece intacto en el
medio de cultivo después de 7 dias de incubacion (Figura 26).

Posteriormente, y coincidiendo con la induccion del gen Ip_0271, Jiménez et al. (2013)
describieron que cultivos equivalentes con la cepa mutante WCFS1AlpdB, que presenta el gen
Ip_0271 no funcional, tampoco llevan a cabo la degradacion del acido galico, demostrandose que
al menos bajo las condiciones evaluadas, tanto el gen Ip_2945 como el gen Ip_0271 son
necesarios para la degradacién del acido galico y que no ocurre una biotransformacion

alternativa.
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Figura 26. Degradacion del &cido gélico por la cepa mutante L. plantarum WCFS1AlpdC (A) y L.
plantarum WCFS1 (WT) (B). Se incluye un control del sustrato en medio RPM (C). Los cultivos se
incubaron a 30 °C durante 7 dias en medio RPM conteniendo acido galico 1 mM. AG: acido galico, P:
pirogalol.

4.2.1.7. INFLUENCIA DE LA INTERRUPCION DEL GEN LP_2945 (LPDC) EN EL PATRON DE REGULACION
TRANSCRIPCIONAL DE LOS PRINCIPALES GENES CON EXPRESION DIFERENCIAL EN PRESENCIA DEL

ACIDO GALICO

Sobre la base de lo expuesto en los parrafos anteriores, se planteo la posibilidad de que la
ausencia de actividad galato descarboxilasa, debido a la interrupcion del gen Ip_2945, podria
producir alteraciones en el patrén de regulacion transcripcional de los principales genes que
presentan cambios en sus niveles de expresion, en respuesta al ajuste requerido para poder resistir
la presencia del &cido galico que se acumula en el medio. Por ello se decidio estudiar mediante
RT-gPCR el nivel de expresion de los genes Ip_2943, Ip_0271 (IpdB) y Ip_0272 (IpdD) en la
cepa mutante WCFS1AlpdC. Se obtuvo el ARN de las células cultivadas en presencia del
compuesto y una vez purificado se utilizd para sintetizar el ADNc mediante la enzima
transcriptasa inversa (ver detalles en Materiales y Métodos). La cuantificacion relativa del nivel
de expresion de cada gen se realizo en un ensayo de RT-gPCR empleando los oligonucle6tidos

descritos en la tabla V y utilizando el gen IdhD como control endogeno.
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Los resultados demuestran que la deficiencia del gen Ip_2945 (IpdC) afecta de manera
marcada la transcripcion del gen Ip_2943, asi como también los niveles de expresion de los genes
Ip_0271 (IpdB) y Ip_0272 (IpdD) que codifican las otras subunidades de la enzima galato
descarboxilasa (Figura 27). El bajo o nulo nivel de transcripcion de Ip_2943 posiblemente se
debe a la presencia de un operdn entre Ip_2945 y Ip_2943, por lo que al interrumpir IpdC se
interrumpe la transcripcién del gen contiguo. Se ha descrito que Ip_2943 codifica una posible

proteina transportadora de cationes que puede estar involucrada en el transporte del acido galico.

23 7253
2000 - 139 =3

170
i £6 .
EControl

W+ AG
BWCFS1AlpdC + AG

Nivel de transcripeion relativa
L1
L

1.4 1.3
. m __ =B —_

lp_2545 lp_2943 lp_0271 1p_n272

Genes

Figura 27. Nivel relativo de transcripcion de los genes Ip_2945, Ip_2943, Ip_0271 y Ip_0272 en la
cepa mutante WCFS1AlpdC con el gen IpdC (Ip_2945) interrumpido en presencia de &cido galico 15 mM.
Control: L. plantarum WCFS1 sin inducir (cultivo control); WT + AG: L. plantarum WCFSL1 inducido
con acido galico 15 mM durante 10 min; WCFS1AlpdC + AG: cepa mutante de L. plantarum WCFS1 con
el gen IpdC interrumpido inducida en idénticas condiciones a la cepa WT. *:diferencias significativas
(p>0,01).

En ausencia de la LpdC, la inhibicién conjunta de la sintesis del transportador tiene
significancia bioldgica por cuanto impide que el acido fendlico pase al interior de las células. El
aumento significativo en los niveles de induccion de los genes Ip 0271 y Ip_0272 puede
considerarse una prueba adicional a favor de la participacion de estos genes en el metabolismo

del &cido galico. Se conoce poco acerca de los mecanismos que regulan la expresion de estos

106



RESULTADOS Y DISCUSION

genes y estudios futuros basados en el andlisis de micromatrices de ADNc empleando la cepa
WCFS1AIlpdC probablemente aportarian informacion valiosa al respecto.

En la figura 28 se hace una representacion esquematica de los posibles mecanismos de
tolerancia y adaptacion que utiliza L. plantarum frente al acido galico. Una revision completa del
patron de expresion génica observado a ambas concentraciones indica que la descarboxilacion
mediada por la enzima galato descarboxilasa es muy eficaz y constituye la ruta metabodlica
principal de biotransformacion.

El aumento en la concentracion del acido galico (de 1,5 a 15 mM) causa la alteracion de
genes que se relacionan con el uso eficiente de las fuentes de energia e incluyen la activacion del
flujo del carbono via piruvato por la inhibicion de la sintesis de glutamina y la inhibicion del
transporte de amonio. Paralelamente, se observa la inhibicion de genes asociados al transporte de
membrana (transportadores tipo ABC) y contindan sin presentarse indicios relevantes de
fendmenos de estrés oxidativo o general.

Por dltimo, en ausencia de la actividad galato descarboxilasa, se sugiere que la
imposibilidad de garantizar un ambiente reductor (a través de la sintesis de diéxido de carbono)
junto con la acumulacion del acido en el exterior (ya sea porque el &cido permanece fuera de la
célula o es expulsado activamente), originan cambios en la pared y membrana celular que van
acompafiados de un consumo importante de energia en detrimento del crecimiento de la

poblacién celular.

107



RESULTADOS Y DISCUSION

A) co,
co, .
AG

co,

LpdC/LpdB

B)

C)

o M

Figura 28. Representacion esquematica de los posibles mecanismos de tolerancia y adaptacion
asociados a la respuesta de L. plantarum WCFS1 en presencia del acido galico. Descarboxilacién
no oxidativa (A); inhibicién del transporte de amonio (B) y de la sintesis de glutamina (C). AG:
acido gélico; P: pirogalol; +E: consumo de energia: +ATP: consumo de ATP. Las flechas roja
(induccion), verde (represion), negra continua (activacion) y negra discontinua (inhibicién) se
refiere a la expresion de los genes o a la sintesis de las proteinas codificadas por cada gen.
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4.2.2. RESPUESTA TRANSCRIPTOMICA DE L. PLANTARUM WCFS1 EN PRESENCIA DE ACIDO P-

CUMARICO

Los resultados del analisis transcriptomico en presencia del acido p-cumarico reflejan que
los mecanismos involucrados en la interaccion microorganismo-compuesto fendlico son més
complejos que lo observado para el caso del acido gélico. De igual forma a lo establecido para el
acido galico, en el analisis de los datos consider6 aquellos genes cuyo nivel de transcripcion

mostré cambios de al menos + 1,5 (FDR<0,05 y p <0,05).

4.2.2.1. VISION GENERAL

Los datos revelaron que aproximadamente el 9% de los genes exhibieron una expresion
diferencial en respuesta a la exposicion al &cido p-cumarico. De 3066 genes representados en la
micromatriz, se observé la induccion de 144 vy la represion de 136, lo que representa un total de
280 genes afectados. La totalidad de los genes regulados diferencialmente se asociaron a las
categorias funcionales CGO (“Clusters of Orthologous Groups™; Tatusov et al., 2003) (Apéndice
A). La distribucion por categorias funcionales indica que el grupo mas numeroso de genes con
induccidn en sus niveles de transcripcion forman parte de la CGO de transporte y metabolismo de
aminoacidos (n=33), seguido por modificacion postraduccional, recambio de proteinas y
chaperonas (n=14), transcripcion (n=11), metabolismo y transporte de iones inorganicos (n=9),
mecanismos de traduccion de sefiales (n=7), metabolismo y transporte de carbohidratos (n=5),
mecanismos de defensa (n=5) y proteinas hipotéticas no categorizadas o desconocidas (n=11). En
el caso de los genes que disminuyen su expresion, la mayoria caen dentro de ocho categorias
funcionales que incluyen traduccién (n=28), transporte y metabolismo de aminoacidos (n=19),
pared celular y/o biogénesis de membrana (n=18), metabolismo y transporte de nucle6tidos
(n=13), metabolismo y transporte de carbohidratos (n=12), metabolismo y transporte de lipidos
(n=9), transcripcion (n=7) y proteinas hipotéticas no categorizadas o desconocidas (n=7) (Figura
29). En conjunto el 19% de los genes expresados diferencialmente corresponden a la CGO
transporte y metabolismo de aminodacidos, 10% a traduccion y 8% a pared celular y/o biogénesis
de membrana. Paralelamente se observo que todos los genes de las categorias de (i) transporte y
metabolismo de nucleotidos, (ii) transporte y metabolismo de lipidos y (iii) traduccion presentan

una disminucidn en sus niveles de expresion; en el mismo orden de ideas se observo la induccion
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de la totalidad de los genes clasificados en la categoria funcional modificacion postraduccional,

recambio de proteinas y chaperonas.

Categoria funcional Sin categoria :-
Traduccidn (10.4) |
Transcripeion (6.4) o
Mecanismo de trasduccion de sefiales (2,9) (-
Biosintesis, transporte ¥ catabolismo de metabolitos secundarios (2.5) |
Replicacién, recombinacion y reparacion (1.4) 1|
Modificacion postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas (5.0) _
Transporte y metabolismo de mucleotidos (4.6) |_|:|
Multifuncionales (8.9) [ .
Transporte v metabolismo de lipidos (3.2) [ ‘
Transporte y metabolismo de iones inorgénicos (3.6) (I W Induccion
Proteina hipotética (6.4) - ORepresién
Funcién general (por prediccion) [ I ‘
Funcion desconocida [
Produccion y conversion de energia (4.6) [

Mecanismos de defensa (2.1) 1|

Metabolismo de coenzimas (1.8) (.
Pared celular/biogénesis de membrana (7.5) L =

Transporte y metabolismo de carbohidratos (6,1) I_:-
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Figura 29. Expresion génica por categorias funcionales en L. plantarum WCFS1 en presencia de acido p-
cumarico 1,5 mM. Referido al nimero de genes cuya expresion se induce o reprime mas de 1,5 veces con
respecto al control. En paréntesis se detalla el porcentaje de genes diferencialmente expresados por cada
categoria (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05).

El nivel mas alto de induccién observado fue de 112 veces para el gen Ip_3665 (pdc) que
codifica la enzima descarboxilasa del acido p-cumarico en L. plantarum (Cavin, et al., 1997a),
mientras que el nivel mas elevado de represion correspondio al gen Ip_2799, que hipotéticamente
codifica una proteina involucrada en el transporte de aminoacidos, siendo 5,5 veces menor su
expresion con respecto al control. En las tablas XII y XIII se presentan los 50 genes con los
méaximos niveles de induccion y de represion, respectivamente, ordenados de mayor a menor e
indicando la presencia de posibles unidades transcripcionales u operones (en color). La induccion
del operdn formado por los genes Ip_3665 (pdc), Ip_3664 (padR) y Ip_3663, éstos dos ultimos en
menor intensidad, se discutira en detalle en la sesion de mecanismos de destoxificacion (ver
punto 4.2.2.2.) De la presencia de multiples grupos de genes organizados en “clusters” se deduce
que la respuesta de L. plantarum frente al &cido p-cumarico incluye la co-regulacién de genes que

se inducen o reprimen para adaptarse rapidamente a los cambios ambientales.
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Tabla XI1. Los 50 principales genes inducidos en Lactobacillus plantarum WCFS1 en presencia del acido
p-cumarico 1,5 mM.. Colores iguales indican posibles operones.

Gen ID Locus Descripcion Magnitud FDR
del cambio®  (LIMMA)®

Ip_3665 pdc descarboxilasa del &cido p-cumarico 112,09  0,00351009
Ip_1261 oppA transportador ABC de oligopéptidos, subunidad de union al

substrato 21,43 0,00090871
Ip_1425 - fumarato reductasa, flavoproteina uniendo FAD FMN reductasa

dependiente de NADPH 19,72 0,00070647
Ip_0990 - proteina hipotética Ip_0990 19,47  0,00063873
Ip_0991 - proteina transportadora multidroga 17,45 0,00069678
Ip_0992 - proteina hipotética Ip_0992 16,72  0,00075725
Ip_1424 . - proteina familia de las FMN reductasas dependientes de NADPH 15,28  0,00705988
Ip_1262 oppB  transportador ABC de oligopéptidos, permeasa 11,07  0,00079988
Ip_0129 hspl proteina “small heat shock” 10,45  0,00479907
Ip_1264 oppD transportador ABC de oligopéptidos, proteina de unién al ATP 10,29  0,00124181
Ip_2393 precursor de lipoproteina 10,23  0,00080970
Ip_1265 oppF transportador ABC de oligopéptidos, proteina de unién al ATP 9,96 0,00137362
Ip_1263 oppC transportador ABC de oligopéptidos, permeasa 9,91 0,00141934
Ip_2395 - transportador ABC, proteina de union al ATP y permeasa 9,80 0,00128102
Ip_2394 - transportador ABC, proteina de union al ATP y permeasa 8,75  0,00122356
Ip_1426 - proteina hipotética Ip_1426 7,20  0,00268797
Ip_2035 aroE 3-fosfosikimato 1-carboxiviniltransferasa 6,04  0,00412257
Ip_2036 - proteina hipotética Ip_2036 5,95 0,00505765
Ip_2708 pucR regulador del transporte de purinas 5,57  0,00309394
Ip_2034 tyrA prefenato dehidrogenasa 5,14  0,00910019
Ip_2037 aroF corismato sintasa 5,10 0,00385787
Ip_1269 clpE proteasa Clp dependiente de ATP, subunidad CIpE de unién al

ATP 4,63 0,02110512
Ip_1083 tkt2 transcetolasa 4,47  0,01003692
Ip_3352 hsp3 proteina “small heat shock” 4,23 0,02034429
Ip_3125 - fumarato reductasa, subunidad precursora de la flavoproteina,

truncada en el N-terminal 4,02 0,01283461
Ip_0786 clpP proteasa Clp dependiente de ATP, subunidad proteolitica 3,94  0,01893901
Ip_3664 . padR regulador del metabolismo de los acidos fendlicos, PadR 3,86  0,00779290
Ip_2033 arol sikimato quinasa 3,84  0,00701950
Ip_1903 clpB proteasa Clp dependiente de ATP, subunidad ClpB de unién al

ATP 3,81 0,01400045
Ip_2804 regulador transcripcional 3,79  0,00988931
Ip_3338 [l nha2 Na(+)/H(+) antiporter 3,77 0,01723768
Ip_1084 aroD1 shikimate 5-dehydrogenase 3,66 0,01983710
Ip_2537 - metA metA homoserina O-succiniltransferasa 3,59 0,02534493
Ip_1746 - transportador ABC de amino &cidos, proteina de unién al sustrato 3,53 0,03520068
Ip_0018 - precursor de lipoproteina, proteina OppA de unién a péptidos 3,49 0,01097291
Ip_0433 - proteina hipotética Ip_0433 3,49 0,01826608
lp 2038 B - proteina de transporte 3,48  0,01605559
Ip_1590 - proteina integral de membrana 3,44  0,00807624
Ip_2658 - glicosiltransferasa (putativa) 3,36 0,00744697
Ip_1085 aroA 3-deoxi-7-fosfoheptulonato sintasa 3,31 0,01919311
Ip_1949 . - proteina integral de membrana 3,26 0,00976884
Ip_3337 - proteina hipotética Ip_3337 3,24 0,02539815
Ip_0861 - proteina de transporte de amino acidos (putativa) 3,21  0,01130336
Ip_1948 . - regulador transcripcional 3,20 0,01123447
Ip_2536 metY O-acetilhomoserina (tiol)-liasa 3,18  0,01649913
Ip_0535 - proteina hipotética Ip_0535 3,06 0,01013280
Ip_2029 hrcA represor de la transcripcion inducible por calor (heat-inducible

transcription repressor) 3,01 0,02744844
Ip_0989 - proteina integral de membrana 2,99  0,01472629
Ip_0294 - regulador transcripcional (putativo) 2,98  0,04409942
Ip_0201 - precursor de lipoproteina, proteina OppA de unién a péptidos 2,95 0,02526748

& Cambio en la expresion en nimero de veces en cultivos con acido p-cumarico en relacién a cultivos sin suplementar.
® FDR menor al 5% (p < 0,05).
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Tabla XII1. Los 50 principales genes reprimidos en Lactobacillus plantarum WCFS1 en presencia del
acido p-cumarico 1,5 mM.. Colores iguales indican posibles operones.

GenID Locus Descripcion Magnitud FDR
del cambio®  (LIMMA)®

Ip_2799 - proteina de transporte de amino acidos -5,45  0,00341074
Ip_3015 - proteina extracelular -5,07  0,00523336
Ip_1035 [ rpiw L23 proteina 50S ribosomal -4,61  0,03924883
Ip_3049 - proteina de transporte de amino acidos -4,57  0,00682431
Ip_0349 amtB proteina de transporte de amonio -4,50  0,01068125
Ip_1036 - rpIB L2 proteina 50S ribosomal -4,34  0,02870085
Ip_3014 - proteina extracelular -4,29  0,00491390
Ip_1041 rplP L16 proteina 50S ribosomal -4,14  0,03324961
Ip_1032 rpsJ S10 proteina 30S ribosomal -4,03  0,04949868
Ip_1033 rplC L3 proteina 50S ribosomal -4,03  0,04795202
Ip_1670 fabz1 (3R)-hidroximiristoil-(proteina acil-transportadora) -3,97

deshidratasa 0,01536884
Ip_1671 fabH2 3-oxoacil-(proteina acil-transportadora) sintasa Il1 -3,97  0,01286099
Ip_0620 rplA L1 proteina 50S ribosomal -3,83  0,03043650
Ip_1039 [l rp1v L22 proteina 50S ribosomal -3,74  0,03679863
Ip_1672 acpA2 proteina acil-transportadora -3,69  0,03416738
Ip_1034 [l rpID L4 proteina 50S ribosomal -3,67  0,02797962
Ip_1673 fabD (proteina acil-transportadora) S-maloniltransferasa -3,63  0,03028065
Ip_1175 glpF4 proteina facilitadora para la toma de glicerol -3,52  0,01257202
Ip_0302 - proteina extracelular -3,47  0,01129083
Ip_1040 rpsC S3 proteina 30S ribosomal -3,29  0,02281453
Ip_1044 rpsQ S17 proteina 30S ribosomal -3,23  0,04012089
Ip_1045 rpIN L14 proteina ribosomal -3,14  0,03296749
Ip_0255 metC1 cistationina beta-liasa -3,08  0,02128955
Ip_0304 - proteina extracelular -3,01  0,00990881
Ip_1051 . rplF L6 proteina 50S ribosomal -3,01  0,03786585
Ip_1038 rpsS S19 proteina 30S ribosomal -2,99  0,03310124
Ip_1674 fabG1 3-oxoacil-(proteina acil-transportadora) reductasa -2,97  0,03065525
Ip_1184 . cpsiH glicosiltransferasa (rhamnosiltransferasa) -2,96  0,03537202
Ip_1046 rplX L24 proteina ribosomal -2,92  0,04940972
Ip_1515 infC factor de iniciacion de la trasduccion IF-3 -2,91  0,03178380
Ip_1050 [ rpsH S8 proteina 30S ribosomal -2,84  0,03639851
Ip_0802 ginPH1  transportador ABC glutamina, protein de union al sustrato

Y permeasa -2,83  0,02351259
Ip_1675 fabF 3-oxoacyl-(proteina acil-transportadora) synthase 11 -2,82  0,02324963
Ip_3085 asnB2 asparagina sintasa (glutamina-hidrolizante) -2,75  0,02730266
Ip_0984 - proteina hipotética Ip_0984 -2,75  0,01760199
Ip_2739 - transportador ABC, proteina de union al ATP -2,72  0,01703308
Ip_3358 - proteina transportadora -2,72  0,01400994
Ip_1182 [ cpsiF proteina de biosintesis de exopolisacérido -2,71  0,02631390
Ip_0256 cysK cisteina sintasa -2,71  0,04532857
Ip_2712 - proteina transportadora -2,70  0,01576327
Ip_3394 - proteina hipotética Ip_3394 -2,70  0,04474099
Ip_0622 rplL proteina ribosomal L12/L7 -2,68  0,04208961
Ip_0262 treR regulador transcripcional -2,67  0,03499654
Ip_1181 - cps1lE aciltransferasa/acetiltransferasa -2,67  0,02125085
Ip_3421 - proteina extracelular, gamma-D-glutamato meso-

diaminopimelato muropeptidasa (putativa) -2,64  0,01784689
Ip_1047 . rplE L5 proteina 50S ribosomal -2,62  0,04141331
Ip_1179 cpsiC transportador -2,61  0,03965510
Ip_0263 treA alpha, alpha-fosfotrehalasa -2,61  0,01748600
Ip_2240 - proteina de transporte de amino acidos -2,59  0,01746325
Ip_0254 cysE serina O-acetiltransferasa -2,58  0,03477602

 Cambio en la expresion en nimero de veces en cultivos con &cido p-cumarico en relacion a cultivos sin suplementar. El signo
negativo indica que la expresion fue inhibida o regulada a la baja con respecto al control.
® FDR menor al 5% (p < 0,05).
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4.2.2.2. MECANISMOS DE DESTOXIFICACION

En S. cerevisiae, ciertas especies de Bacillus y de Lactobacillus, entre otras, se ha descrito
que en respuesta al estrés inducido por el acido p-cumarico las células sintetizan la enzima
descarboxilasa de dicho acido fendlico (PAD) (Clausen, et al., 1994; Cavin, et al., 1997a;
Rodriguez, et al., 2008¢e). Ya se ha comentado que en L. plantarum el gen pdc codifica la enzima
PAD, proteina que es inducible por sustrato y que lleva a cabo la degradacién de los acidos p-
cumarico, cafeico y feralico a sus 4-vinil derivados (4-vinil fenol, 4-vinil catecol y 4-vinil
guayacol, respectivamente) en un mecanismo que Sse sugiere estd asociado a contrarrestar el
efecto toxico de éstos &cidos hidroxicindmicos (Cavin et al., 1997b; Landete, et al., 2007,
Rodriguez, et al., 2008b; Rodriguez, et al., 2009). En particular, la accion pro-oxidante del &cido
p-cumarico se debe a su elevado potencial de oxidacion (Epa >0,67) (Simic, et al., 2007) y
depende de la concentracion a la cual éste se encuentre. En este estudio, el alto nivel de induccion
mostrado por L. plantarum WCFS1 en el gen pdc (Ip_3665; 112 veces con respecto al control)
ratifica que el principal mecanismo de destoxificacién frente a este compuesto es su
descarboxilacion para formar 4-vinil fenol, que posteriormente, se sugiere que bajo el ambiente
reductor propiciado por la liberacion del diéxido de carbono, se transforma via una reductasa a 4-
etil fenol. ElI gen pdc forma un operdén con padR (Ip_3664), que codifica su regulador
transcripcional (PadR), y posiblemente con Ip_3663, que codifica una proteina que presenta
elevada similitud con la familia de proteinas de estrés universal UspA (Licandro-Seraut et al.,
1994; Gury et al., 2004). Ip_3663 y Ip_3664 también se inducen pero en niveles menores a pdc
(2,1 'y 3,9 veces, respectivamente) (Figura 30), lo que coincide con resultados de estudios previos
obtenidos mediante RT-gPCR (Licandro-Seraut et al., 1994).

El papel de Uspl se desconoce aungue se ha sefialado que tiene cierta capacidad para
inactivar PadR (Gury et al., 2009) y actuar como mediador en los mecanismos de respuesta al
estrés acido interactuando con reguladores transcripcionales. Relacionado con esto y en niveles
equivalentes a Ip_3663, también se observo diferencialmente expresado el gen Ip_2993 (2 veces
inducido) que codifica una posible proteina similar a UspA que en E. coli se ha asociado a una
respuesta frente a agentes que dafian el ADN o actGan como desacopladores de la cadena
respiratoria (Kvint et al., 2003).
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Figura 30. Expresion diferencial de los genes regulados por PadR en L. plantarum WCFS1 en presencia
de 4cido p-cumérico 1,5 mM. El gen Ip_3669 no estd regulado por PadR . Se sefialan los genes que
presentaron induccién (rojo) o represion (verde) en sus niveles de transcripcion. Tonalidades oscuras
corresponden a variaciones cercanas a 1,5-2 veces respecto al control (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05). R:
regulador transcripcional.

En general, se ha descrito que los genes que codifican proteinas de la familia Usp (UspA,
UspC, UspD y UspE) responden a un estrés celular especifico (choque térmico, dafio del ADN,
oxidantes y estados de inanicién) y causan una disminucién en el crecimiento celular. Las
proteinas codificadas por los genes usp llegan a ser las mas abundantes en las células en fase
estacionaria (Gustavsson et al., 2002). Sin embargo, bajo condiciones extremas de temperaturas
(>50 °C) o altas concentraciones de etanol (10%) se observa la represion de la transcripcion de
dichos genes (Kvint, et al., 2003).

La induccion de genes que codifican transportadores de membrana o0 que estan
relacionados a éstos, incluyendo los tipo multidrogas, también se relacion6 con los eventos de
destoxificacion. El gen Ip_0991 (transportador multidroga de la familia MFS) y los genes
adyacentes a él, Ip_0990 (de funcién desconocida), y Ip_0992 (presentando similitud con un
regulador transcripcional de la familia de los reguladores MerR) mostraron una induccién
significativa (17,5; 19,5 y 16,7; veces respectivamente), asi como también otros genes que
codifican posibles transportadores ABC tipo “exporters” o “effluxers) (Ip_2394 a Ip_2395, con
8,7y 9,8 veces; y Ip_2893 a Ip_2894, con 2,2 y 2,4 veces). Junto a la familia de transportadores
MFS y ABC se tiene un incremento en la transcripcion del gen Ip_3338 que codifica Nha2,
proteina antiporter Na'/H™ (3,8 veces) que desempefia un papel en la extrusion de Na,
homeostasis del pH y regulacion del volumen celular (Kosovo et al., 2000; Padan et al., 2004).
Estas proteinas pueden estar relacionadas con el transporte del &cido p-cumérico o de sus
metabolitos secundarios, que también ejercen cierto grado de inhibicion en el crecimiento de L.
plantarum WCFS1.
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4.2.2.3. RUTAS METABOLICAS GENERALES DE RESPUESTA AL ESTRES

La respuesta transcriptdmica de L. plantarum al &cido p-cumarico presentd una induccion
masiva de varios genes cuya participacion en los procesos relacionados con la adaptacion al
estrés esta bien establecida e incluye a los genes clase | (chaperonas moleculares) y clase Il
(proteasas dependientes de ATP), asi como también los de las proteinas de choque térmico
(HSP). Concretamente, se observa la activacion entre 1,8 y 4,6 veces de los genes clpE, clpB,
clpC y clpP (que codifican proteasas) y de groES, groEL, dnaJ y dnaK (responsables de la
sintesis de chaperonas moleculares que ayudan al plegamiento de otras proteinas) (Tabla XIV).

Los genes grpE, hspl (Ip_0129) y hsp3 (Ip_3352) se indujeron de 3,1 a 10,5 veces, al
igual que los genes aspl (2,7 veces) y asp2 (2,5 veces) (proteinas de choque alcalino).

Relacionado con la pared celular, la expresion de ftsH (que codifica una posible proteina
FtsH de divisién celular o metaloproteasa) se indujo 2 veces. Este gen se asocia con la respuesta a
choque térmico y se sugiere que desempefia un papel dual como chaperona-proteasa, estando
parcialmente bajo el control del represor CtsR de los genes clase 11l en L. plantarum (Fiocco et
al., 2009). El analisis de nivel de transcripcion del gen ftsH bajo la influencia de diversos factores
(temperatura, etanol, sales biliares, estrés osmético y oxidativo, concentraciones limitantes de
glucosa y agentes desestabilizantes de la membrana) indica que FtsH podria estar involucrada en
la arquitectura de la envuelta celular (Bove et al., 2012).

Por dltimo, los niveles de expresion de los genes que codifican los reguladores
transcripcionales HrcA y CtsR involucrados en el control parcial o total de los grupos de genes
citados también resultaron incrementados (3 y 2,4 veces, respectivamente).

Aunque inicialmente este grupo de genes se denominaron de estrés térmico, hoy dia se
sabe que sus niveles de transcripcién se elevan frente a situaciones de estrés general como el
aumento de la temperatura, la acidificacion o alcalinizacion del medio, la presencia de sustancias

inhibitorias o antimicrobianos y los cambios en la presion osmotica.
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Tabla XIV. Niveles de expresién de los genes de choque térmico Clase I, 111 y IV y otros relacionados
con estrés general en Lactobacillus plantarum WCFSL1 en presencia del acido p-cumarico 1,5 mM.

GenID  Locus Descripcion Magnitud del ~ Categoria funcional principal
cambio® COG"
Ip_0129 hspl proteina pequefia de choque térmico 10,45 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0547 ftsH proteina de division celular FtsH, dependiente de 2,01 Modificacion postraduccional,
ATP, zinc metalopeptidasa recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0727 groES  co-chaperonina GroES 3,65° Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0728 groEL  chaperonina GroEL 3,54°¢ Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0786 clpP proteasa dependiente de ATP Clp, subunidad 3,94 Multifuncional®
proteolitica
Ip_1018 ctsR regulador transcripcional de los genes de choque 2,43 Transcripcion
térmico clase 111
Ip_1019 clIpC proteasa dependiente de ATP Clp, subunidad 2,85 Modificacion postrasduccional,
ClpC de unién al ATP recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1269 clpE proteasa dependiente de ATP Clp, subunidad 4,63 Modificacion postraduccional,
CIpE de uni6n al ATP recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1903 clpB proteasa dependiente de ATP Clp, subunidad 3,81 Modificacion postraduccional,
ClpB de unién al ATP recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2026 dnaJ chaperona Dnal 1,77° Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2027 dnaK chaperona DnaK 2,67° Modificacién postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2028 grpE proteina de choque térmico GrpE 3,05° Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2029 hrcA repressor transcripcional inducido por calor 3,01 Transcripcion
Ip_3352 hsp3 proteina de choque térmico pequefia 4,23 Modificacion postraduccional,

recambio de proteinas,
chaperonas

% Magnitud del cambio en nimero de veces en cultivos crecidos en medio MRS suplementado con &cido p-cumarico 1,5 mM en
relacion a cultivos sin suplementar. Ratios cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucién) fueron expresados

diferencialmente con una FDR menor al 5% (p < 0,05).
b Clasificados por grupos funcionales de acuerdo a la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.gov/COGY).
¢ Valores estadisticamente significativos con una FDR entre 5y 10% (0,05 <p < 0,1).
9 Multifuncional: modificacién postransduccional, recambio de proteinas, chaperonas/trafico intracelular y secrecion.

4.2.2.4. ADAPTACION DE LAS PRINCIPALES ACTIVIDADES FISIOLOGICAS

En general los patrones de expresion de los genes involucrados en los procesos

fisiolégicos de traduccion, transporte y metabolismo de lipidos, carbohidratos, purinas y
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pirimidinas, también como los relacionados con la biogénesis de membrana y pared celular se

modificaron principalmente via represion.

4.2.2.4.1. Traduccion: constituye la categoria funcional con el mayor nimero de genes
reprimidos (28 de 136) (Figura 29). El nivel de expresion de 24 genes que codifican proteinas
ribosémicas (Ip_0620, Ip_0622, Ip_1025, Ip_1032 a Ip_1052, Ip_1516, Ip_1517 y Ip_1640) asi
como también el de los genes argS (Ip_1391, arginina-ARNTt sintetasa), Ip_1638 (proteina de
procesamiento del ARNr 16S), Ip_1639 (ARNt metiltransferasa) y Ip_1515 (factor de iniciacion
de la traduccién) disminuyo entre 1,9 y 4,6 veces (Apéndice A). Durante el crecimiento ocurren
reacciones metabolicas complejas cuyo producto principal son los ribosomas. La obtencion de
ribosomas es uno de los procesos celulares que mas energia consume describiéndose que el 60%
de la actividad transcripcional estd dedicada a la produccién de ARN ribosémico (ARNr) y que
cerca del 50% de la actividad ARN polimerasa se utiliza en la transcripcion de los genes de
proteinas ribosémicas (RP) (Warner, 1999). Estudios previos describen una clara relacion entre la
expresion de los genes RP y cambios en la temperatura, acidez y disponibilidad de aminoacidos,
estableciendo que el estrés ocasionado por estas variaciones, incluyendo los cambios de pH,
limita la disponibilidad de energia y con ello se incrementa el grado de represion de los genes
ribosémicos (Mager, 1988; Joo et al., 2011). A medida que cambian las condiciones del medio
ambiente, las células deben ajustar la sintesis de ribosomas con la finalidad de no comprometer

en los procesos de transcripcion/traduccion la totalidad de la energia disponible (Joo et al., 2011).

4.2.2.4.2. Metabolismo de pirimidinas y purinas: se observo una represion cercana al
doble en los niveles de expresion de cinco genes involucrados en la biosintesis de pirimidinas
(pyrD, pyrF, pyrG, carB, pyrAA) y de cinco relacionados con la sintesis de novo de purinas
(purR, purA, purB, guaC y adeC). En cuanto al transporte de purinas se observé la misma
tendencia para los genes pucK (proteina de transporte de xantina/uracilo), Ip_2712 (permeasa
xantina/uracilo) y Ip_0848 (posible proteina de transporte de purinas) (entre 2,1 y 2,7 veces)
(Apéndice A). No se observaron alteraciones en la expresion de los genes que componen el
operon purEK1CSQLFMNHD que va desde Ip_2729 a Ip_2719. La induccién del gen pucR
(Ip_2708) que codifica el regulador de transporte de purinas fue notable (5,6 veces) y
posiblemente forma un operdn con pucK (Ip_2710) y Ip_2712 (Figura 31). Se ha descrito que en

Bacillus subtilis PucR podria actuar como activador o represor de la expresion de genes en el
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operon pur (Beier et al.,, 2002). Los genes pur que se han alterado en este estudio estan
involucrados en la conversion del inosin-5"-monofosfato (IMP) a adenosina-5"-monofosfato

(AMP) o guanosina-5"-monofosfato (GMP) y participan en las fases finales de la sintesis de novo
de los nucleotidos de purinas.
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Figura 31. Expresion diferencial de los genes que participan en el metabolimo de pirimidinas y purinas en
L. plantarum WCFS1 y que estan bajo la regulacion de PucR y PurR en presencia de &cido p-cumaérico 1,5
mM. Se sefialan los genes que presentaron induccioén (rojo) o represion (verde) en sus niveles de

transcripcion. Tonalidades oscuras corresponden a variaciones cercanas a 1,5-2 veces respecto al control
(FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05). R: regulador transcripcional.

4.2.2.4.3. Metabolismo y transporte de carbono: la presencia del acido p-cumarico
afecta negativamente la expresion de 9 genes asociados al transporte de azucares. Estos genes con
un perfil de represion de 2-3,5 veces incluyen tres genes que forman parte del complejo 11 del
sistema de fosfotransferasas (PTS) y codifican permeasas integrales de membrana y
fosfotransferasas de azlcares (pts18CBA, ptsl6ABC y pts4ABC); dos genes localizados
“upstream” de pts16ABC (Ip_2097), fruK (Ip_2096, 1-fosfofructoquinasa) y fruR (Ip_2095); dos
genes situados “upstream” de pts4ABC (Ip_0264), el gen treA (Ip_0263, a,a-trehalosa) y treR
(Ip_0262); un gen que codifica una posible permeasa involucrada en el consumo de glucosa
(Ip_2503); y un gen que aparentemente facilita la captacion de glicerol (Ip_1175, glpF4)
(Apeéndice A). La represion de los niveles de transcripcion de genes involucrados en el transporte

y utilizacion de carbohidratos alternativos a la glucosa como trehalosa, fructosa, glicerol y N-
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acetilglucosamina (Ip_2531, pts18CBA) se asocia con una transicion a un nuevo estado
fisiologico donde el crecimiento se lentifica hasta que se logra contrarrestar el estrés producido.
Adicionalmente, se observo una represion en los niveles de expresion del gen que codifica un
posible transportador de colina/carnitina/betaina-glicina (Ip_3324). Se ha descrito que durante el
estrés osmotico las bacterias pueden acumular “solutos compatibles” como prolina y glutamato,
aminoéacidos derivados de la glicina como betaina y ectoina, y azlcares tales como la trehalosa y
la sacarosa con el fin de adaptarse a los cambios de presion rapidamente (Kapfhammer et al.,
2005). En algunas especies de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas concentraciones
elevadas de los &cidos hidroxicindmicos originan una membrana permeable con la aparicion de
canales u orificios (Lou et al., 2012) por lo que la represion de este grupo de genes podria
asegurar la localizacion extracelular de moléculas osmoprotectoras que proveen estabilizacion a
la membrana tal y como se ha sugerido para el caso de la trehalosa (Doung et al., 2006; Ells et
al., 2011).

Por otra parte se observo un incremento en el nivel de expresion de genes que codifican
enzimas que favorecen el flujo del carbono desde la ruta de las pentosas fosfato hacia metabolitos
intermediarios glicoliticos, como el 2-fosfoglicerato, que se consideran fuentes enddgenas de
energia para la célula (Thompsom y Thomas, 1977). Dichos genes incluyen a Ip_0205 (pgm1,
fosfoglicerato mutasa; con induccion de 2,2 veces), Ip_1083 (tkt2, transcetolasa; con induccion de
4,5 veces) y Ip_2659 (xpkl, fosfocetolasa; con induccion de 2 veces). En cultivos de L.
plantarum se observé una induccidn equivalente en la sintesis de la proteina Pgm en presencia de
acido tanico (Curiel et al., 2011); lo que puede indicar que frente a ambos compuestos fenolicos
ocurren adaptaciones metabolicas similares que estdn encaminadas a conseguir un ahorro de
energia.

A pesar de que en L. plantarum WCFS1 una parte de la respuesta al estrés inducido por el
acido p-cumarico estd dedicada a evitar el gasto energético, los procesos fisiol6gicos
involucrados en la respuesta general (genes clase I, clase 111 y proteinas de choque térmico, entre
otros), se asocian a costes energéticos elevados (Tempest y Neijssel, 1984); que son dificiles de
compensar si Unicamente se dispone de las fuentes enddgenas propias de cada célula. Se conoce
que el metabolismo y transporte del malato genera gradientes en el pH y potencial de membrana
que se utilizan para la obtencién de energia; por lo que la induccion (entre 2 y 2,5 veces) de
Ip_1118 y Ip_1119 que codifican las enzimas malolactica y malato permeasa, ademas de Ip_1082

(malato/lactato deshidrogenasa) y Ip_3150 (posible malato deshidrogenasa) se asocié a la
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produccion y conversion de energia a partir de fuentes de carbono alternativas a la glucosa
(Poolman et al., 1991).

42244, Membrana y pared celular: el andlisis de micromatrices indic6 una
disminucion en los niveles de transcripcion (de entre 2,2 y 4 veces) de nueve (desde Ip_1670
hasta Ip_1678) de los 12 genes del locus fab que codifican proteinas que participan en la
biosintesis de lipidos de membrana. Adicionalmente, una proporcion elevada de genes cps (15 de
un total de 37), que se distribuyen en varios “clusters” a lo largo del genoma de L. plantarum y
que participan en la sintesis de polisacaridos capsulares, al igual que diversas proteinas
extracelulares (Ip_0302, Ip_0304, 1p2845, Ip_3014, Ip_3015 y Ip_3421), presentaron una notable
represion con valores entre 1,8 y 5,1 veces (Tabla XV). La proteina codificada por Ip_0304
presenta alta similitud con factores que promueven la agregacion (Apf) a los que se han asociado
diversas funciones como la supervivencia durante el transito a través del TGl y la participacion
en las interacciones con las células de la mucosa intestinal (Goh y Klaenhammer, 2010). Estudios
previos describen patrones de expresion equivalentes cuando las células de L. plantarum se
exponen a sustancias téxicas como el etanol (van Bokhorst-van de Veen et al., 2011) o
compuestos fendlicos como el acido ferdlico (R6zes y Peres, 1998) donde la disminucién de la
expresion de los genes fab favorece el incremento del contenido de acidos grasos insaturados en
la bicapa lipidica de la membrana y con ello su plasticidad y fluidez.

En contraste, solo cuatro genes relacionados con la biogénesis de pared y membrana
mostraron un aumento en sus niveles de transcripcion: Ip_0769 (D-alanil-D-alanina
dipeptidasasa) y Ip_1245 (D-hidroxi-isocaproato deshidrogenasa) involucrados en la biosintesis
del peptidoglicano (Deghorain et al., 2007; Mainardi et al., 2008) e inducidos mas del doble con
respecto al control, acompafados por Ip_1908 (proteina integral de membrana) y Ip 2659

(glicosiltransferasa) con valores superiores a tres.

120



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla XV. Niveles de expresion de genes relacionados con la membrana y pared celular en células de
Lactobacillus plantarum WCFS1 en presencia del &cido p-cumarico 1,5 mM.

GenID  Locus Descripcion Magnitud del Categoria functional
cambio® principal COG"
Ip_0769 aad D-alanil-D-alanina dipeptidasa 2,27 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1177  cpslA  proteina de biosintesis de polisacarido -2,12 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1178 cpslB  proteina de biosintesis de polisacarido -1,94 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1179 cpslC  proteina transportadora -2,61 Funcién general (por prediccion)
Ip_1180 cpslD  glicosiltransferasa -2,50 Metabolismo y transporte de lipidos
Ip_1181 cpslE aciltransferasa/acetiltransferasa -2,67 Metabolismo y transporte de
carbohidratos

Ip_1182  cpslF  proteina de biosintesis de exopolisacarido -2,71 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1183  ¢cpslG glicosiltransferasa -2,41 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1184  cpslH glicosiltransferasa (ramnosiltransferasa) -2,96 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1185  cpsll  polimerasa de polisacarido -2,03 -
Ip_1219  glf2 UDP-galactopiranosa mutasa -2,42 Biogénesis de membrana y pared
Ip_1220  cps3D  proteina de biosintesis de polisacérido -1,90

(putativa) -
Ip_1221  cps3E  proteina de biosintesis de polisacérido -2,01

(putativa) -
Ip_1245 hicD2  L-2-hidroxiisocaproato dehidrogenasa 2,31 Produccion y conversion de energia
Ip_1908 proteina integral de membrana 2,33 Biogénesis de membrana y pared
Ip_2101 cps4H  polimerasa de polisacarido -1,89 -
Ip_2102  cps4G glicosiltransferasa -1,84 Biogénesis de membrana y pared
Ip_2103  cps4F glicosiltransferasa -2,35 Biogénesis de membrana y pared
Ip_2106  cps4C  proteina de biosintesis de exopolisacarido -2,34 Multifuncional
Ip_1670 fabZzl  (3R)-hidroximiristoil-(proteina transportadora -3,97

de acilo) dehidratasa Metabolismo y transporte de lipidos
Ip_1671 fabH2  3-oxoacil-(proteina transportadora de acilo) -3,97

sintasa Il1 Metabolismo y transporte de lipidos
Ip_1672  acpA2 proteina transportadora de acilo -3,69 Multifuncional®
Ip_1673 fabD (proteina transportadora de acilo) S- -3,63

maloniltransferasa Metabolismo y transporte de lipidos
Ip_1674  fabGl 3-oxoacil-(proteina transportadora de acilo) -2,97

reductasa Multifuncional®
Ip_1675 fabF 3-oxoacil-(proteina transportadora de acilo) -2,82

sintasa Il Multifuncional®
Ip_1676  accB2  acetil-CoA carboxilasa, proteina -2,33

transportadora de biotina carboxilo Metabolismo y transporte de lipidos
Ip_1677 fabz2  (3R)-hidroximiristoil-3-hidroxidecanoil- -2,52 Metabolismo y transporte de lipidos

(proteina transportadora de acilo) dehidratasa
Ip_1678 accC2  acetil-CoA carboxilase, subunidad biotina -2,18 Metabolismo y transporte de lipidos

carboxilasa
Ip_0302 proteina extracelular -3,47 -
Ip_0304 proteina extracelular -3,01 -
Ip_0617 nusG  proteina NusG antiterminacion de la -2,26

transcripcion Transcripcion
Ip_0618 hidrolasa de superficie celular, unida a la -2,16

membrana Funcion general (por prediccion)
Ip_2658 glicosiltransferase (putative) 3,36 Biogénesis de membrana y pared
Ip_2845 proteina extracelular -1,91 -
Ip_3014 proteina extracelular -4,29 Biogénesis de membrana y pared
Ip_3015 proteina extracelular -5,07 Biogénesis de membrana y pared
Ip_3421 proteina extracelular, gamma-D-glutamato -2,64

meso-diaminopimelato muropeptidasa

Biogénesis de membrana y pared

# Magnitud del cambio en ntimero de veces en cultivos crecidos en medio MRS suplementado con &cido p-cumarico 1,5 mM en
relacion a cultivos sin suplementar. Ratios cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucién) fueron expresados
diferencialmente con una FDR menor al 5% (p < 0,05).
b Clasificados por grupos funcionales de acuerdo a la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.gov/COGY).
¢ - : Sin categorizar.
9 Multifuncional: biogénesis de membrana y pared celular / metabolismo y transporte de carbohidratos.

¢ Multifuncional: metabolismo de lipidos / biosintesis, catabolismo y transporte de metabolitos secundarios.
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Por otra parte, utilizando el modelo oculto de Markov para predecir la presencia de
segmentos de transmembrana (TMHMM) en una secuencia determinada de una proteina, la
proyeccion de los marcos de lectura abiertos (ORFs) de los genes afectados por el acido p-
cumarico revelé que aproximadamente el 22% de los genes inducidos y un 30% de los genes
reprimidos codifican proteinas que poseen una o0 mas zonas con hélices de transmembrana
(Krogh et al., 2001) (Apéndice A). También se consideré entre los cambios asociados a la
membrana, la induccién de serA (Ip_0203; fosfoglicerato deshidrogensa), gen clave en la
biosintesis del aminoacido serina que es abundante en las proteinas de la cubierta celular de L.
plantarum, (de Vries, 2006).

La represién de una cantidad importante de genes relacionados con la biosintesis de
acidos grasos (fab) y polisacaridos (cps), en contraposicion con la activacion/inhibicién de
proteinas de membrana y de la superficie celular, incluyendo transportadores, podria interpretarse
como un mecanismo de hacinamiento de proteinas de membrana para contrarrestar los efectos
toxicos y estabilizar a la célula frente a una posible disrupcion. Asi mismo, la induccién de aad
(Ip_0769) y de hicD2 (Ip_1245) se correlaciona bien con el esfuerzo dirigido a mantener la
integridad de la membrana, ya que ellos permiten reforzar la envoltura celular mediante
modificaciones en los precursores del peptidoglicano (Mainardi et al., 2008).

Estudios protedmicos realizados con cultivos de L. plantarum expuestos al acido tanico
también indican una alteracion en las proteinas que participan en la sintesis de precursores del

peptidoglicano (Curiel et al., 2011).

4.2.2.5. RECONFIGURACION DEL METABOLISMO DEL NITROGENO

4.2.2.5.1. Catabolismo de péptidos: se observo una elevada induccion en la expresion de
los genes opp que codifican los componentes del transportador de oligopéptidos OppABCDF
dependiente de ATP (genes Ip_1261 a Ip_1265; desde 9,9 hasta 21,5 veces,) que interviene en el
transporte de oligopéptidos de hasta cinco aminoacidos (Guyer et al., 1986) (Apéndice A).
Sistemas de transporte equivalentes participan en la absorcion de oligopéptidos y en el reciclaje
de los péptidos liberados de la mureina o peptidoglicano que luego se reutilizan en la sintesis de
nueva pared celular (Goodell y Higgins, 1987). Este mecanismo podria estar favoreciendo el
reciclaje de péptidos liberados de la pared celular a consecuencia del estrés producido por el

acido p-cumarico. Més aun, relacionado con el catabolismo de péptidos, se analizo la expresion
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diferencial de los genes relacionados con el sistema de peptidasas observando so6lo la induccion
de pepN (Ip_0937) y pepCl (Ip_0601), que codifican peptidasas de amplio rango de
especificidad, aungue en una magnitud mucho menor (2,5 y 2,2; respectivamente) que los genes

opp; lo que seria congruente con el fendmeno de reciclaje de oligopéptidos.

4.2.2.5.2 Metabolismo y transporte de aminoacidos: la presencia del acido p-cumarico
incremento significativamente (entre 2,2 y 6 veces) la expresion de dos grupos de genes que
incluyen desde Ip 1083 a Ip 1086 y desde Ip 2033 a |Ip 2038 (los “clusters”
tkt2/aroD1/aroA/aroB y arol/tryAlaroE/Ip_2036/aroF/Ip_2038) que engloban a la mayoria de las
enzimas involucradas en la biosintesis del corismato, precursor de los aminoacidos aromaticos,
entre otros metabolitos (Figura 32).
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Figura 32. Expresion diferencial de los genes que participan en la biosintesis del corismato en L.
plantarum WCFS1 en presencia de acido p-cumarico 1,5 mM. Se sefialan los genes que presentaron
induccidn (rojo) o represion (verde) en sus niveles de transcripcion. Tonalidades oscuras corresponden a
variaciones cercanas a 1,5-2 veces respecto al control (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05). R: regulador
transcripcional.

Los resultados también indican un incremento en la transcripcion de dos de los tres genes
que codifican las proteinas de transporte de aminoéacidos de cadena ramificada (AACR) como son
brnQ1 (Ip_0399, 2,6 veces) y brnQ3 (Ip_3466, 2,3 veces) aunque menor que el observado para
los genes de la biosintesis de corismato (Apéndice A). En L. plantarum la sobre-produccion de
estas transportadores es esperable puesto que estan ausentes las rutas que conducen a la
biosintesis de novo de los AACR. La expresion de brnQ2 (Ip_2213) se observé disminuida en 2,2
veces, lo que indica que posiblemente su regulacion sea independiente, més aun cuando en esta
especie estd ausente CodY, el regulador de la biosintesis de estas proteinas en L. lactis y otras

bacterias Gram-positivas (Kleerebezem et al., 2003; Larsen et al., 2006).
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La induccidn de los genes asnA (Ip_0957) y asnS1 (Ip_0956), que codifican las enzimas
asparagina sintetasa, y asparaginil-ARNTt sintetasa, y de su regulador asnC (Ip_2521) sugiere que
la disponibilidad de asparagina (Asn) es limitada o que las células requieren concentraciones
superiores de este aminoacido. Se ha descrito que AsnA lleva a cabo la sintesis de Asn solo bajo
condiciones de exceso de nitrégeno (Poggio et al., 2002), sin embargo, el esfuerzo de las células
de L. plantarum por mantener los niveles de dicho aminoécido también se percibe en la
disminucion de la expresion de los genes aspA, purA 'y purB (Ip_2830, Ip_3270 y Ip_3271) que
codifican las enzimas involucradas en la disipacion del aspartato a través de la ruta que alimenta,
via el fumarato, al ciclo incompleto de los &cidos tricarboxilicos. La represion del gen asnB
(Ip_3085, sintetasa de asparagina) en 2,75 veces, coincide con lo observado en E. coli, donde la
activacion asnB toma lugar solo bajo condiciones limitantes de nitrégeno, en un mecanismo
antagoénico a la activacion de asnA (Poggio et al., 2002). La enzima AsnB se diferencia de AsnA
en que puede usar como donador de nitrogeno tanto el amonio como la glutamina (Kolling y
Lother, 1985). Sobre la base de lo expuesto se sugiere una adaptacién metabolica a la presencia
del acido p-cumarico que se traduce en un incremento en la produccion de asparagina. En
estudios de la expresion génica en plantas, la acumulacién de este aminoacido via la activacién
de la asparagina sintetasa se ha interpretado como una forma transitoria e inocua de almacenar
nitrdgeno en respuesta al estrés abiotico y bidtico (Canales et al., 2010).

Contrario a Asn, el analisis transcriptomico indica una disminucion en la produccion de
glutamina (GlIn) ya que se observd una represion del doble en la transcripcion de ginA y gInR
(Ip_1581y Ip_1580), que codifican la glutamato-amonio ligasa y el regulador global del
metabolismo del nitrogeno. En bacterias Gram-positivas estos dos genes forman el operon ginRA
que es autoregulado por GInR (Gunka y Commichau, 2012; Kormelink et al., 2012).
Paralelamente, también se observd la represion de los genes que codifican dos transportadores
ABC de glutamina (Ip_0802/lp_0803 y Ip_2110/lp_2111) de forma similar a lo descrito en el
analisis transcriptdmico de la respuesta de L. plantarum al acido galico. Se sugiere que esta
adaptacion re-direcciona el flujo del carbono de citrato a piruvato con el consumo de protones en
un proceso de homeostasis que le permite a la célula adaptarse rapidamente a ambientes de

elevada acidez.
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Figura 33. Expresion diferencial de los genes regulados por GInR en L. plantarum WCFS1 en presencia
de acido p-cumarico 1,5 mM. Se sefialan los genes que presentaron induccion (rojo) o represién (verde) en
sus niveles de transcripcion. Tonalidades oscuras corresponden a variaciones cercanas a 1,5-2 veces con
respecto al control (FC>1,5; p<0,05; FDR<0,05).R: regulador transcripcional.

Adicionalmente, el analisis de micromatrices revela alteraciones en la expresion de los
genes involucrados en el metabolismo de la cisteina (Cys) y metionina (Met). Mientras los
niveles de transcripcion de genes agrupados en el operon cysE-metC1-cysK responsables por la
biosintesis de novo de Cys disminuyeron (Ip_0254 a Ip_0256; 3 veces); la expresion de mmuM,
metH, y metE, que codifican enzimas que producen directamente Met, y de hom1, metB, metY y
metA, que codifican las enzimas que participan en la sintesis de su precursor L-homocisteina,
aumentd entre 2 y 3,6 veces (Ip_1298, Ip_1374, Ip_1375, Ip_2535 a Ip 2537 y Ip_2634)
(Apéndice A). De manera similar se observo la induccion de tres genes que codifican proteinas
transportadoras, Ip-1744 a Ip_1746 (transportador ABC de L-metionina) y Ip_3214 (posible
transportador de la cistationina).

La enzima cistationina beta-liasa (MetC) también participa en la biosintesis de este
aminoacido permitiendo el paso de la cistationina a homocisteina que por accion de la metionina
sintasa lleva a la producciéon de Met; sin embargo, dada la represion del gen metC1, se sugiere
que las células obtienen Met por la via del acido aspartico mas que por la ruta que involucra a la
cistationina (Figura 34).

Para finalizar lo relativo al metabolismo del nitrogeno, cabe sefialar que alto nivel de
represion (en 4,5 veces) del gen amtB (proteina transportadora de amonio) en un patron
equivalente a lo observado para el acido galico (Tabla XI1I), mientras que la transcripcion del gen
Ip_2077 (transportador ABC de nitrato) se incrementd en 2,5 veces. Segun se comentd
anteriormente, la transcripcion de amtB en E. coli se observa reprimida en condiciones de exceso

de nitrégeno lo que se asocia con la necesidad de prevenir el paso del amonio al citoplasma,
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donde podria combinarse con el glutamato para formar glutamina en una reaccién que consume
energia a expensas de un agotamiento de las reservas celulares de ATP (Conroy et al., 2007) y
que, como se discutird mas adelante, su regulacién esta bajo el control del regulén GInR (Figura
33).

cistationina ABC
Ip_3214

O hcys-L
mmuM

metE
Ip_1375
metionina

Ip_1298
Methionine ABC mtnE
Ip_1744-1746 ‘Ip 0339

metionina (e) metoxb

metH
Ip_1374

Figura 34. Regulacion de la biosintesis de Metionina en L. plantarum en presencia de &cido p-coumaric
1,5 mM. Las flechas rojas indican induccién de genes regulados por cajas “T-box” (contorno liso) o
induccion no contralada por “T-box” (contorno discontinuo). Las flechas verdes indican represién. Las
reacciones que presentan una flecha blanca estan inducidas cerca de 1,5 veces pero tienen poca
probabilidad de que ocurran.
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4.2.2.6. RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO DERIVADO DE LA PRESENCIA DEL ACIDO P-CUMARICO

El andlisis del perfil transcriptomico indicd que el acido p-cumarico provoca un estrés
oxidativo general en L. plantarum WCFS1 debido a que diversos genes que participan en la
respuesta al estrés tiol-especifica incrementaron sus niveles de expresion de 2 a 2,7 veces, entre
ellos Ip_1253 que codifica la glutation reductasa; Ip_0236, Ip_0761 y Ip_3437 involucrados en la
sintesis de los componentes del sistema tioredoxina-tioreductasa (TrX-TrxR); tres de los cuatro
genes que codifican metionina sulféxido reductasas (Ip_1835, Ip_1836 y Ip_1979) y una posible
tiol peroxidasa (Ip_2323) (Tabla XVI). En el apartado anterior se ha descrito la induccion de
genes que intervienen en la sintesis de metionina. Dicho amino&cido se recicla a partir de la
metionina sulfoxido por la accién de la metionina sulfoxido reductasa en una reduccion
dependiente de la tioredoxina, lo cual se asocia con la induccion de los genes que codifican el

sistema TrX-TrxR.

Tabla XVI. Respuesta transcriptomica de Lactobacillus plantarum WCFS1 al estrés oxidativo derivado
de la presencia del acido p-cumarico a 1,5 mM.

GenID  Locus Descripcion Magnitud del Categoria funcional principal
cambio® COG"
Ip_0236 trxAl tioredoxina 2,06 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0761 trxB1 tioredoxina reductasa (NADPH) 2,33 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1835 msrA2  proteina-metionina-S-dxido reductasa 2,12 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1836 msrA3  metionina sulféxido reductasa B 2,10 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1979 msrA4  proteina-metionina-S-dxido reductasa 2,70 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2323  tpx tiol peroxidasa 2,02 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_3437 trxA3 tioredoxina 2,12 Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_3338 nha2 Na(+)/H(+) antiporter 3,77 Produccion y conversion de
energia

# Magnitud del cambio en nimero de veces en cultivos crecidos en medio MRS suplementado con &cido p-cumarico 1,5
mM en relacién a cultivos sin suplementar. Ratios cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucion) fueron
expresados diferencialmente con una FDR menor al 5% (p < 0,05).

b Clasificados por grupos funcionales de acuerdo a la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.gov/COG/).

127



RESULTADOS Y DISCUSION

La metionina sulfoxido formada en este proceso, posiblemente participa en la reparacion
de las proteinas donde ella se localiza, asi como también de otras moléculas cercanas (Luo y
Levine, 2009). Las macromoléculas protegidas contra el estrés oxidativo incluirian también a
lipidos de membranas (Simic, et al., 2007). De esta manera, los residuos de metionina en las
proteinas podrian actuar como antioxidantes cataliticos mediante el barrido de las especies
reactivas (ROS) derivadas de la auto-oxidacion del acido p-cumarico (Luo y Levine, 2009).

Por otra parte, la transcripcion del gen Ip_3128, que codifica una proteina de union al
ADN inducida por el estrés (regulador transcripcional), se indujo al doble de manera similar a lo
observado en los estudios de los mecanismos de respuesta y adaptacion al estrés inducido por la
presencia de etanol en la cepa L. plantarum WCFS1 (van Bokhorst-van de Veen et al., 2011).

De especial interés es la marcada induccion de algunos genes que participan en el
transporte de electrones en varias rutas de metabolicas. El tercer gen con el mayor incremento en
sus niveles de expresién (cerca de 20 veces), cae en esta categoria y es Ip_1425, que codifica una
de las seis copias redundantes de la enzima fumarato reductasa de L. plantarum WCFS1 (segln
Kleerebezem et al., 2003). En este mismo grupo de genes, y posiblemente formando un operon,
se observd que Ip_1424 (posible FMN oxidoreductasa dependiente de NADPH) y Ip_1426
(proteina de funcion desconocida) presentaron una induccion de 153 y 7,2 veces,
respectivamente. En Enterococcus faecalis un gen similar a Ip_1425, frdA, codifica una flavo-
proteina que contiene el sitio catalitico para la reduccion del fumarato y facilita la respiracion
anaerébica mediante la conversion del fumarato a succinato usando menaquinol como un
donador de electrones (actividad quinol oxidasa) (van Hellemond y Tielens, 1994). Se ha descrito
que FrdA tiene un efecto supresor sobre la produccion de especies ROS que se derivan de
procesos ciclicos de oOxido-reduccion de demetilmenaquinona (DMK) asociada a membrana
(Huycke et al., 2001). Aunque la produccién de menaquinonas (MQ) no se ensayd en este
estudio, se conoce que estas moléculas pueden ser sintetizadas a partir del corismato (genes
tkt2/aroD1/aroA/aroB y arol/tryA/aroE/lp_2036/aroF/lp_2038) (Figura 33). Las MQ vy
ubiquinonas (UQ) en su forma reducida funcionan como transportadores de electrones y
previenen la iniciaciéon y propagacién de la peroxidacion de lipidos en las membranas (Soballe y
Poole, 2000). En funcidn de esto, se sugiere que la induccion de este grupo de genes puede ser
una respuesta paralela a la biosintesis de Met, que permite resistir la actividad pro-oxidante del
acido p-cumarico. Adicionalmente, se observo la induccion de Ip_3125, responsable de la sintesis

de otra posible fumarato reductasa truncada en el extremo N-terminal (4 veces).
128



RESULTADOS Y DISCUSION

Un papel potencial para Ip_1424 y Ip_1425 podria ser participar via la sintesis de
menaquinonas, en el ciclo redox asociado a la membrana aun no establecido para L. plantarum.
En este contexto se encontrdé que Ip_ 1424 presenta similitud con algunas quinonas
oxidoreductasas dependientes de NADPH de Streptococcus pneumoniae y L. delbruecki. Por
ultimo, la induccién de Ip_1918 que codifica una quinona oxidoreductasa dependiente de
NADPH suma evidencias que apoyan esta hipotesis.

4.2.2.7. GENES DEL SECRETOMA

El secretoma incluye todas las proteinas secretadas o liberadas por las células al
compartimiento extracelular. Se estima que el genoma de L. plantarum codifica 223 proteinas
extracelulares que en su mayoria presentan un motivo o dominio que les permite anclarse a la
superficie celular (Boekhorst et al., 2006). La presencia del acido p-cumaérico alterd la regulacion
de 20 genes que codifican proteinas pertenecientes al secretoma de esta bacteria (8 genes
mostraron induccion en sus niveles de expresion y 12 represion) (Apéndice A). Mas de la mitad
de los genes inducidos codifican precursores de lipoproteinas o lipoproteinas que hipotéticamente
intervienen en el transporte de oligopéptidos (Ip_0018, Ip_0201, Ip_1261, Ip_1812 y Ip_2393); y
tres genes codifican proteinas de transmembrana: Ip_2586 (proteina de funcion desconocida
anclada a la pared celular), Ip_1746 (subunidad de union al sustrato del transportador ABC de D-
metionina) y Ip_3214 (transportador de la cistationina). Por otra parte, seis de los 12 genes cuya
transcripcion disminuyé codifican hidrolasas del peptidoglicano (PGH) que contienen un
dominio LysM de anclaje a la pared celular (Ip_0302, Ip_0304, Ip_3014, Ip_3015, Ip_3421 y
Ip_2845) y un dominio que posee funcién enzimatica asociada a la degradacién de la pared
bacteriana (Boekhorst et al., 2006). La represion de la expresion de las PGH junto con la
inhibicién del gen Ip_2810 (que codifica una posible proteina lisina) indica un menor recambio

en el peptidoglicano y posible bloqueo de los mecanismos propios de lisis celular de la bacteria.

4.2.2.8. INTERRUPCION DEL GEN LP_3665 (PDC) EN L. PLANTARUM

Con la finalidad de profundizar en el conocimiento derivado del andlisis transcriptomico e
intentar dilucidar la existencia de otras enzimas que participan en la degradacion de los acidos

hidroxicinamicos, se decidio evaluar la influencia del acido p-cumaérico en una cepa mutante
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WCFS1Apad que posee una interrupcion en el gen Ip_3665 (pdc) y por tanto es incapaz de
sintetizar la enzima PAD descarboxilasa. Adicional a la descarboxilasa de &cidos fendlicos,
Barthelmebs et al. (2000a) describieron la posible existencia en L. plantarum LPNC8 de una
segunda descarboxilasa, asi como también de una reductasa del &cido p-cumarico.

La cepa mutante WCFS1Apad se obtuvo a partir de células electrocompetentes de L.
plantarum. En el plasmido pUCE191 (Arrecubieta et al., 1995) se clon6 un fragmento interno de
219 pb (denominado pad*) del gen pdc amplificado mediante los oligonucledtidos 556 y 557.
Una vez obtenido el plasmido pUCE191-pad se llevo a cabo la transformacion de la cepa L.
plantarum WCFS1 segun el protocolo descrito por Aukrust y Blom (1992). La recombinacién
homéloga que se produce entre el fragmento interno pad* clonado en el plasmido y la copia del
gen pdc presente en el cromosoma de la bacteria da origen a la interrupcién del gen a través de un
mecanismo de insercion-duplicacion que como ya se describio lleva a la integracion del plasmido
pUCE191-pad en el cromosoma de la bacteria (Figura 22).

La correcta integracion del plasmido se comprobd mediante PCR utilizando la pareja de
oligonuclettidos 1224 que hibrida en el plasmido, y 274 que hibrida en una region externa al
fragmento pad* en la zona inicial del gen pad, obteniendo un producto amplificado de 406 pb.
También se incluy6 la amplificacién de un fragmento del gen que codifica la resistencia a
eritromicina (oligonucle6tidos 697 y 698 que amplifican un fragmento cercano a 800 pb), y se
corrobord que el gen pdc completo no se amplifica debido a la incorporacion de la secuencia del
plasmido en el genoma de la bacteria (oligonucle6tidos 274 y 275 que amplifican 537 pb) (Figura
35).

4.2.2.9. INFLUENCIA DE LA INTERRUPCION DEL GEN LP_3665 (PDC) EN EL CRECIMIENTO DE L.

PLANTARUM

Una vez confirmada la correcta insercion del plasmido pUCE191-pad con la consiguiente
interrupcion del gen pdc se procedio a evaluar el patron de crecimiento de este mutante. La cepa
silvestre “wild type” (WT) y el mutante WCFS1Apad se crecieron en medio MRS liquido
suplementado con acido p-cumarico a una concentracion de 1,5 mM. Una cepa control,
WCFS1AIlp_2942, llevando una mutacion equivalente pero en un gen cuya deficiencia no se

relaciona con el metabolismo de este &cido fenolico también se incluyé en el estudio.
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Figura 35. Verificacion de la interrupcion de gen pdc (Ip_3665) por insercion del plasmido pUCE191-
pad via recombinacion homologa en L. plantarum WCFS1. Fragmento “inicio gen pdc-plasmido
pUCE191” amplificado con los oligonucledtidos 274+1224 (1); amplificacion del gen completo pdc con
274+275 (2); amplificacion de un fragmento del gen eritromicina con oligonucledtidos 697+698 (3);
control negativo sin ADN con oligonucleétidos 697+698 (4); control positivo con ADN de WCFS1 y
oligonucledtidos 518+519 banda de 600 pb (5); marcador guia de100 pb (6).

La prueba se realizo sin la adicion de antibidtico de forma equivalente a lo realizado para
el mutante WCFS1AIpdC, con lo cual se garantiza que los cambios observados son reflejo de la
disfuncionalidad y no de la presién selectiva del antibi6tico. El acido p-cumarico se afiadi6 a las
cuatro horas de haber iniciado el crecimiento (t=4).

De las ecuaciones del ajuste exponencial (v = M * ¢™ donde, v es el incremento de la
biomasa, M es la biomasa inicial, r es la tasa de crecimiento instantaneo, x el tiempo t y e=
2,718281828459; ver Materiales y Métodos) se determind que la velocidad de crecimiento es
levemente menor en las cepas WCFS1Apad y WCFS1AIp_2942 (con pUCE191 insertado) con
tasas de crecimiento de 0,57 y 0,53 unidades, respectivamente, en comparacion a 0,67 unidades

para la cepa WT.
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En la figura 36 se observa que una vez que se afiade el compuesto fenolico (t=4), la cepa
WCFS1Apad, con el gen pdc interrumpido, presenta una disminucion en los valores de DOggo
(quizas por una leve lisis celular) y en la velocidad de crecimiento, lo que se traduce en una
prolongacion de la fase lag hasta las siete horas (detalle en el recuadro superior izquierdo, t=4 a
t=7). Por su parte las cepas WT y WCFS1AIlp_ 2942 (control de la mutacion) inician su
crecimiento exponencial a partir de la tercera hora (t=3 a t=4). Transcurridas cuatro horas de
contacto con el acido fendlico, la cepa mutante con el gen pdc interrumpido es capaz de resistir
los efectos tdxicos del compuesto y supera el retraso en la velocidad de crecimiento poblacional
(t=8 a t=12) hasta tal punto que los valores de DOggo Se igualan a partir de las 24 horas (Figura
37).
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Figura 36. Comparacion mediante un ajuste de regresion exponencial del incremento en la biomasa de la
cepa mutante WCFS1Apad deficiente en la expresion del gen pdc vs. la cepa silvestre “wild type” (WT)
de L. plantarum WCFS1 en presencia de &cido p-cumérico 1,5 mM. El aumento en la biomasa (ODgg) en
funcidn del tiempo (horas) se analiz6 durante 14 horas cada 30 min y después cada 8 horas hasta las 40
horas. La cepa mutante deficiente en Ip_2942 (gen no relacionado) se usé como control de la mutacion. El
recuadro superior insertado en la gréafica presenta una ampliacién del intervalo comprendido entre t=0 y
t=8 que permite visualizar el detalle del momento en el que se afiadio el acido (t=4). Se aplic6 un ajuste de
regresion exponencial a través del cual se establecié que las diferencias no son significativas (WT: y =
0,0013e”°™™; WCFS1Apad: y = 0,002¢>°""®; WCFS1Alp_2942: y = 0,0016e*****). Los datos representan
la media de tres experimentos independientes.
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La prolongacion de la fase lag en el mutante WCFS1Apad puede ser debida a un aumento
en la sintesis de proteinas de la familia Usp (en nuestro estudio, los productos de los genes
Ip_2993 y Ip_3663), que conduce a un estado fisioldgico donde el crecimiento se lentifica de

forma puntual hasta que se logra contrarrestar el estrés celular.
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Figura 37. Efecto del &cido p-cumarico a 1,5 mM en el crecimiento de la cepa mutante WCFS1Apad
deficiente en la expresion del gen pdc que codifica la enzima PAD descarboxilasa vs. la cepa silvestre
“wild type” (WT) de L. plantarum WCFSL1. Las células se crecieron en medio MRS liquido. La cepa
mutante deficiente en Ip_2942 (gen no relacionado) se usé como control de la mutacion. Los datos
representan la media de los resultados de tres experimentos independientes.

Barthelmebs et al. (2000a) en sus estudios realizados con la cepa L. plantarum LPD1 (que
también presenta el gen pdc no funcional) observan una disminucién significativa en la velocidad
de crecimiento y en la biomasa final Unicamente cuando las células se cultivan en presencia de
acido p-cumarico a concentraciones superiores a 3 mM (una disminucion en la biomasa del 22%
a3 mM y del 43% a 6 mM, al comparar con el cultivo control).

Lo observado en el mutante WCFS1Apad indica que una concentracion de 1,5 mM de
acido p-cumarico da origen a cambios que afectan de manera puntual la velocidad de
crecimiento, sin embargo, la poblacion logra contrarrestar los dafios ocasionados por el
compuesto después de un corto periodo de tiempo y se recupera hasta alcanzar niveles de

crecimiento iguales a los del cultivo control.
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El patrén de crecimiento descrito sugiere que las células de L. plantarum WCFS1 poseen
rutas alternativas para resistir los efectos toxicos del acido p-cumarico en ausencia de la enzima
PAD en un modelo eficiente y efectivo. Estas observaciones coinciden con los resultados del
andlisis transcriptomico donde se evidencia que la respuesta de esta cepa a la presencia del acido
hidroxicindmico es multiple y global, e incluye mecanismos especificos (como actividad de la
enzima PAD), asi como también mecanismos generales (proteinas de estrés térmico, chaperonas,
proteasas) y complejos (transportadores, modulacion del metabolismo del nitrégeno, entre otros),

que garantizan la supervivencia de la poblacién celular.

4.2.2.10. INTERRUPCION DEL GEN LP_3665 (PDC) Y METABOLISMO DE LOS ACIDOS P-CUMARICO,

CAFEICO, Y FERULICO

Considerando el patron de crecimiento descrito para la cepa mutante WCFS1Apad que
posee el gen pdc interrumpido, se decidié evaluar mediante HPLC la degradacion de los acidos p-
cumarico, cafeico y feralico en un ensayo equivalente a lo realizado para el estudio del
metabolismo del acido gélico. Para ello las células de la cepa silvestre (WT) y mutante
WCFS1Apad se cultivaron en medio RPM liquido a 30 °C en presencia del acido fendlico a una
concentracion final de 1,5 mM durante 7 dias. Después de la incubacion, los compuestos
fenolicos presentes en los sobrenadantes de los cultivos se extrajeron con acetato de etilo y se
analizaron por HPLC. En la figura 38 se presentan los cromatogramas obtenidos. En el cultivo de
la cepa WT el &cido p-cumérico (pCA) se descarboxilo a 4-vinil fenol (VF) (mayoritariamente)
el cual posteriormente por una reaccion de reduccion se transformo en 4-etil fenol (EF) (Figura
38.1.A). El perfil de degradacién de los acido p-cumarico y fertlico en los cultivos de la cepa
silvestre coincide con lo descrito previamente en L. plantarum WCFS1 por Landete et al. (2007)
y Rodriguez et al. (2008a).

En la figura 38.1.B se puede observar que en el sobrenadante del medio de cultivo
inoculado con el mutante WCFS1Apad el &cido p-cumarico no se degrada y permanece en el
sobrenadante del cultivo. Adicionalmente se detectd un compuesto minoritario cuyos tiempos de
retencion y espectro de absorcidn coinciden con el acido 3-4-hidroxifenil propiénico (HPPA) o
acido floretico. La aparicion de HPPA junto al &cido p-cumarico coincide con lo descrito por

Barthelmebs et al. (2000a) en relacion a la biotransformacion de los &cidos fendlicos a derivados
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de los acidos fenil propidnicos en estudios realizados con la cepa mutante LPD1 deficiente en la
actividad PAD.

El perfil de degradacion de los otros dos &cidos hidroxicinamicos en el mutante
WCFS1Apad es similar. Se observa que bajo las condiciones descritas en el cultivo de la cepa
mutante las células son incapaces de transformar el acido cafeico (AC) a vinilcatecol (VC) v etil
catecol (EC) (Figura 38.2.B) y el compuesto permanece en el medio de cultivo sin metabolizar.
Por altimo, no se observo la degradacion del acido ferulico (AF) a 4-vinil guayacol (VG) (Figura
38.3.B) aunque si se detect6 la formacion del acido hidroferalico (HPPA) en niveles equivalentes

a lo observado en la cepa WT.
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Figura 38. Degradacion de los acidos p-cumérico (1), cafeico (2) y ferulico (3) en cultivos de L.
plantarum WCFS1 (A); mutante WCFS1Apad (B) y control del sustrato en medio RPM (C). Los cultivos
se incubaron a 30 °C durante 7 dias en medio RPM conteniendo los tres &cidos hidroxicindmicos a 1,5
mM. Los compuests se identificaron comparando sus tiempos de retencion y espectros de absorcion con el
patron. p-CA: &cido p-cumarico, AC: &cido cafeico, AF: &cido ferulico, VF: 4-vinil fenol, VC: 4-vinil
catecol, EF: 4-etil fenol, EC: 4-etil catecol, VG: vinilguayacol, HPPA: &cido 3-(4-hidroxifenil) propidnico
0 &cido florético (en 1.A), HPPA: acido 3-(4-hidroxi-3metoxifenil) propidnico o 4cido hidroferulico (en
3.Ay3.B).

En este estudio se describe por primera vez el metabolismo de los &cidos p-cumarico y

cafeico en ausencia de la actividad descarboxilasa de los acidos fendlicos (mutante WCFS1Apad
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de L. plantarum WCFS1) y la formacion del &cido florético a partir del &cido p-cumérico. Hasta
la fecha, la formacion de los &cidos HPPA o derivados de los &cidos propidnicos se habia
observado en estudios realizados con L. plantarum 748" durante la degradacién de los acidos
feralico y m-cumarico (Rodriguez et al., 2008a) y con el mutante LPD1 de L. plantarum LPNC8
que posee el gen pdc no funcional (Barthelmebs et al., 2000a) cuando las células se cultivaban en
presencia de &cido ferulico.

La existencia de enzimas reductasas se ha sugerido en dos reacciones del metabolismo de
los acidos hidroxicinamicos: una primera reductasa transforma los vinil derivados en etil
derivados, mientras que otra actividad reductasa reduce directamente el acido fendlico y origina
la formacién de &cidos HPPA (Barthelmebs et al., 2000a; Rodriguez et al., 2008a; Rodriguez et
al., 2008b). La reduccion de los acidos fenodlicos via la produccion de derivados de los acidos
propiénicos es un mecanismo poco eficiente y hasta la fecha se desconoce su implicacion
bioldgica (Barthelmebs et al., 2000a).

Los resultados aqui descritos difieren de los descritos por Cavin et al. (1997) y
Barthelmebs et al. (2000a) respecto a la existencia de una segunda enzima con actividad
descarboxilasa (PDC2) con mayor afinidad por el acido feralico, que en ausencia de la PAD
descarboxilasa (por la interrupcién del gen pdc en el mutante LPDC1), también transforma los
acidos p-cumarico y ferdlico a 4-vinil fenol y 4-vinil guayacol, respectivamente. Las
discrepancias observadas entre dichos resultados y los obtenidos en esta tesis pueden deberse a
que para el andlisis de los metabolitos se ha utilizado el perfil cromatografico por HPLC, técnica
mas sensible, donde la deteccion de la presencia de un compuesto se logra con mayor
especificidad ya que se combinan los tiempos de retencion con los perfiles de maxima
absorbancia en el rango de luz UV.

Los analisis por HPLC confirman que L. plantarum WCFS1 posee una Unica enzima PAD
responsable de la descarboxilacién no oxidativa de los acidos hidroxicindamicos. Por otra parte,
considerando las posibles rutas metabdlicas alternativas a la presencia de la PAD, la
desintoxicacion celular via la participacion de una enzima reductasa, que origina la sintesis de los
acidos HPPA, es un mecanismo poco eficaz que tan solo ocasiona la transformacion parcial de
los acidos hidroxicinamicos, al menos en las condiciones ensayadas en este estudio. Es posible
que esta actividad reductasa adquiera significancia apreciable cuando la bacteria se encuentren en
un habitat que contiene cantidades elevadas de estos acidos fenolicos (cercanas a las

concentraciones minimas inhibitorias) y en condicione reductoras 0 ambientes anaerdbicos. La
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identificacion del gen y la purificacion de la enzima responsable de esta biotransformacion, asi
como también los estudios de su afinidad respecto los diferentes acidos hidroxicinamicos, son
temas pendientes para caracterizar en profundidad esta actividad.

Los resultados de este apartado en conjunto con los estudios de crecimiento en el mutante
WCFS1Apad demuestran que L. plantarum WCFS1 en ausencia de la actividad PAD utiliza
mecanismos alternativos a la degradacion del &cido p-cumarico para adaptarse y resistir las

alteraciones que se dan en las células del cultivo por la accion pro-oxidante de este compuesto.

4.2.2.11. INFLUENCIA DE LA INTERRUPCION DEL GEN LP_3665 (PDC) EN EL PATRON DE REGULACION
TRANSCRIPCIONAL DE LOS PRINCIPALES GENES CON EXPRESION DIFERENCIAL EN PRESENCIA DEL

ACIDO P-CUMARICO

Se ha demostrado que en ausencia de la actividad PAD descarboxilasa los éacidos
fenolicos permanecen en el medio donde se desarrolla la cepa WCFS1Apad que presenta el gen
pdc interrumpido y es posible que la poblacién celular consiga resistir la presencia de dichos
acidos a través de un ajuste metabdlico especifico y/o global. Los cambios globales sélo se
pueden evaluar realizando un analisis transcriptomico con el ARN de WCFS1Apad; sin embargo,
algunos cambios especificos en genes puntuales, se pueden analizar mediante RT-qPCR.

En funcion de esto, se decidié analizar las variaciones en la expresion de los genes
Ip_3663 (gen uspl) y Ip_3664 (gen padR) asociados a los eventos de regulacién, asi como
también de Ip_1424, Ip_1425y Ip_1426, grupo de genes en los cuales se observo la segunda mas
alta induccion en su expresion. El gen Ip_3665 (pdc) participa en la respuesta principal de
transformacion del acido p-cumarico y en este estudio se ha sugerido que los genes Ip_1424 a
Ip_1426 pueden desempefiar un papel secundario en la respuesta para hacer frente al efecto pro-
oxidante del acido p-cumarico.

Se extrajo el ARN de las células cultivadas en presencia del &cido p-cumaricoa 1,5 mMy
se utilizd para sintetizar el ADNc mediante la enzima retrotranscriptasa (ver detalles en
Materiales y Métodos). La cuantificacion relativa del nivel de expresion de cada gen se realizé en
un ensayo de RT-gPCR empleando los oligonucle6tidos descritos en la tabla \V, normalizando los
datos en relacion a la expresion del gen IdhD (Ip_2057; control enddgeno; ver Materiales y
Métodos).
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Los resultados demuestran que ninguno de los genes estudiados presenta una variacion

marcada en su nivel de transcripcion cuando el gen Ip_3665 (pdc) no esta funcional (Figura 39).
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Figura 39. Nivel relativo de transcripcién de los genes Ip_1424, Ip_1425, Ip_1426, Ip_3663 (posible
uspl), Ip_3664 (padR) y Ip_3665 (pdc) en la cepa mutante WCFS1Apad con el gen Ip_3665 interrumpido
en presencia de acido p-cumarico 1,5 mM. WT: L. plantarum WCFS1 sin inducir (cultivo control); WT +
pCA: L. plantarum WCFSL1 inducido con acido p-cumarico 1,5 mM durante 10 min; WCFS1Apad + pCA:
cepa mutante de L. plantarum WCFS1 con el gen Ip_3665 interrumpido inducida en idénticas condiciones
a la cepa WT. *:diferencias significativas (p>0,2).

Los niveles de expresion de los genes Ip_3663 y Ip_3664 son similares a los observados
por Licandro-Seraut et al. (2008) en estudios realizados en la cepa L. plantarum NC8 los cuales
demuestran que el gen padR es el represor de la expresion de pdc, actia como un regulador
transcripcional negativo y puede estar formando un operdn con Ip_3663 (uspl). Sin embargo, los
valores absolutos del nivel de expresion de los genes Ip_1424 y Ip_1425 se incrementaron de 42 a
53 veces y de 26 a 34 veces, respectivamente, y a pesar de que tales diferencias son diferentes a
un nivel de significancia inferior (p>0,2), se decidié considerarlas teniendo en cuenta que la
metodologia de RT-qPCR es muy sensible y cambios de 8-10 veces en el nivel de expresién no
se deben desestimar.

Se ha comentado que los genes Ip_1424 y Ip_1425 pueden tener una posible funcién

durante las reacciones de dxido-reduccion que ocurren en presencia del &cido p-cumérico (ver
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pto. 4.2.2.6) y donde compuestos intermediarios como las menaquinonas (MQ) o ubiquinonas
(UQ) pueden estar actuando como moléculas transportadoras de electrones para prevenir que se
inicie o propague la peroxidacion de lipidos en la membrana (Huycke et al., 2001; Reverdn et al.,
2012). El aumento en los niveles de transcripcion de estos genes en los cultivos correspondientes
al mutante WCFS1Apad refleja un incremento en el nivel de estrés oxidativo por la acumulacion
del acido fendlico en el medio. Adicionalmente, en ausencia de la actividad PAD descarboxilasa,
tampoco se produce el CO, que garantiza a las células un ambiente reductor en el que las
reacciones de destoxificacion alternativas ocurran éptimamente. Esto, finalmente se traduce en
una mayor demanda de ciclos de éxido-reduccion de demetilmenaquinona (DMK) asociada a la
membrana, que se ha relacionado con el incremento de la expresion de estos genes. Sin embargo,
la informacion que se dispone sobre la funcidn de Ip_1424 y Ip_1425 es limitada, por lo que
estudios posteriores podrian dilucidar su actividad y los mecanismos de adaptacion en los que
participan.

En la figura 40 se hace una representacion esquematica de los posibles mecanismos de
tolerancia y adaptacion que utiliza L. plantarum frente al acido p-cumarico. Una revision
completa del patrén de expresion génica observado indica que la descarboxilacion mediada por la
enzima PAD descarboxilasa es muy eficaz y constituye la respuesta principal de destoxificacion.

Sin embargo, el estrés oxidativo en presencia de este compuesto es muy elevado por lo
que la células despliegan mecanismos de tolerancia alternativos que incluyen: i) cambios en los
genes que codifican proteinas asociadas al secretoma, ii) la activacion de transportadores tipo
ABC y multidrogas, iii) la induccion de la biosintesis del corismato, iv) la activacién de
chaperonas y proteasas, v) la activacion de la via ciclica de o6xido-reduccién de la metil-
menaquinona, y V) la activacion de los genes que codifican la metionina sulfoxido reductasa y el
sistema tioredoxina-tioreductasa que recicla la metionina facilitando el barrido de las especies
ROS. Mientras estos mecanismos logran los ajustes requeridos, las células pasan a un estado de
ahorro de energia inhibiendo la sintesis de purinas y pirimidinas, disminuyendo los procesos de
transcripcion y traduccion, limitando el transporte de azucares y del amonio al interior de la
célula y aumentando los procesos de produccion y conversion de energia a partir de fuentes de

carbono diferentes a la glucosa por la via del malato.
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A)

B)

C)

Figura 40. Representacion esquematica de los posibles mecanismos de tolerancia y adaptacion
asociados a la respuesta de L. plantarum WCFS1 en presencia del &cido p-cumarico.
Descarboxilacién no oxidativa (A); sintesis de transportadores (B) e inhibicion la sintesis de
glutamina y del transporte de amonio (C). pCA: acido p-cumarico; VF: vinil fenol; +E: consumo
de energia: +ATP: consumo de ATP. Las flechas roja (induccion), verde (represion), negra
continua (activacion) y negra discontinua (inhibicion) se refiere a la expresion de los genes 0 a la
sintesis de las proteinas codificadas por cada gen.
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4.2.2.12. REDES DE REGULACION Y SU PARTICIPACION EN LA RESPUESTA CELULAR AL ESTRES

INDUCIDO POR LA PRESENCIA DEL ACIDO P-CUMARICO EN L. PLANTARUM

Muchos de los genes de L. plantarum WCFS1 implicados en la respuesta al estrés
producido por el acido p-cumarico posiblemente se transcriben en conjunto gracias a su
agrupacion en operones (Tablas XII y XIII). A su vez, los eventos de transcripcion pueden estar
controlados por la presencia de proteinas reguladoras que actlan simultaneamente en varios
operones dando lugar a los regulones.

La activacién de varios regulones frente a un estimulo origina complejas redes de
regulacién que controlan la expresion génica global y le permiten a las células adaptarse
rapidamente a los cambios de su entorno (Alkema et al., 2004). El descubrimiento de las redes de
regulacion involucradas en estas adaptaciones es uno de los grandes retos de la biologia
molecular actual. El analisis de la expresién génica mediante el uso de micromatrices de ADNc
proporciono una fotografia instantanea del perfil transcripcional de las células de L. plantarum en
las condiciones evaluadas y la informacion obtenida se puede asociar a diversas redes de

regulacion descritas en otras bacterias.

4.2.2.12.1. Reguldnes CtsR y HcrA: Entre los mecanismos de co-regulacion bien
documentados tanto en bacterias Gram-negativas (Escherichia coli) (Yura et al., 2000) como
Gram-positivas (Bacillus subtilis) (Schumann, 2003) se encuentra el de los genes de choque
térmico clase I. Estos genes presentan una secuencia operadora muy conservada denominada
CIRCE (controlling inverted repeat of chaperone expression, por sus siglas en inglés) que es el
sitio de unidn para el represor HrcA. Inicialmente los genes implicados en esta regulacion se
asociaron a la respuesta provocada por aumentos en la temperatura, sin embargo cada dia se
recopilan nuevos datos que indican que se trata de un mecanismo de respuesta universal al estrés
general.

En Bacillus subtilis, la respuesta al choque térmico es amplia y comprende al menos seis
clases diferentes de genes cuya expresion se induce al aumentar la temperatura. La respuesta de
L. plantarum WCFSL1 frente a la presencia del acido p-cumarico incluye la induccion de los genes
que codifican los reguladores trancripcionales CtsR y HrcA que actdan principalmente sobre los

genes clase | (chaperonas moleculares) y clase 111 (proteasas) (punto 4.2.2.3.).
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Los genes clase 11l estan sujetos a control transcripcional por el represor CtsR el cual se
une a la secuencia repetida 5’ RGTCADN NAN RGTCADN 3° (Derré et al., 1999). El reguldn
CstR se caracterizd recientemente en L. plantarum mediante ensayos de union al ADN (“DNA-
binding”) (Fiocco et al., 2009; Fiocco et al., 2010) y en estudios in silico (Wels et al., 2006; Wels
et al., 2011). Los resultados de estos estudios presentan diferencias en los genes que se describen
como propios del regulon y en las secuencias consenso de union (“binding motif”) propuestas
para la proteina CtsR.

En el perfil de transcripcion que presenta L. plantarum WCFS1 en respuesta al estrés
producido por el acido p-cumarico se observa la induccion de la expresion de todos los genes
relacionados con el regulon CstR: ctsR (Ip_1018), clpC (Ip_1019, formando oper6n con ctsR),
clpE (Ip_1269), hrcA (Ip_2029) y los genes que estan bajo su control, clpP (Ip_0786), clpB
(Ip_1903), hspl (Ip_0129) y ftsH (Ip_0547), éste ultimo descrito recientemente como miembro de
este regulon (Tabla XVII). En funcion del resultado del analisis de las secuencias de los
nucleétidos que se sitdan “upstream” del coddn de iniciacion ATG de cada uno de estos genes
(Figura 41), en este estudio se propone redefinir el motivo cis-regulador para CtsR a RGTCAR-
AN-RGTCAR (R: A, G). Este motivo se validd empleando el programa Virtual Footprint
PRODORIC confirmandose que todos los genes relacionados con ctsR que se han inducido en
presencia de este p estan incluidos en el regulén CtsR.

En bacterias Gram-positivas, CtsR regula principalmente la expresion de genes que
codifican proteasas Clp dependientes de ATP. Sin embargo en algunas especies incorpora otros
operones y proteinas como por ejemplo en el caso de Staphylococcus aureus gque comprende los
operones dnaK y groESL (Chastanet et al., 2003) y en Oenococcus oeni que incluso incluye un
gen que codifica proteinas HSP de pequefio tamafio (Grandvalet et al., 2005). Segun se ha
comentado y coincidiendo con lo descrito en estudios previos (Fiocco et al., 2010; Wels et al.,
2010), el reguldn CtsR en L. plantarum también comprende el operon dnad (que incluye las
chaperonas DnaJ, DnaK, GrpE vy al regulador HrcA), el gen ftsH (que codifica una posible
metalo-proteasa asociada a membrana y dependiente de ATP y Zn®") y el gen hspl (proteina de
choque térmico).
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Tabla XVII. Genes co-regulados en Lactobacillus plantarum WCFS1 en respuesta al acido p-cumarico.

Logotipo Motivo Regulon Operones Genes de
de la secuencia? (secuencia regulados respuestast
consenso®)
PYaTa Ip_1018 Ip_1018
Ip_1019 Ip_1019
e Ip_1269 Ip_1269
o> 1p_2029 Ip_2029
Ip_2028 Ip_2028
Ip_2027 Ip_2027
A Can Ac . T oA A T  RGTCARN- CtsR D 2026 Ip 2026
TTACTTITo ST YT A?LAI RGTCAR (Ip_1018)
ronYaubehEraRTAdEag Y nY +Ho Ip_0786 Ip_0786
Yo Ip_1903 Ip_1903
o Ip_0129 Ip_0129
0w Ip_0547 Ip_0547
o Ip_2830 Ip_2830
———  1p_0802 Ip_0802
i Ip0803  Ip_0803
T T A hush T AC AT RTGTKAKA4N-  GInR
AlV[_R.AA A MTAACAT Ip_1580) Z—
shaiear e SOV (Ip_1580) o Ip_0349  Ip_0349
Ip_1581 Ip_1581
oD  Ip_2029 Ip_2029
Ip_2028 Ip_2028
Ip_2027 Ip_2027
| ?'RCE' Ip_2026 Ip_2026
' ]l || c || TTAGCACTCon.  elemento
M HC 24 . . Aa H HH GAGTGCTAA HcrA A
st ns onysacE s NRENE Ip_0727 Ip_0727
—————————— B (Ip_2029)
_ Ip_0728 Ip_0728
e Ip_0129 Ip_0129
PN Ip_2729
Lt Ip_3269 Ip_3269
A A C A A T R 999 Ip3270  1p_3270
AAA aVUARCax AAAMACGAAC P Ip_3271 Ip_3271
FNMTNDONODAIO O M (lp_0466)
mERe RTT
YN Ip_0848 Ip_0848
Ip_0466 Ip_0466
ol Ip_0467

2] ogo de la secuencia. Representacion grafica de la matriz de peso /posicién (PWM por su siglas en inglés). La altura en una
posicion representa la informacion contenida en una cierta posicién, mientras que el tamafio de una letra representa el peso
individual de una base en esa posicion. Fuente: http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/regulon.jsp y Groot Kormelink et al., 2012
b Secuencia ubicada “up-stream” del codon de iniciacion de la transcripcion resultante del alineamiento de los genes

¢ Genes que responden a la presencia del &cido p-cumarico que forman parte del operén ubicado “corriente abajo” del sitio de
union del elemento regulador

143



RESULTADOS Y DISCUSION

ctsR TATGAGGTTCTAAACGG-———-—--—- TTGAATCAATTGAAAGC--AAACGTTCGGCGTG-C 103
clpC CCARAGTTTATACGAGGACGACGTCTTAAATCGTCGGGAAGCGCAATTGATTTTAGTGGC 111
ftsH TTACGGTCTTGACTATG-———-—-— CAGAACGCTATCGGAACT--TGCCGTACGTTGGG-- 86
clpB GTTCAGGATAATTATGA-———-—--— CCAGGACTAAATCCTTGA--CCTTGTTTGACCTTAC 108
hspl --TCGAGTTAAACGAGT-————--— GCTAAATTGTTGCATTCC--CACAAAATGGTGTTA- 103
clpE G-TCCAGTT--TTGACC-————--— CTGAGGCTTTTCACTTGC--AACAGTCCGTAAATTC 102
clpp CTAAGTATACCACGTTA-——-—--— ACTGCATAAACGGAATTC--TGTT-TTTGAGGTTTT 106
hrca GGTCAATTARGTClon CIREEEEE CATAGTGGGACTGGTGTCCTAATAATTTAAGCATT- 96
ctsR TATGCTGTAACAACCGTTAAGCACATGCTAGTCCGCGGTTTGGGTGAAATTCTT-TGCTT 162
clpC GATTGACCACGAGACGTTAGG--ATTAACGGACCGGGACTTAGAARACAGTCT---GCGG 166
ftsH -ATTTTAAAACCTGCGATTTA 132
clpB GGGTTATACT---CTAAT 152
hspl -GTATATATA---TCGA 146
clpE GCTATACTAATAGTCAA 148
clpp TCTTTTGACC---TTCACT(gA 149
hrcA -CTTTTCTAGAAATACTTTGT---————--———- CTTTCCTTGACTTTCATCAGGGTGGTT 143
. . * . .

ctsR TTTTCCATTATCCTCG-TATAATAATI NGNSV NGINIOININGATAATGAAAAGGGTGA 221
clpC GCCCGGATAATTATCGGAATCTTGAACCACTTGCGTTACGAAAGCTAAAGAAAGCGAGGA 226
ftsH G~ TGTGCTATTATTTAGACTATCGAAGTACTGTATATAAAGTTTCGATGAAGGAGG 192
clpB GCTATGACGGCTGCCTTTTTG--—-CTACCG---TTTTTGAGGAGGTACGTAAAT ——~-——— 200
hspl TTACTGAC--CAGTATTAATAGC-CAAGTGAAATTTTGAAAGGGGATTGTTAGT ———-—— 197
clpE CCTTTAACTATGATCCTAATCGATTTAGTTATATTTCTGATGCGARAGGTGTGTG--ACA 206
clpp TAGCAATCAGCTAATCAAATAATGCAACCT-——-——-- TAGGAGGCTAACAAAT-——--- 195
hrcA GTTATATTAGTAATTGTGTTAGCACTCCAT-TAAGTTAAGTGCTAAAAAGAGGTG-~--— 197
ctsR AGCACATG- 229

clpC ATCGCAATG 235

ftsH CACATATG- 200

clpB —==—- ATG- 203

hsp2  -=——= ATG- 200

clpE GCATAATG- 214

clpP ----CATG- 199

hrea  ----- ATG- 200

Figura 41. Identificacion y alineamiento de las secuencias consenso o zonas de union (“binding sites™) de
CtsR. Los nucle6tidos que coinciden con la secuencia consenso RGTCAR-AN-RGTCAR (R: A, G) se
presentan sombreados. Los nimeros de acceso a la base de datos del GenBank para cada uno de los genes
de L. plantarum WCFS1 incluidos en este estudio son como sigue: ctsR (YP_004888948); clpC
(YP_004888949); ftsH (YP_004888549.1) ; clpB (YP_004889680.1); hspl (YP_004888196.1); clpE
('YYP_004889161.1); clpP (YP_004888760.1); hrcA (YP_004889789.1).

De manera similar a CtsR, todos los genes que se ha descrito que son regulados por HrcA
alteraron sus niveles de expresion en respuesta al estrés producido por el acido p-cumarico, entre
ellos groES (Ip_0727), groEL (Ip_0728, formando operdn con groES), hrcA (Ip_2029), grpE
(Ip_2028), dnaK (Ip_2027), dnaJ (Ip_2026) (éstos 3 ultimos formando un operdn con hrcA), y
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hspl (Ip_0129) (Tabla XVII). Los resultados del analisis de las secuencias de nucledtidos que se
sitian “upstream” del codon de iniciacion ATG del primer gen de cada operon (datos no
presentados) validan el sitio de union TTAGCACTC-9N-GAGTGCTAA y coinciden con la
arquitectura definida para el regulon HrcA (Derré et al. 1999; Wels et al., 2006).

Por Gltimo, el gen Ip_0726 (que codifica una supuesta proteasa CaaX reanotada como una
carboxilesterasa; Siezen et al., 2012) cuya regulacion se ha propuesto que esta bajo HcrA no se
expreso diferencialmente en este estudio.

Este patron de regulacion constituye un modelo de regulacion dual donde ambos
reguladores, CtsR y HrcA, actlan juntos y logran una sinergia en el mantenimiento de los niveles

de expresion de los operones dnad y groES (Chastanet et al., 2003).

4.2.2.12.2. Regulon GInR: La reconfiguracion del metabolismo del nitrégeno observada
en respuesta al estrés inducido por el &cido p-cumarico sugiere la implicacion de proteinas de
unién al ADN en el control de esta respuesta tan especifica. CodY y TnrA son los dos
reguladores principales del metabolismo del nitrégeno en muchos Firmicutes, sin embargo en el
genoma de L. plantarum los genes que codifican estas proteinas no estan presentes (Kleerebezem
et al., 2003) por lo que el control se realiza a través de GInR que generalmente asume las
funciones globales llevadas a cabo por estos dos reguladores en otras bacterias Gram-positivas
(Sonenshein, 2007).

El regulon GInR y los genes que estan bajo su control se ha descrito recientemente para la
clase Bacilli (Groot Kormelink et al., 2012). En este estudio se modificd la expresion de los
genes gInR (Ip_1580) y gInA (Ip_1581) tanto en presencia del &cido p-cumarico (1,5mM) como
del acido galico (15mM). Estos genes forman el operdn gInRA que se autoregula negativamente
por el propio GInR. Adicionalmente se observo la represion de otro grupo de genes que estan
bajo el control de este regulador transcripcional e incluye a ginPH1 (Ip_0802), ginQ1 (Ip_0803),
aspA (Ip_2830) y amtB (Ip_0349) (Figura 33). Los resultados del analisis de las secuencias de los
nucledtidos situados “upstream” del codén de iniciacién de cada uno de los primeros genes de
cada operdn (datos no presentados) coinciden con la arquitectura propuesta para el regulén GInR
segun los estudios in silico realizados por Groot Kormelink et al. (2012). Sin embargo, en este
estudio se definid el motivo cis-regulador RTGTKAKA-4N-MTAACAT (R: AG; K: G, Ty M:
A, C) que también incluye al gen aspA (Tabla XVII).
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La composicion del regulon GInR es relativamente invariable entre las bacterias Gram-
positivas que forman parte de los generos Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Oenococcus Yy Streptococcus (Larsen et al., 2006; Gunka y
Commichau, 2012; Groot Kormelink et al., 2012) y su funcion se asocia principalmente con la
regulacion de la incorporacion del amonio en el metabolismo central del nitrégeno via la sintesis
de glutamina (operon gInRA) o con el transporte de amonio (amtB-gInK) y de
glutamina/glutamato (via gInQ, glnPH). Al mismo tiempo, observaciones en la respuesta de otros
genes permiten formular asociaciones menos conservadas que apuntan a que GInR cumple un
papel mas amplio. Se ha descrito que estas asociaciones incluyen a los genes ansA (metabolismo
de asparagina), arcA (metabolismo de arginina), aspA (sintesis de aspartato), ureaABC, puc
(sintesis y transporte de purinas), entre otros (Groot Kormelink et al., 2012).

En este orden de ideas, los resultados obtenidos relacionados con la expresion de los
operones ansA-ansS y pucR-pucK apoyan la hipétesis de la existencia de un mecanismo de co-
regulacién donde GInR desempefia una funcion mas amplia que une las rutas de respuesta al
estrés acido con las de consumo eficiente de energia logrando un control muy fino que limitaria

el reciclado indtil del amonio via su difusién fuera de la célula.

4.2.2.12.3. Regulones PurR y PyrR: En este estudio se observé la regulacion diferencial
de una buena parte de los genes involucrados en la sintesis y transporte de purinas y pirimidinas,
que estan bajo la modulacion de los regulones PurR y PyrR respectivamente.

Del regulon PurR de L. plantarum se observo la represion de los genes involucrados en
las fases finales de la sintesis de GMP y AMP a partir de la conversion de IMP: purB (Ip_3269),
purA (Ip_3270), guaC (Ip_3271 formando un operdn con purA); y del transporte de xantina y
uracilo: pucK (Ip_2710) y Ip_2712. En funcién del resultado del analisis de las secuencias de los
nucledtidos que se sitdan “upstream” del codon de iniciacion de cada uno de los genes que estan
delante en cada operdn se definio la secuencia consenso AAAMACGAACRTT (M: A, C; R:
A,G) que coincide con el motivo de union al ADN propuesto para este regulon en esta bacteria
(http://regprecise.lbl.gov/ RegPrecise/regulon.jsp) (Tabla XVII1).

De manera similar se observé la represion de la mayoria de los genes descritos en el
regulon PyrR que regula la sintesis de pirimidinas en respuesta a la disponibilidad de carbon

inorganico y que posiblemente forme un regulon con pyrAA, (Ip_1783). Entre ellos pyrR
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(Ip_2704, también definido como pyrR;), pyrP (Ip_2371), pyrAA (Ip_2701), carB (Ip_2700),
pyrD (Ip_2699), pyrF (Ip_2698), pyrE (Ip_2697) y pyrR, (Ip_1782).

Tabla XVIII. Genes co-regulados en Lactobacillus plantarum WCFS1 en respuesta al acido p-

cumarico.
Logotipo Motivo Regulén Operones Genes de
de la secuencia? (secuencia regulados respuestas®
consensoP)
o
CAGTTCCTTTAA Ip_2371 Ip_2371¢
Elemento regulador del ARN ATT...
AAGCACCTTTAA o> Ip_2704 Ip_2704¢
.'”;Q o CTT... .

o «% ot “  TAAAACCATTTA o> Ip 2703

gy ATT... oo Ip_2702
2 % pyrR oo Ip_2701 Ip_2701
. (Ip_2704) Ip_2700 Ip_2700
3 Ip_2699 Ip_2699
Ip_2698 Ip_2698
8 Ip_2697 Ip_2697¢

ab

B CGTCCTTTAATCC o Ip.1782  Ip_1782¢

GG... Ip_1783
ﬂ\n AC AI Tn ATT ATIACAT AT AAWCATGT oadR L Ip_3665 Ip_3665

AATWWATT
M s'é‘é%E serang Ta“zIa ACATGWTT (Ip_3664) 9= Ip_3664 Ip_3664
o Ip_2708 Ip_2708
puckR o+ |p_2710 |p_2710
Sin describir M CTTTLITTT Wb (Ip_2708) ——m8—
T Ip_2712 Ip_2712
T

Ip_3334 Ip_3334

2| ogo de la secuencia. Representacidn gréfica de la matriz de peso /posicién (PWM por su siglas en inglés). La altura en una
posicion representa la informacion contenida en una cierta posicion, mientras que el tamafio de una letra representa el peso
individual de una base en esa posicion. Fuente: http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/regulon.jsp y Groot Kormelink et al., 2012
b Secuencia ubicada “up-stream” del codén de iniciacion de la transcripcion, resultante del alineamiento de los genes

¢ Genes que responden a la presencia del acido p-cumarico que forman parte del operén ubicado “corriente abajo” del sitio de
union del elemento regulador con p<0,05

d Nivel de significancia p<0,10

M=A0C;S=GoT,R=G0A;Y=CoT;D=A,GoT;H=A,CoT;,yN=G,A,CoT.

Se ha descrito que la expresion de pyrAA y carAB esta regulada a nivel transcripcional por
la disponibilidad de pirimidinas y arginina, respectivamente, en un modelo de regulacion
“feedback negativa” donde el producto final inhibe el primer paso de la ruta de biosintesis
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(Nicoloff et al., 2000). Sin embargo, los cambios observados en este estudio en el nivel de
transcripcion de estos genes no se asocian a un aumento en la disponibilidad de UMP o arginina.

Los genes pyrAA y carAB codifican las enzimas carbamoil fosfato sintasas CPS-P y CPS-
A, respectivamente, y ambas catalizan la produccién de carbamoil fostato a partir de glutamina y
bicarbonato (HCOj3) en una reaccion que consume dos moléculas de ATP (Nicoloff et al., 2005;
Arséne-Ploetze et al., 2006). En funcion de esto, de manera alternativa se sugiere que la represion
incipiente de la sintesis de pirimidinas podria ser un reflejo de la carencia de glutamina y de la
necesidad de evitar el consumo de ATP, mas que una respuesta asociada a una regulacion
dependiente de la disponibilidad de Arg o pirimidinas. Esta respuesta contribuye a superar el
desequilibrio celular que se deriva de la presencia del acido p-cumarico y puede tener un caracter
transitorio o puntual.

En cuanto a PurR, éste se autoregula de forma directa y controla completamente el
transporte, la biosintesis y rescate de las bases de purinas (Cho et al., 2011; Lobanov et al., 2011)
aunque también podria participar en el control de la interconversion del metabolismo de purinas y
pirimidinas, de manera similar a como se ha descrito para E. coli (Cho et al., 2011). Se propone
que PucR actuar como un regulador del transporte de xantina (biosintesis de purinas) y uracilo
(biosintesis de pirimidinas) y su expresion puede estar condicionada por PurR y PyrR, en una red

de co-regulacion que conduce a una rapida recuperacién de las actividades fisioldgicas celulares.

4.2.2.12.4. Regulén padR: En los apartados anteriores se ha comentado que la elevada
induccion del gen pdc es la respuesta central para hacer frente al estrés que produce la presencia
del acido p-cumarico y que el producto del gen padR controla su activacion (Licandro-Seraut et
al., 2008). El sitio de union de PadR al promotor de padC de Bacillus subtilis se estudi6
mediante un ensayo de “Footprint DNasa” y se definid a la secuencia dIR1-2bis/ IR1-2 como la
principal responsable de dicha interaccion, donde el patron ATGT-8N-ACAT (IR1-2) se repite en
su forma degenerada GTGT-8N-ACAT (dIR1-2bis) y antecede y se solapa a IR1-2 (Nguyen et
al., 2011).

Se ha sugerido que PadR es un regulador pleiotrdpico, que afecta la regulacion de genes
no relacionados, con base en la localizacion del elemento bivalente IR1-2 en la regién promotora
de varios genes de las especies B. subtilis, L. lactis, Bacillus anthracis y Vibrio cholerae (Nguyen
etal., 2011).
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El carécter pleiotropico de PadR se evalud en este estudio analizando la presencia de la
secuencia IR1-2 en el genoma de L. plantarum WCFS1 mediante el uso de la herramienta
bioinformatica The Virtual Footprint/PRODORIC que permite predecir la existencia de regulones
(Mdnch et al., 2003; Minch et al., 2005). EI motivo ATGT-8N-ACAT (IR1-2) se localiz6 en la
region promotora de 40 genes, de los cuales solo los genes padR, pdc y Ip_3015, presentaron
variaciones a nivel transcripcional en presencia del &cido p-cumarico. El analisis de las
secuencias de nucleotidos situadas “upstream” del codon de iniciacion de los genes pdc, padR y
Ip_3663 muestra que la secuencia dIR1-2bis/IR1-2 s6lo esta presente en la region promotora de
los dos primeros genes; pudiéndose redefinir el motivo regulador de forma mas ajustada como
AAWCATGT-8N-ACATGWTT (W: A, T) (Tabla XVIII), lo que sugiere que PadR solo controla
la respuesta especifica proporcionada por el locus pdc y no opera como un regulador pleiotrépico
al menos considerando la respuesta desencadenada por la presencia del &cido hidroxicindmico
estudiado.

Se ha descrito que Ip_3663 (uspl) se co-transcribe con padR y que sus niveles de
transcripcion se incrementan en respuesta al estrés inducido por los acidos fendlicos, en un
modelo que contempla la existencia del operén padR-lp_3663 (Gury et al., 2009). Analisis
recientes encaminados a dilucidar la funcion de las proteinas de estrés universal USP en varios
grupos de microorganismos, destacan la complejidad de los mecanismos que se activan en las
células en respuesta a las presiones del medio ambiente, pero son incapaces de establecer el papel
exacto que poseen dichas proteinas (Kvint et al., 2003). Los resultados obtenidos en este estudio
aportan evidencias de que Ip_3663 participa en la respuesta global de L. plantarum frente al
estrés acido por lo que estudios futuros que incluyan el andlisis de micromatrices de ADNc
utilizando cepas mutantes deficientes en padR y Ip_3663 u otros genes que codifican proteinas de

la familia USP podrian aportar informacion relevante sobre su funcion.

4.2.2.12.5. Mecanismos de regulacion anti-terminaciéon por cajas “T-box”: La
regulacion de la transcripcion (por terminacion prematura) y traduccién (por interferencia en la
iniciacion) a través de la formacién de una estructura de ARN alternativa en la region 5° de
ciertos genes constituye el mecanismo de regulacion del metabolismo de aminoécidos descrito
mas frecuentemente en bacterias (Vitreschak et al., 2008; Wels et al., 2008). La expresion
diferencial de un alto nimero de genes relacionados con la sintesis y transporte de arginina,

asparagina, aspartico, metionina, cisteina y glutamina, sugiere de la posible existencia de cajas
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“T-box” implicadas en la red de regulacion activada por L. plantarum en respuesta a la presencia
del &cido p-cumarico.

Los resultados del analisis transcriptdmico permiten establecer que un total de 10
operones se regularon por este mecanismo. La caja “T-box” Met comprende 7 operones de los
cuales 5 se expresaron diferencialmente en este estudio: el operon Ip_1374 a Ip_1375 (metH, y
metE); el operdn Ip-1744 a Ip_1746 (metN, metP y metQ); el operon Ip_2535 a Ip_2537 (hom,
metY y metA); Ip_2634 (metB); y Ip_3214 (transportador ABC de cistationina) (TablaX1X).

Las cajas “T-box” Ans, Arg, Ile, Tyr y Val regularon la expresion de un operdn cada una
para un total de 6 (con dos genes en la caja Ans). Dos de los tres genes que codifican proteinas
que participan en el transporte de aminoacidos de cadena ramificada se regularon a traves de las
“T-box” Ile y Val (brnQ1 y brnQ3) incrementando sus niveles de transcripcion, mientras que se
observd una represion la expresion de brnQ2 (Ip_0399), gen que podria estar involucrado en el

transporte de leucina y que aparentemente no esta bajo este tipo de regulacion.

Tabla XIX. Genes regulados por T-box en Lactobacillus plantarum WCFS1 en respuesta al acido p-cumarico.

Gene ID* Locus Descripcién No.de  Tipo Genes de respuestas’
genes / de
operon T-box"

Ip_0399 brnQ1 proteina de transporte de amino acidos 2 Val Ip_0399
de cadena ramificada

Ip_0957 asnA  aspartato-amoniaco ligasa 1 Asn  Ip_0957

Ip_1375 metE  5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- 3 Met Ip_1374; Ip_1375
homocysteine S-methyltransferase

Ip_1391 argS  arginina-tRNA ligasa 1 Arg Ip_1391

Ip_1744 transportador ABC de amino &cidos, 4 Met Ip_1744; Ip_1745; Ip_1746
proteina uniendo ATP

Ip_2537 metA  homoserina O-succiniltransferasa 3 Met  Ip_2535; Ip_2536; Ip_ 2537

Ip_2634 metB  O-succinilhomoserina (tiol)-liasa 2 Met Ip_2634

Ip_3214 transportador ABC de amino &cidos, 1 Met Ip_3214
proteina uniendo sustrato

Ip_3338 nha2  Na(+)/H(+) antiporter 2 Tyr  Ip_3337; Ip_3338

Ip_3466 brnQ3 proteina de transporte de amino acidos 1 lle  Ip_3466

de cadena ramificada

® El Ip_ndmero indica el nimero del gen en el cromosoma de L. plantarum WCFS1 (Acc. Nr. AL935263.2) y
especifica el primer gen del “operdn” localizado “downstream” de la caja T-box correspondiente

® La ocurrencia de éstas y otras cajas T-boxes puede encontrarse con detalle en Wels et al. (2008).

¢ Genes que responden al acido p-cumérico que forman parte del operén ubicado “downstream” de la caja T-box
correspondiente.
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En L. plantarum un claro ejemplo de la presencia de redes de regulacion interconectadas
es la existencia de dos vias diferentes que actian en el control de la sintesis de asparagina: por
una parte el mecanismo terminacidn-anti-terminacion “T-box” media en la transcripcion
diferencial de asnA (Ip_0957, que codifica la enzima asparagina sintetasa) y de asnS1 (Ip_0956,
la asparaginil-ARNL sintetasa); y por la otra la expresion de estos genes también esta controlada
por el producto del gen Ip_2521, la proteina reguladora AsnC.

En esta seccion se han descrito las redes que participan en la respuesta que L. plantarum
WCFS1 despliega frente a la presencia de compuestos fendlicos como el acido p-cumarico,
indicando la existencia de un engranaje en la maquinaria celular que se vale de mecanismos de
doble o multiple regulacién para lograr los ajustes finos requeridos a nivel metabdlico en un
momento dado. Finalmente, se sugiere que el entrecruzamiento de estas redes y su eficiente
articulacion le confiere a esta cepa ventajas competitivas que le permiten contrarrestar los efectos

toxicos de ciertas sustancias que estan presentes en sus habitats naturales.

4.2.3. INTERACCIONES E INTERCONEXIONES ENTRE L. PLANTARUM, LOS COMPUESTOS

FENOLICOS Y EL AMBIENTE INTESTINAL

La biodisponibilidad de los compuestos fendlicos tal y como se presentan en los
alimentos de origen vegetal es generalmente muy baja y en el intestino delgado tan solo se
absorbe una pequefia fraccion del total que es ingerido. Una parte importante de estos
compuestos, tanto de acidos fendlicos como de polifenoles, llegan al colon intactos y es alli
donde son degradados por la microbiota intestinal a acidos fendlicos de bajo peso molecular que
posteriormente se absorben y transportan al resto de los tejidos del hospedador a través de la
circulacion sistémica (Deprez et al., 2000; Gonthier et al., 2003). Recientemente se ha sugerido
que los regimenes dietéticos pueden alterar las actividades especificas y las caracteristicas
moleculares que presentan los lactobacilos durante su paso y estancia en el ambiente intestinal
(Marco et al., 2009; van Dorsten et al., 2012).

Se ha descrito que cuando L. plantarum alcanza el intestino delgado, las células
responden frente al estrés osmotico producido por las sales biliares elevando los niveles de
transcripcion de genes asociados al transporte como Ip_0991 (transportador multidroga). De esta
forma se logra la excrecion de las sales biliares fuera de la célula (de Vries, 2006; Bron et al.,

2006). Asi mismo se inducen, el gen responsable por la sintesis de una proteina de choque
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alcalino (Ip_0930, un parélogo de uspA), el gen que codifica una proteasa dependiente de ATP y
algunos genes asociados al transporte de cationes, en un mecanismo de osmoproteccion que
permite restablecer la turgencia celular (de Vries, 2006). Los resultados del analisis de
micromatrices de este estudio indican que este patron de respuesta también se activa en presencia
del acido p-cumérico. Estas observaciones permiten sugerir que la bacteria estd utilizando el
mismo mecanismo para contrarrestar los efectos producidos por diferentes compuestos. En
presencia del acido p-cumarico y de forma paralela durante el paso de esta bacteria a través del
intestino delgado también se activan otros mecanismos de proteccion cruzada que incluyen la
induccion de los genes involucrados en la biosintesis del corismato, el incremento en los niveles
de transcripcion de los genes que codifican un transportador de aminoécidos tipo ABC (Ip_1744
alp_1746) y un transportador de oligopéptidos Opp (Ip_1261 a Ip_1265), asi como también de un
paralogo de la subunidad catalitica de la fumarato reductasa.

Se sugiere que la respuesta de L. plantarum frente al estrés producido por ciertos
compuestos que forman parte de los sustratos donde él habita, puede proporcionarle cierto grado
de preparacion para lograr una adaptacion eficaz al ambiente adverso del TGI. Es importante
recordar que el transporte de péptidos esta dentro de los posibles eventos que mas se activan en
presencia del &cido p-cumérico. Se ha descrito que el principal papel que desempefa el
transportador OppABCDF es la internalizacion de oligopéptidos necesarios para la nutricién y el
reciclaje de péptidos liberados de la mureina o peptidoglicano (Goodell y Higgins, 1987). Sin
embargo, estas actividades requieren de la accidon concertada de enzimas muropeptidasas y
endopeptidasas y no se observaron cambios en los genes que codifican estas proteinas. Espinosa-
Urgel et al. (2000) y Monnet (2003) han descrito que los sistemas de proteinas que unen
oligopéptidos, equivalentes al complejo OppABCDF pueden estar involucrados en la deteccién
de sefiales ambientales que en la forma de péptidos median en la adhesion celular. Teniendo esto
en cuenta, se sugiere que el alto nivel de induccién de los genes opp en presencia del acido p-
cumarico puede indicar la activacion de un mecanismo destinado a detectar la presencia de
péptidos activadores o de sefializacion que median en la interaccion bacteria-ambiente del TGI o
en la adhesion a los tejidos del hospedador. Sin embargo, en la actualidad se desconoce la
trascendencia que la induccion de los genes opp tiene sobre la supervivencia o persistencia de las
células de esta especie en el TGI.

La elevada induccion del gene pdc, ademas de producir CO, e impedir la acumulacion del

acido p-cumaérico en niveles tdxicos, aumenta la concentracion de 4-vinil fenol (producto de la
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descarboxilaciéon por accién de la PAD). Estos dos compuestos son aleloquimicos y como tal
pueden influir en el crecimiento, supervivencia o reproduccién de miembros de otras especies (Li
et al., 2010). De esta observacion es posible preguntarse si la generacion de compuestos volatiles
mediante la transformacion de los acidos fendlicos presentes en la dieta puede afectar los
mecanismos de comunicacion que emplea esta bacteria para interactuar con otros miembros de la
microbiota intestinal y con los tejidos de la mucosa del TGI del hospedador.

En conclusion, a traves del estudio transcriptomico de la respuesta de L. plantarum a los
acidos galico y p-cumarico se ha logrado dilucidar algunos de los mecanismos de tolerancia al
estrés que posee este microorganismo probiotico. El perfil de expresion génica revela actividades
metabolicas diferentes durante la degradacion de estos &cidos fenolicos y contribuye a descifrar la
funcién que desempefia la microbiota intestinal en la conversion de los compuestos fendlicos
presentes en la dieta.

El conocimiento de la conducta adaptativa que despliega L. plantarum WCFS1 frente al
estrés ocasionado por estas sustancias, pone de manifiesto una respuesta que puede ser
potencialmente beneficiosa para lograr la destoxificacion a nivel intestinal e inducir de forma
marcada eventos antioxidantes. La comparacion de los datos resultantes del analisis
transcripcional realizado en este estudio y de los correspondientes a la respuesta en el ambiente
intestinal, muestra que cuando las células de esta especie se exponen a los compuestos fenélicos
que forman parte constituyente de los sustratos vegetales donde ellas habitan, podrian
experimentar una preparacion que les facilitaria su posterior adaptacion al TGI.

Este conocimiento puede ser el punto de partida para el disefio y desarrollo de métodos y
técnicas que buscan maximizar la supervivencia celular de cepas probioticas en este nicho

ecologico.
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CONCLUSIONES

1. En L. plantarum WCFSL1 la respuesta transcriptomica al acido galico se caracteriza por
una elevada induccién de los genes implicados en la actividad galato descarboxilasa y la
variacion de la expresion de genes relacionados con transporte, transformacion de energia y

tolerancia a la acidez.

2. El patron de crecimiento y la alteracion de la expresion de IpdB y IpdD en la cepa L.
plantarum WCFS1AlpdC, que no presenta la actividad galato descarboxilasa, muestran el

papel esencial que desempefia LpdC en el metabolismo del acido galico.

3. El perfil de expresion sugiere que los mecanismos de adaptacion en respuesta al acido
gélico incluyen la descarboxilacion del &cido fendlico, la activacion del flujo del carbono y la
inhibicion del transporte de amonio.

4. La respuesta transcriptomica al acido p-cumarico se caracterizd por una elevada
induccion del gen pdc responsable de la actividad PAD descarboxilasa y la variacién de la

expresion de numerosos genes asociados a fendmenos de estrés general y oxidativo.

5. L .plantarum WCFS1 no presenta una segunda actividad PAD2 descarboxilasa que, en
ausencia de la PAD descarboxilasa, transforme los acidos cafeico, ferdlico y p-cumarico a sus

4-vinil derivados.

6. El patrén de crecimiento y la induccidn de genes de respuesta a estrés oxidativo en la
cepa L. plantarum WCFS1Apad, que no presenta la actividad PAD descarboxilasa, indican la

participacion de rutas alternativas para resistir los efectos toxicos del &cido p-cumarico.

7. El perfil de expresidn sugiere que los mecanismos de adaptacion en respuesta al estrés
oxidativo generado por la presencia del acido p-cumarico incluyen la induccién de proteasas y
chaperonas, la alteracion de transportadores de membrana, la activacion de genes que
codifican proteinas que reciclan metionina y la produccién de energia por la via del malato,
asi como la inhibicion de la expresién de genes relacionados con traduccidn, procesos de

division celular y de transporte de amonio.
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8. L. plantarum posee redes regulatorias donde los regulones PadR, CstR, HcrA, GInR y
PuR-PyR coordinan la expresion de la mayoria de los genes implicados en la respuesta frente

al acido p-cumarico.

9. EIl perfil de expresion genica en respuesta a los acidos galico y p-cumarico revela
actividades metabolicas diferentes durante la degradacion de estos compuestos en L.

plantarum.
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APENDICES

Apéndice A. Genes expresados diferencialmente en Lactobacillus plantarum WCFS1 en presencia del acido p-cumarico 1,5 mM.

Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metaboélica®
cambio®”
Ip_0018 precursor de lipoproteina, proteina Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; 3,49 + Anclada a Sec-(SPII)
OppA de union a péptidos aminoacidos Transportadores ABC; lipido
Procesos de sefializacion
celular
Ip_0026 hidrolasa superfamilia HAD Funcion general (por prediccion) 1,86
Ip_0053 proteina hipotética Lp_0053 Proteina hipotética -2,25
Ip_0126 regulador transcripcional de respuesta | Multifuncional / Transcripcion 1,93 + Anclada por Sec-(SPI)
al estrés (putativo) Mecanismos de transduccién de extremo N-
sefiales terminal
(No CS)
Ip_0129 | hspl proteina “small heat shock” Modificacidén postraduccional, 10,45
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0133 regulador transcripcional Transcripcion -1,85
Ip_0137 oxidoreductasa Produccion y conversion de 2,31
energia
Ip_0201 precursor de lipoproteina, proteina Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; 2,95 Anclada a Sec-(SPII)
OppA de union a péptidos aminodcidos Transportadores ABC; lipido
Procesos de sefializacion
celular
Ip_0202 acetiltransferasa (putativa) Funcidn general (por prediccion) 2,22
Ip_0203 | serAl fosfoglicerato deshidrogenasa Multifuncional / Metabolismo de | Metabolismo de glicina, 1,92
coenzimas serina y treonina
Metabolismo y transporte de
aminodcidos
Ip_0205 | pgml fosfoglicerato mutasa (putativa) Metabolismo y transporte de Metabolismo de 2,15
carbohidratos carbohidratos; Glucolisis /
Gluconeogénesis
Ip_0236 | trxAl tioredoxina Modificacién postraduccional, Degradacidn y plegamiento 2,06

recambio de proteinas,
chaperonas

de proteinas y procesos
asociados;
Chaperonas
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_0254 | cysE serina O-acetiltransferasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la cisteina; -2,58
aminoacidos Metabolismo energético;
Metabolismo del sulfuro
Ip_0255 | metC1 cistationina beta-liasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la cisteina; -3,08
aminoacidos Metabolismo de glicina,
serina y treoning;
Metabolismo de la metionina;
Metabolismo energético;
Metabolismo del nitrdgeno y
sulfuro;
Metabolismo de aminocidos
Ip_0256 | cysK cisteina sintasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la cisteina; -2,71
aminoacidos Metabolismo energético;
Metabolismo del sulfuro
Metabolismo de la
selenometionina o
selenocisteina
Ip_0262 | treR regulador transcripcional Transcripcion Factores de transcripcion -2,67
Ip_0263 | treA alfa, alfa-fosfotrehalasa Metabolismo y transporte de Metabolismo del almidén y -2,61
carbohidratos otros azlcares
Ip_0264 | pts4dABC beta-glucésidos PTS', EIIABC Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,42 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos sistema de fosfotransferasas membrana
(PTS)
Ip_0271 | IpdB carboxilasa de &cidos aromaticos, Metabolismo y transporte de Metabolismo de cofactores y -2,01
(vdcB) subunidad B coenzimas vitaminas;
Biosintesis de ubiquinona
Ip_0291 oxidoreductasa Produccion y conversion de 2,40
energia
Ip_0294 regulador transcripcional (putativo) Transcripcion 2,98
Ip_0296 | tagl ADN-3-metiladenina glicosilasa | Replicacion, recombinacion y 2,22
reparacion
Ip_0302 proteina extracelular -3,47
Ip_0304 proteina extracelular Biogénesis de membrana y pared -3,01 + Secretora Sec-(SPI)
celular (con CS)
Ip_0339 transaminasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la metionina 2,21

aminoacidos
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM® subcelular® | metabdlica®
cambio®”
Ip_0349 | amtB proteina de transporte de amonio Metabolismo y transporte de -4,50 + Multi-trans- Sec-(SPI)
iones inorganicos membrana
Ip_0399 | brnQ1 proteina transportadora de Metabolismo y transporte de 2,58 Multi-trans- Sec-(SPI)
aminodcidos de cadena ramificada aminocidos membrana
Ip_0433 proteina hipotética Lp_0433 Funcidn general (por prediccion) 3,49
Ip_0466 | purR repressor del operén purina Metabolismo y transporte de Factores de transcripcion -2,06
nucleétidos
Ip_0481 | pyrG CTP sintetasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de pirimidinas -2,23
nucle6tidos
Ip_0513 proteina hipotética Lp_0513 Proteina hipotética 2,01
Ip_0533 proteina integral de membrana Funcion desconocida -2,10 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_0535 proteina hipotética Lp_0535 Multifuncional / Mecanismos de 3,06
transduccion de sefiales
Ip_0547 | ftsH proteina de division celular FtsH, zinc | Modificacion postraduccional, Peptidasas; 2,01 + Multi-trans- Sec-(SPI)
metalopeptidasa ATP-dependiente recambio de proteinas, Crecimiento y muerte celular; membrana
chaperonas Plegamiento, seleccion y
degradacidn de proteinas;
Chaperonas
Ip_0601 | pepC1l cisteina aminopeptidasa Metabolismo y transporte de Peptidasas 2,15
aminoécidos
Ip_0617 | nusG proteina antiterminacion de la Transcripcion -2,26
transcripcion NusG
Ip_0618 hidrolasa de superficie celular, unida | Funcién general (por prediccion) -2,16 Anclada por Sec-(SPI)
a membrana (putativa) extremo N-
terminal
(No CS)
Ip_0620 | rplA L1 proteina 50S ribosomal Traduccién Procesamiento de la -3,83
informacion genética;
Ribosoma
Ip_0622 | rplL L12/L7 proteina ribosomal Traduccién Traduccion; Familia de -2,68
proteinas ribosomales
Ip_0727 | groES co-chaperonina GroES Modificacidn postraduccional, 3.65°

recambio de proteinas,
chaperonas
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_0728 | groEL chaperonina GroEL Modificacién postraduccional, 3.54°¢
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0761 | trxB1 tioredoxina reductasa (NADPH) Modificacién postraduccional, Metabolismo de pirimidinas 2,33
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_0769 | aad D-alanil-D-alanina dipeptidasa Biogénesis de membrana y pared | Peptidasas 2,27
celular
Ip_0783 precursor de lipoproteina, proteina Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,08
OppA de union a péptidos aminodcidos Transportadores ABC;
Procesos de sefializacion
celular
Ip_0786 | clpP proteasa Clp dependiente de ATP, Multifuncional / Plegamiento, seleccion y 3,94
subunidad proteolitica Modificacién postraduccional, degradacion de proteinas;
recambio de proteinas, Peptidasas
chaperonas
Ip_0802 | ginPH1 transportador ABC de glutamina, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,83 + Multi-trans- Sec-(SPI)
proteina de union al sustrato y aminodcidos Transportadores ABC; membrana
permeasa Procesos de sefializacion
celular
Ip_0803 | gInQ1 transportador ABC de glutamina, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,48
proteina de unién al ATP aminoécidos Transportadores ABC;
Procesos de sefializacion
celular
Ip_0848 proteina transportadora Funcion general (por prediccion) | Transportadores -2,19 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_0861 proteina de transporte de amino Metabolismo y transporte de 3,21 + Multi-trans- Sec-(SPI)
acidos (putativa) aminoacidos membrana
Ip_0874 proteina bifuncional: Metabolismo y transporte de 2,74
aminotransferasa de aminoacidos y 2- | aminoacidos
hidroxiacido deshidrogenasa
Ip_0892 regulador transcripcional (putativo) Transcripcion 2,46
Ip_0926 proteina integral de membrana Funcidn desconocida 2,35 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_0927 proteina hipotética Lp_0927 Proteina hipotética 2,55
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_0928 proteina hipotética Lp_0928 Proteina hipotética 2,40
Ip_0929 | aspl proteina de choque alcalino Funcién desconocida 2,65
Ip_0930 | asp2 proteina de choque alcalino Funcién desconocida 2,53
Ip_0937 | pepN alanina aminopeptidasa de membrana | Metabolismo y transporte de Metabolismo de glutatién; 2,47
aminoacidos Procesos de sefializacion
celular;
Peptidasas
Ip_0956 | asnS1 asparaginil-ARNt sintetasa Traduccion Traduccion; Biosintesis de 2,92
aminoacil-ARN{;
Metabolismo de alanina'y
aspartato
Ip_0957 | asnhA asparagina sintetasa AsnA Metabolismo y transporte de Metabolismo de alanina y 2,69
aminoécidos aspartato;
Metabolismo energético;
Metabolismo del nitrégeno
Ip_0984 proteina hipotética Lp_0984 Transcripcion -2,75
Ip_0988 Precursor de lipoproteina -2,26 + Anclada a Sec-(SPII)
lipido
Ip_0989 proteina integral de membrana 2,99 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_0990 proteina hipotética Lp_0990 Proteina hipotética 19,47 Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_0991 proteina transportadora multidroga Metabolismo y transporte de 17,45 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos membrana
Ip_0992 proteina hipotética Lp_0992 Transcripcion 16,72
Ip_1018 | ctsR regulador transcripcional de la clase Transcripcion Factores de transcripcion 2,43
111 de los genes de choque térmico
Ip_1019 | clpC proteasa Clp dependiente de ATP, Modificacién postraduccional, Degradacidn y plegamiento 2,85
subunidad ClpC de uni6n al ATP recambio de proteinas, de proteinas y procesos
chaperonas asociados;
Chaperonas
Ip_1025 | rpsL S12 proteina 30S ribosomal Traduccién Procesamiento de la -2,15

informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
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Gen ID

Locus

Descripcion

Categoria funcional principal
COG

Actividad o subcategoria
funcional descrita

Magnitud
del
cambio®®

Dominio
TMHMM®

Localizacién
subcelular®

Ruta
metabdlica®

Ip_1032

rpsJ

S10 proteina 30S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-4,03

Ip_1033

rplC

L3 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-4,03

Ip_1034

rpID

L4 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-3,67

Ip_1035

rplw

L23 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-4,61

Ip_1036

rplB

L2 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-434

Ip_1038

rpsS

S19 proteina 30S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-2,99

Ip_1039

rplv

L22 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-3,74

Ip_1040

rpsC

S3 proteina 30S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-3,29

Ip_1041

rplP

L16 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-4,14

Ip_1044

rpsQ

S17 proteina 30S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética

-3,23

Ip_1045

rpIN

L14 proteina ribosomal

Traduccion

Traduccién; Familia de
proteinas ribosomales

-3,14

Ip_1046

rplX

L24 proteina ribosomal

Traduccion

Traduccién; Familia de
proteinas ribosomales

-2,92

Ip_1047

rplE

L5 proteina 50S ribosomal

Traduccion

Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales

-2,62
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_1048 | rpsN S14 proteina ribosomal Traduccién Traduccion; -2,40
Procesamiento de la
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
Ip_1050 | rpsH S8 proteina 30S ribosomal Traduccion Procesamiento de la -2,84
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
Ip_1051 | rplF L6 proteina 50S ribosomal Traduccion Procesamiento de la -3,01
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
Ip_1052 | rpIR L18 proteina ribosomal Traduccién Traduccién; Familia de -2,37
proteinas ribosomales
Ip_1082 malato / lactato deshidrogenasa Produccion y conversion de 1,98
energia
Ip_1083 | tkt2 transcetolasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de metabolites 4,47
carbohidratos secundarios (policétidos
antimicrobianos) y péptidos
no ribosomales;
Metabolismo de
carbohidratos; via de las
pentosas fosfato;
Metabolismo energético;
Fijacion de carbono
Ip_1084 | aroD1 sikimato 5-dehidrogenasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 3,66
aminodcidos tirosina y triptofano
Ip_1085 | aroA 3-deoxi-7-fosfoheptulonato sintasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 3,31
aminodcidos tirosina y triptofano
Ip_1086 | aroB 3-deshidroquinato sintasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 2,24
aminoacidos tirosina y triptofano
Ip_1118 | mleS enzima maloléctica Produccién y conversion de Metabolismo de carbohidratos 2,34
energia y piruvato;
Metabolismo energético;
Fijacion de carbono
Ip_1119 | mleP2 proteina transportadora de malato Funcion general (por prediccion) 2,51 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_1120 proteina transportadora de Metabolismo y transporte de 2,46 + Multi-trans- Sec-(SPI)
aminoécidos aminoécidos membrana
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM® subcelular® | metabdlica®
cambio®”
Ip_1175 | glpF4 proteina facilitadora para la toma de Metabolismo y transporte de -3,52 + Multi-trans- Sec-(SPI)
glicerol carbohidratos membrana
Ip_1177 | cpslA proteina de biosintesis de polisacarido | Biogénesis de membrana y pared -2,12
celular
Ip_1178 | cpsiB proteina de biosintesis de polisacarido | Biogénesis de membrana y pared -1,94
celular
Ip_1179 | cpsiC transportador Funcidn general (por prediccion) -2,61 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_1180 | cpslD glicosiltransferasa Metabolismo de -2,50
carbohidratos: fructose y
manosa,
Biosintesis y metabolismo de
glicanos;
Biosintesis de
glicoesfingolipidos tipo
globo-series y lacto-series
Biosintesis de N-y O-
glicanos
Metabolismo de lipidos;
Metabolismo de glicerol
Ip_1181 | cpslE aciltransferasa/acetiltransferasa Metabolismo y transporte de -2,67
carbohidratos
Ip_1182 | cpslF proteina de biosintesis de -2,71
exopolisacarido
Ip_1183 | cpslG glicosiltransferasa Biogénesis de membrana y pared -2,41
celular
Ip_1184 | cpslH glicosiltransferasa Biogénesis de membrana y pared -2,96
(ramnosiltransferasa) celular
Ip_1185 | cpsll polisacarido polimerasa -2,03
Ip_1187 proteina hipotética Lp_1187 Proteina hipotética -1,93 + Anclada por Sec-(SPI)
extremo N-
terminal
(con CS)
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM® subcelular® | metabdlica®
cambio®”
Ip_1190 | rfbD dTDP-4-deshidroramnosa reductasa Biogénesis de membrana y pared | Biosintesis de metabolites -1,92
celular secundarios (policétidos
antimicrobianos) y péptidos
no ribosomales;
Metabolismo de
carbohidratos;
Metabolismo de los az(cares
de nucleétidos
Ip_1219 | glf2 UDP-galactopiranosa mutasa Biogénesis de membrana y pared -2,42 + Sec-(SPI) Sec-(SPI)
celular
Ip_1220 | cps3D proteina de biosintesis de polisacarido -1,90 + Secretora Sec-(SPI)
(putativa) (con CS)
Ip_1221 | cps3E proteina de biosintesis de polisacarido -2,01 + Multi-trans- Sec-(SPI)
(putativa) membrana
Ip_1245 | hicD2 L-2-hidroxiisocaproato Produccion y conversion de Metabolismo de aminoécidos: 2,31
deshidrogenasa energia cisteina
Metabolismo de
carbohidratos; Glucolisis /
Gluconeogénesis
Metabolismo de propanoato
Metabolismo de piruvato
Ip_1253 | gshR2 glutationa reductasa Produccion y conversion de Metabolismo de aminoécidos: 2,04
energia glutamato
Metabolismo de glutation
Ip_1261 | oppA transportador ABC de oligopéptidos, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; 21,43
subunidad de union al substrato aminodcidos Transportadores ABC
Procesos y sefializacion
celular
Ip_1262 | oppB transportador ABC de oligopéptidos, Multifuncional / Transporte de membrana; 11,07 + Multi-trans- Sec-(SPI)
permeasa Metabolismo y transporte de Transportadores ABC membrana

aminodcidos;
Metabolismo y transporte de
iones inorganicos

Procesos y sefializacion
celular
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_1263 | oppC transportador ABC de oligopéptidos, Multifuncional / Transporte de membrana; 9,91 + Multi-trans- Sec-(SPI)
permeasa Metabolismo y transporte de Transportadores ABC membrana
aminoacidos; Procesos y sefializacion
Metabolismo y transporte de celular
iones inorganicos
Ip_1264 | oppD transportador ABC de oligopéptidos, Multifuncional / Transporte de membrana; 10,29
proteina de union al ATP Metabolismo y transporte de Transportadores ABC
aminoacidos; Procesos y sefializacion
Metabolismo y transporte de celular
iones inorganicos
Ip_1265 | oppF transportador ABC de oligopéptidos, | Funcion general (por prediccioén) | Transporte de membrana; 9,96
proteina de union al ATP Transportadores ABC
Procesos y sefializacion
celular
Ip_1268 integrasa/recombinasa, fragmento Replicacion, recombinacion y -2,02
(putativa) reparacion
Ip_1269 | clpE proteasa Clp dependiente de ATP, Modificacién postraduccional, Degradacidon y plegamiento 4,63
subunidad CIpE de union al ATP recambio de proteinas, de proteinas y procesos
chaperonas asociados;
Chaperonas
Ip_1298 | mmuM homocisteina metiltransferasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la metionina 2,75
aminoécidos
Ip_1374 | metH proteina bifunctional: homocisteina Metabolismo y transporte de Metabolismo de la metionina 2,41
S-metiltransferasa / aminoacidos Metabolismo energético;
5,10-metilentetrahidrofolato reductasa Metabolismo del metano;
Metabolismo de cofactores y
vitaminas
Ip_1375 | metE 5-metilentetrahidropteroil Metabolismo y transporte de Metabolismo de la metionina 2,52
triglutamato- homocisteina S- aminoécidos
metiltransferasa
Ip_1390 acetiltransferasa (putativa) Funcidn general (por prediccion) -2,14 +
Ip_1391 | argS arginil-ARNT sintetasa Traduccién Traduccién; Biosintesis de -1,87

aminoacil-ARNt; Metabolis-
mo de arginina y prolina
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Gen ID

Locus

Descripcion

Categoria funcional principal Actividad o subcategoria
COG funcional descrita

Magnitud
del
cambio®®

Dominio
TMHMM®

Localizacién
subcelular®

Ruta
metabdlica®

Ip_1424

oxidoreductasa (putativa)

Funcioén general (por prediccion) Metabolismo de glicina,
serina y treonina, degradacion
de la lisina

Metabolismo de
carbohidratos: frutosa,
manosa y galactosa
Metabolismo de los azlicares
de nucleottidos

Metabolismo de lipidos;
Biosintesis de acidos biliares
Metabolismo del acido
linoleico

Biodegradacion y
metabolismo de xenobidticos

15,28

Ip_1425

fumarato reductasa, subunidad
precursora de flavoproteina

Multifuncional / Produccion y Transduccion de sefiales:
conversion de energia sistema de dos componentes;
Metabolismo de
carbohidratos;

Metabolismo del butanoato;
Ciclo del citrato;
Metabolismo energético:
fosfoliracion oxidativa;
Fijacion de CO;
Biodegradacion y
metabolismo de xenobidticos;
Degradacidn de benzoato via
ligacion al CoA

19,72

Ip_1426

proteina hipotética Lp_1426

Proteina hipotética

7,20

Ip_1427

proteina hipotética Lp_1427

Metabolismo y transporte de Metabolismo de pirimidinas
nucledtidos

-1,98
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM® subcelular® | metabdlica®
cambio®”
Ip_1500 | narl nitrato reductasa, cadena gamma Produccion y conversion de Transporte de membrana; -2,12 + Multi-trans- Sec-(SPI)
energia Transportadores y membrana
transferencia de electrones;
Procesamiento de
informacién ambiental;
Transduccion de sefales:
sistema de dos componentes
Metabolismo energético;
Metabolismo del nitrégeno
Ip_1515 | infC factor de la iniciacion de la Traduccion Factores de traduccion -2,91
transcripcion 1F-3
Ip_1516 | rpml L35 proteina ribosomal Traduccién Traduccion; Familia de -2,07
proteinas ribosomales
Ip_1517 | rpIT L20 proteina 50S ribosomal Traduccion Procesamiento de la -2,07
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
Ip_1549 | sbcD exonucleasa ShcD Replicacion, recombinacion y 1,90
reparacion
Ip_1552 proteina integral de membrana 1,91 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_1580 | gInR repressor de la glutamina sintetasa Transcripcion Factores de transcripcion -1,97
Ip_1581 | gInA glutamato-amonio ligasa /glutamina Metabolismo y transporte de Transduccidn de sefiales: -1,96
sintetasa aminoacidos sistema de dos componentes;
Metabolismo de glutamato;
Metabolismo energético;
Metabolismo del nitrégeno
Biosintesis y metabolismo de
glicanos:
Biosintesis del peptidoglicano
Ip_1590 proteina integral de membrana 3,44 + Intracelular/
TMH luego de
60°C
Ip_1638 | rimM proteina de procesamiento del 16S Traduccién -2,26
ARNr
Ip_1639 | trmD ARNTt (guanina-N1-)-metiltransferasa | Traduccién Metabolismo de lipidos; -2,55

Biosintesis de esteroides
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_1640 | rplS L19 proteina 50S ribosomal Traduccién Procesamiento de la -2,13
informacion genética; Familia
de proteinas ribosomales
Ip_1670 | fabZ1l (3R)-hidroximiristoil-(proteina acil- Metabolismo y transporte de Biosintesis de acidos grasos -3,97
transportadora) deshidratasa lipidos
Ip_1671 | fabH2 3-oxoacil-(proteina acil- Metabolismo y transporte de Biosintesis de acidos grasos -3,97
transportadora) sintasa I11 lipidos
Ip_1672 | acpA2 proteina acil-transportadora Multifuncional / Metabolismo de | Biosintesis de &cidos grasos -3,69
lipidos /
Biosintesis, catabolismo y
transporte de metabolitos
secundarios
Ip_1673 | fabD (proteina acil-transportadora) S- Metabolismo y transporte de Biosintesis de acidos grasos -3,63
maloniltransferasa lipidos
Ip_1674 | fabG1 3-oxoacil-(proteina acil- Multifuncional / Metabolismo de | Biosintesis de &cidos grasos -2,97
transportadora) reductasa lipidos /
Funcion general (por prediccion) /
Biosintesis, catabolismo y
transporte de metabolitos
secundarios
Ip_1675 | fabF 3-oxoacil-(proteina acil- Multifuncional / Metabolismo de | Biosintesis de &cidos grasos -2,82
transportadora) sintasa Il lipidos /
Biosintesis, catabolismo y
transporte de metabolitos
secundarios
Ip_1676 | accB2 acetil-CoA carboxilasa, proteina Metabolismo y transporte de Biosintesis de metabolites -2,33
transportadora de carboxi-biotina lipidos secundarios
(antimicrobianos);
Metabolismo de
carbohidratos; Metabolismo
de propanoato;
Metabolismo de piruvato
Biosintesis de acidos grasos
Ip_1677 | fabz2 (3R)-hidroximiristoil-3- Metabolismo y transporte de Biosintesis de acidos grasos -2,52

hidroxidecanoil-(proteina acil-
transportadora) deshidratasa

lipidos
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_1706 proteina integral de membrana 2,35 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_1721 4-aminobutirato aminotransferasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de alanina y 2,02
aminoacidos aspartato
Ip_1744 transportador ABC de aminoacidos, Metabolismo y transporte de Procesamiento de la 2,57
proteina de unién al ATP iones inorganicos informacién ambiental;
Transportadores ABC
Ip_1745 transportador ABC de aminoécidos, Metabolismo y transporte de Procesamiento de la 2,44 + Multi-trans- Sec-(SPI)
permeasa iones inorganicos informacion ambiental; membrana
Transportadores ABC
Ip_1746 transportador ABC de amino &cidos, Metabolismo y transporte de Procesamiento de la 3,53 + Anclado por Sec-(SPI)
proteina de union al sustrato iones inorganicos informacion ambiental; extremo N-
Transportadores ABC terminal
(no CS)
Ip_1750 transportador ABC, proteina de unién | Metabolismo y transporte de Transportadores ABC -2,08
al ATP aminodcidos
Ip_1764 bacteriocina (putativa) Mecanismos de defensa 2,32
Ip_1765 proteina hipotética Lp_1765 Proteina hipotética 2,66
Ip_1766 proteina hipotética Lp_1766 Proteina hipotética 2,29
Ip_1770 proteina transportadora Transporte de membrana; 2,83 + Multi-trans- Sec-(SPI)
Transportadores ABC membrana
Ip_1771 transportador ABC, proteina de union | Metabolismo y transporte de Procesamiento de la 2,85
al ATP iones inorganicos informacién ambiental;
Transportadores ABC
Ip_1803 proteina transportadora Metabolismo y transporte de 2,02 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos membrana
Ip_1812 precursor de lipoproteina (putativo) 2,21
Ip_1835 | msrA2 proteina-metionina-S-6xido reductasa | Modificacion postraduccional, 2,12
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1836 | msrA3 metionina sulféxido reductasa B Modificacidn postraduccional, 2,10
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_1863 proteina transportadora Metabolismo y transporte de -2,22 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos membrana
Ip_1901 proteina hipotética Lp_1901 Proteina hipotética 2,49
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM® subcelular® | metabdlica®
cambio®”
Ip_1903 | clpB proteasa Clp dependiente de ATP, Modificacién postraduccional, Degradacion y plegamiento 3,81
subunidad ClpB de union al ATP recambio de proteinas, de proteinas y procesos
chaperonas asociados;
Chaperonas
Ip_1908 proteina integral de membrana Biogénesis de membrana y pared 2,33 + Multi-trans- Sec-(SPI)
celular membrana
Ip_1918 oxidoreductasa Multifuncional / 2,12
Funcion general (por prediccion) /
Produccion y conversion de
energia
Ip_1939 oxidoreductasa Multifuncional / 2,02
Funcion general (por prediccion) /
Produccion y conversion de
energia
Ip_1948 regulador transcripcional Transcripcion 3,20
Ip_1949 proteina integral de membrana Funcion desconocida 3,26 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_1979 | msrA4 proteina-metionina-S-6xido reductasa | Modificacion postraduccional, 2,70
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2026 | dnaJ chaperona DnaJ Modificacién postraduccional, 1.77°
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2027 | dnaK chaperona molecular DnaK Modificacién postraduccional, 2.67°
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2028 | grpE proteina de choque térmico GrpE Modificacidn postraduccional, 3.05°
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2029 | hrcA represor de la transcripcion inducible | Transcripcion Factores de transcritption 3,01
por calor
Ip_2033 | arol sikimato quinasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de aminoacidos; 3,84

aminoacidos

Biosintesis de fenilalanina,
tirosina y triptofano
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_2034 | tyrA prefenato dehidrogenasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 5,14
aminoacidos tirosina y triptofano
Biosintesis de metabolites
secundarios (antimicrobianos)
Ip_2035 | aroE 3-fosfosikimato 1- Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 6,04
carboxiviniltransferasa aminodcidos tirosina y triptofano
Ip_2036 proteina hipotética Lp_2036 Proteina hipotética 5,95
Ip_2037 | aroF corismato sintasa Metabolismo y transporte de Biosintesis de fenilalanina, 5,10
aminoacidos tirosina y triptofano
Ip_2038 proteina transportadora Metabolismo y transporte de 3,48 + Multi-trans- Sec-(SPI)
aminodcidos membrana
Ip_2056 hidrolasa de la superfamilia HAD Funcidn general (por prediccion) -2,25
Ip_2077 transportador ABC de nitrato, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; 2,48 + Multi-trans- Sec-(SPI)
permeasa iones inorganicos Transportadores ABC; Proce- membrana
sos de sefializacion celular
Ip_2095 | fruR regulador transcripcional del operén Multifuncional / Metabolismoy | Factores de transcripcion -2,17
fructosa transporte de carbohidratos
Ip_2096 | fruK 1-fosfofructoquinasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de -2,13
carbohidratos carbohidratos: fructosa y
manosa
Ip_2097 | ptsl6ABC | pts16ABC fructosa PTS Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,34 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos sistema de fosfotransferasas membrana
(PTS)
Procesos y sefializacion
celular; Transportadores
Ip_2101 | cps4H polisacarido polimerasa -1,89 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2102 | cps4G glicosiltransferasa Biogénesis de membrana y pared -1,84
celular
Ip_2103 | cps4F glicosiltransferasa Biogénesis de membrana y pared -2,35
celular
Ip_2105 | galE3/ UDP-glucosa 4-epimerasa Multifuncional / Biogénesis de Metabolismo de -2,25
cps4D membrana y pared celular / carbohidratos: galactosa;

Metabolismo y transporte de
carbohidratos

Metabolismo de los azlicares
de nucleotidos
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_2106 | cps4C proteina de biosintesis de Multifuncional / Biogénesis de -2,30
exopolisacarido membrana y pared celular /
Metabolismo y transporte de
carbohidratos
Ip_2108 | cps4A proteina de biosintesis de Biogénesis de membrana y pared -2,17 + Multi-trans- Sec-(SPI)
exopolisacarido celular membrana
Ip_2109 | uvrC endonucleasa ABC de escision, Replicacion, recombinacion y 2,06
subunidad C reparacion
Ip_2110 | gInQ3 transportador ABC de glutamina, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,46
proteina de union al ATP aminoacidos Transportadores ABC
Procesos y sefializacion
celular
Ip_2111 | gInPH2 transportador ABC de glutamina, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -2,50 + Multi-trans- Sec-(SPI)
proteina de unidn al sustrato y aminoacidos Transportadores ABC membrana
permeasa Procesos y sefializacion
celular
Ip_2113 proteina hipotética Lp_2113 Proteina hipotética 2,48
Ip_2125 | rpsO proteina ribosomalS15 Traduccién Traduccion; Procesamiento de -2,16
la informacién genética;
Familia de proteinas
ribosomales
Ip_2213 | brnQ2 proteina transportadora de Metabolismo y transporte de -2,22 + Multi-trans- Sec-(SPI)
aminodcidos de cadena ramificada aminodcidos membrana
Ip_2230 proteina hipotética Lp_2230 Funcion general (por prediccion) 1,88
Ip_2240 proteina transportadora de amino Metabolismo y transporte de -2,59 + Multi-trans- Sec-(SPI)
acidos aminoécidos membrana
Ip_2276 proteina hipotética Lp_2276 Proteina hipotética -2,31
Ip_2323 | tpx tiol peroxidasa Modificacién postraduccional, 2,02
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_2393 precursor de lipoproteina 10,23
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_2394 transportador ABC, proteina de unién | Mecanismos de defensa Procesamiento de la 8,75 + Multi-trans- Sec-(SPI)
al ATP y permeasa informacion ambiental; membrana
Transportadores multidrogas
tipo ABC
Ip_2395 transportador ABC, proteina de unién | Mecanismos de defensa Procesamiento de la 9,80 + Multi-trans- Sec-(SPI)
al ATP y permeasa informacion ambiental; ABC membrana
multidrug transportadores
Ip_2464 proteina fagica similar a la proteina Funcidn desconocida 2,64
portal o conectora (prophage P2b
protein 17)
Ip_2503 proteina transportadora de azlcar Metabolismo y transporte de -1,98 + Multi-trans- Sec-(SPI)
carbohidratos membrana
Ip_2509 proteina transportadora Funcion general (por prediccion) -2,47 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2512 proteina integral de membrana Funcidn desconocida 2,23 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2521 regulador transcripcional tipo AsnC Transcripcion Factores de transcripcion 2,32
Ip_2531 | pts18CBA | N-acetilglucosaminay glucosa PTS, Metabolismo y transporte de Transporte de membrana; -1,89 + Multi-trans- Sec-(SPI)
EIICBA carbohidratos Sistema de fosfotransferasas membrana
(PTS); Procesos de sefiali-
zacion celular;
Transportadores
Ip_2532 | panEl 2-deshidropantoato 2-reductasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de cofactores y 2,23
coenzimas vitaminas; Biosintesis de
pantotenato y CoA
Ip_2535 | homl homoserina deshidrogenasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de glicina, 1,97
aminoacidos serina y treoning;
Biosintesis de lisina
Ip_2536 | metY O-acetilhomoserina (tiol)-liasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la cisteinay 3,18
aminodcidos metionina
Ip_2537 | metA metA homoserina O- Metabolismo y transporte de Metabolismo de la metionina; 3,59
succiniltransferasa aminoacidos Metabolismo energético;
Metabolismo del sulfuro
Ip_2586 hidrolasa de superficie celular, unida | Funcion general (por prediccion) 1,94 + Anclado por Sec-(SPI)
a membrana (putativa) extremo N-

terminal noCS
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Gen ID | Locus Descripcion Categoria funcional principal Actividad o subcategoria Magnitud Dominio Localizacién Ruta
COG funcional descrita del TMHMM? subcelular® | metabélica®
cambio®?
Ip_2634 | metB O-succinilhomoserina (tiol)-liasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la cisteina y 2,33
aminoacidos metionina
Ip_2658 glicosiltransferasa (putativa) Biogénesis de membrana y pared 3,36
celular
Ip_2659 | xpkl fosfoquetolasa putativa Metabolismo y transporte de Metabolismo de la tirosina; 1,99
carbohidratos Metabolismo de
carbohidratos; via de las
pentosas fosfato
Metabolismo de propanoato;
Metabolismo de piruvato
Metabolismo energético;
Fijacion de carbono
Ip_2698 | pyrF orotidina-5'-fosfato descarboxilasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de pirimidinas -2,04
nucle6tidos
Ip_2699 | pyrD dihidroorotato deshidrogenasa 1B Metabolismo y transporte de Metabolismo de pirimidinas -1,99
nucleétidos
Ip_2700 | carB carbamoil fosfato sintasa, sudunidad Multifuncional / Metabolismo y Metabolismo del glutamato; -2,18
grande transporte de aminoacidos Metabolismo de pirimidinas
Metabolismo y transporte de
nucle6tidos
Ip_2701 | pyrAA carbamoil fosfato sintasa, sudunidad Multifuncional / Metabolismo y Metabolismo del glutamato; -2,06
pequefia transporte de aminoécidos Metabolismo de pirimidinas
Metabolismo y transporte de
nucleétidos
Ip_2708 | pucR regulador del transporte de purinas Multifuncional / Factores de transcripcion 5,57
Biosintesis, catabolismo y
transporte de metabolitos
secundarios
Ip_2710 | pucK proteina transportadora de xantina / Metabolismo y transporte de -2,12 + Multi-trans- Sec-(SPI)
uracilo nucleétidos membrana
Ip_2712 xantina/uracilo permeasa Funcion general (por prediccion) | Transportadores -2,70 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2739 transportador ABC, proteina de union | Mecanismos de defensa Procesamiento de la -2,72

al ATP

informacién ambiental;
Transportadores ABC
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Ip_2740 transportador ABC, permeasa Biosintesis, catabolismo y Procesamiento de la -2,00 + Multi-trans- Sec-(SPI)
transporte de metabolitos informacion ambiental; membrana
secundarios Transportadores ABC
Ip_2771 | natC2 nicotinato fosforibosiltransferasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de cofactores y 2,45
coenzimas vitaminas (nicotinato y
nicotinamida)
Ip_2788 2-deshidropantoato 2-reductasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de cofactores y 2,52
coenzimas vitaminas (pantotenato y
CoA)
Ip_2799 proteina transportadora de Metabolismo y transporte de -5,45 + Multi-trans- Sec-(SPI)
aminodcidos aminodcidos membrana
Ip_2804 regulador transcripcional Transcripcion 3,79
Ip_2809 proteina hipotética Lp_2809 Proteina hipotética -1,97
Ip_2810 lisina (proteina involucrada en lisis Biogénesis de membrana y pared -2,00
cellular) celular
Ip_2820 proteina integral de membrana Funcion desconocida 1,91 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2830 | aspA aspartato amonio-liasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de alanina y -2,07
aminoacidos aspartato
Ip_2845 proteina extracelular -1,91
Ip_2893 transportador ABC, proteina de unién | Mecanismos de defensa Procesamiento de la 2,18 + Multi-trans- Sec-(SPI)
al ATP y permeasa informacion ambiental; membrana
Transportadores multidrogas
tipo ABC
Ip_2894 transportador ABC, proteina de union | Mecanismos de defensa Procesamiento de la 2,38 + Multi-trans- Sec-(SPI)
al ATP y permeasa informacion ambiental; membrana
Transportadores multidrogas
tipo ABC
Ip_2921 proteina integral de membrana Funcion general (por prediccion) Procesos de sefializacion 2,16 + Multi-trans- Sec-(SPI)
celular; Transportadores membrana
Ip_2922 | npp nucledtido pirofosfatasa (putativa) Funcion general (por prediccion) 2,36
Ip_2939 proteina hipotética Lp_2939 Proteina hipotética -1,94 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2948 proteina hipotética Lp_2948 Funcién desconocida -1,95 + Intracelular /
TMH luego de
60°C
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Ip_2949 proteina integral de membrana -2,07 + Multi-trans- Sec-(SPI)
membrana
Ip_2953 esterasa (putativa) Multifuncional / Funcién 1,85
general (por prediccion)
Ip_2960 lipasa/esterasa, subfamilia de las Actividad hidrolasa -1,98
SGNH-hidrolasas
Ip_2964 regulador transcripcional (putativo) Transcripcion 2,38
Ip_2993 proteina hipotética Lp_2993 Mecanismos de transduccién de 2,06
sefiales
Ip_3014 proteina extracelular Biogénesis de membrana y pared -4,29 + Anclado por Sec-(SPI)
celular extremo N-
terminal
(no CS)
Ip_3015 proteina extracelular Biogénesis de membrana y pared -5,07 + Secretora Sec-(SPI)
celular (con CS)
Ip_3049 proteina de transporte de amino Metabolismo y transporte de -4,57 + Multi-trans- Sec-(SPI)
acidos aminodcidos membrana
Ip_3085 | asnB2 asparagina sintasa (glutamina- Metabolismo y transporte de Metabolismo de alanina y -2,75
hidrolizante) aminoécidos aspartato
Metabolismo energético;
Metabolismo del nitrégeno
Ip_3088 | hpk10 proteina histidina quinasa; sensor Mecanismos de transduccién de Transduccion de sefiales: -2,13 + Multi-trans- Sec-(SPI)
sefiales sistema de dos componentes membrana
Procesos y sefializacion
celular
Ip_3125 fumarato reductasa, subunidad Multifuncional / Produccion y 4,02
precursora de la flavoproteina, conversion de energia
truncada en el N-terminal
Ip_3128 proteina de unién al ADN inducida Metabolismo y transporte de 2,03
por estrés iones inorganicos
Ip_3150 malate deshidrogenasa (putativa) Produccion y conversion de 2,38
energia
Ip_3151 | acm3-N hidrolasa de pared celular / Funcién desconocida 2,40
muramidasa, fragmento N-terminal
Ip_3169 proteina hipotética Lp_3169 Proteina hipotética -1,98
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Ip_3204 | nupC proteina transportadora de Metabolismo y transporte de -1,87 + Multi-trans- Sec-(SPI)
nucleosidos nucleétidos membrana
Ip_3207 aminotransferasa Multifuncional / Metabolismo y -2,48
transporte de aminoéacidos /
Transcripcion
Ip_3214 transportador ABC de aminoacidos, Multifuncional / Metabolismo y Procesamiento de la 2,68
proteina de unidn al sustrato transporte de aminoécidos informacion ambiental;
Transportadores ABC
Ip_3255 | IrgB hidrolasa efectora de mureina Biogénesis de membrana y pared | Transduccion de sefiales: -2,20 + Multi-trans- Sec-(SPI)
(putativa) celular sistema de dos componentes membrana
Ip_3269 | purB adenilosuccinato liasa Multifuncional / Metabolismo y Metabolismo de alanina'y -2,34
transporte de nucleétidos aspartato;
Metabolismo de purinas;
Plegamiento, seleccion y
degradacién de proteinas;
Chaperonas
Ip_3270 | purA adenilosuccinato sintasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de alanina 'y -2,42
nucleétidos aspartato
Metabolismo de purinas
Ip_3271 | guaC guanosina 5'-monofosfato reductasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de purinas -2,14
nucleétidos
Ip_3322 proteina hipotética Lp_3322 Mecanismos de transduccién de 1,96
sefiales
Ip_3324 proteina transportadora de glicina Biogénesis de membrana y pared -2,21 + Multi-trans- Sec-(SPI)
betaina/carnitina/colina celular membrana
Ip_3334 | adeC adenina deaminasa Metabolismo y transporte de Metabolismo de purinas -2,20
nucleétidos
Ip_3337 proteina hipotética Lp_3337 Proteina hipotética 3,24
Ip_3338 | nha2 antiporter Na(+)/H(+) Produccion y conversion de 3,77 + Multi-trans- Sec-(SPI)
energia membrana
Ip_3352 | hsp3 proteina “small heat shock” Modificacidn postraduccional, 4,23
recambio de proteinas,
chaperonas
Ip_3358 proteina transportadora Multifuncional / Funcién general -2,72 + Multi-trans- Sec-(SPI)
(por prediccion) membrana
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Ip_3394 proteina hipotética Lp_3394 Proteina hipotética -2,70
Ip_3403 proteina transportadora Funcién general (por prediccion) 2,87
Ip_3421 proteina extracelular, gamma-D- Biogénesis de membrana y pared -2,64 Anclado por Sec-(SPI)
glutamato meso-diaminopimelato celular extremo N-
muropeptidasa (putativa) terminal
(con CS)
Ip_3437 | trxA3 tioredoxina Modificacién postraduccional, Degradacidn y plegamiento 2,12
recambio de proteinas, de proteinas y procesos
chaperonas asociados;
Chaperonas
Ip_3438 proteina hipotética Lp_3438 Funcién desconocida 2,11
Ip_3466 | brnQ3 proteina transportadora de Metabolismo y transporte de 2,21 + Multi-trans- Sec-(SPI)
aminoacidos de cadena ramificada aminoacidos membrana
Ip_3490 proteina de unién al FMN 2,49
Ip_3572 oxidoreductasa Funcion general (por prediccion) 2,01
Ip_3663 proteina hipotética Lp_3663, familia Mecanismos de transduccion de 2,11
de proteinas de estrés universal UspA | sefiales
Ip_3664 | padR regulador del metabolismo de los Transcripcion 3,86
acidos fendlicos, PadR
Ip_3665 | pdc descarboxilasa del acido p-cumarico Biosintesis, catabolismo y 112,09
transporte de metabolitos
secundarios
Ip_3669 proteina de la familia DegV Funcién desconocida -2,06
Ip_3684 proteina hipotética Lp_3684 Biosintesis, catabolismo y 2,02

transporte de metabolitos
secundarios

 Magnitud del cambio en nimero de veces en cultivos crecidos en medio MRS suplementado con acido p-cumarico 1,5 mM en relacidn a cultivos sin suplementar.
b Ratios cuyo cambio fue >1,5 veces (tanto en incremento o disminucién) fueron expresados diferencialmente con una FDR menor al 5% (p < 0,05).

¢ Valores significativos a 0,05 < FDR < 0,1; p<0,05.
4 Basado en el modelo oculto de Markov TMHMM (“TransMembrane Hidden Markov Model” por su siglas en inglés)( Krogh et al., 2001).
¢ Base de datos LocateP (http://www.cmbi.ru.nl/locatep-db/cgi-bin/locatepdb.py) CS: Sitio de escision (CleavageSite); Sec-(SPI): Via secretora I; Sec-(SPII): Via secretora Il (Zhou et al., 2008).
TPTS: sistema de fosfotransferasas (por sus siglas en inglés).
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