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Resumen

Introduccioén

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes en los
alimentos después del agua, ademas de ser los mas ampliamente distribuidos
gue se pueden presentar bajo las formas de monosacéridos, oligosacaridos o
polisacéridos. Son compuestos frecuentes en alimentos de origen vegetal debido
a que se originan en procesos derivados de la fotosintesis y tienen gran
importancia en alimentacién debido a su caracter energético y a su influencia

sobre algunas propiedades sensoriales de los alimentos.

Lactobacillus plantarum es una especie de bacteria lactica que se
encuentra en una amplia variedad de nichos con alto contenido en carbohidratos.
El andlisis de la secuencia del genoma de la cepa L. plantarum WCFS1 permitié
identificar 55 proteinas anotadas en la base de datos CAZy como “glicosil
hidrolasas” (GH) y que posiblemente estaban implicadas en el metabolismo de
carbohidratos. Sin embargo, la mayoria de las proteinas presentes en las bases

de datos no se han caracterizado experimentalmente.

Objetivos
Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:

1. Estudio de la capacidad metabdlica de L. plantarum WCFS1 sobre

carbohidratos.

2. ldentificacién y caracterizacion bioquimica de glicosil hidrolasas en L.
plantarum WCFS1.

3. Relevancia de estas glicosil hidrolasas en el fenotipo de L. plantarum
WCFS1.

4. Analisis in silico de la presencia/ausencia de glicosil hidrolasas en
distintas cepas de la especie L. plantarum y de otras especies

pertenecientes al grupo plantarum.



Resumen

Resultados

En este trabajo se ha realizado la identificacién y caracterizacion de un elevado
namero de las proteinas anotadas como glicosil hidrolasas en L. plantarum
WCFS1. Estas proteinas pertenecen a seis familias distintas de glicosil
hidrolasas (GH1, GH13, GH32, GH36, GH42 y GH78). Las proteinas
caracterizadas presentan once diferentes actividades hidroliticas sobre
carbohidratos derivados de p-nitrofenilo entre las que se incluyen actividad a-D-
maltosidasa, a-D-glucosidasa, 6-P-B-D-glucosidasa, a-D-maltopentaosidasa, -
D-galactosidasa, B-D-fucosidasa, a-L-arabinosidasa, a-L-ramnosidasa, a-D-
galactosidasa, 6-P-3-D-galactosidasa y 6-P-B-D-tioglucosidasa. La identificaciéon
de la actividad bioguimica de estas glicosil hidrolasas se ha intentado relacionar
con el metabolismo de carbohidratos y con el crecimiento en diversas fuentes de
carbono mostrado por esta cepa. Para ello se han construido cepas mutantes
carentes de una determinada glicosil hidrolasa especifica. Se ha comprobado
gue estas mutaciones afectan al perfil de utilizacién de algunos carbohidratos
originando multiples perfiles fenotipicos en las cepas mutantes. Los resultados
obtenidos reflejan la importancia de las glicosil hidrolasas en la adaptacion de L.
plantarum WCFS1 mediante la ausencia y/o presencia en su genoma de
determinados genes que codifican estas glicosil hidrolasas y que le confieren la

capacidad para crecer y utilizar determinados carbohidratos.

Conclusiones

La realizacion de esta tesis ha contribuido a demostrar la compleja y variada
bateria de glicosil hidrolasas implicadas en el metabolismo de carbohidratos que
posee L. plantarum WCFS1. Ademas, este trabajo ha permitido identificar un
amplio abanico de actividades enzimaticas en L. plantarum WCFS1

potencialmente Utiles para su uso en la industria alimentaria.



Summary

Introduction

Carbohydrates are the most abundant organic compounds in food after water, as
well as being the most widely distributed in the form of monosaccharides,
oligosaccharides or polysaccharides. They are frequent compounds in foods of
vegetable origin due to they originates in processes derived from photosynthesis
and they have great importance in food due to their energetic character and their

influence on some sensory properties of foods.

Lactobacillus plantarum is a species of lactic acid bacteria found in a wide
variety of niches with a high carbohydrate content. Genome sequence analysis
of the L. plantarum WCFS1 strain identified 55 proteins noted in the CAZy
database as "glycosyl hydrolases" (GH) and possibly involved in carbohydrate
metabolism. However, most of the proteins present in the databases have not

been characterized experimentally.

Objectives

The specific objectives of this doctoral thesis are:

1. Study of the metabolic capacity of L. plantarum WCFS1 on

carbohydrates.

2. ldentification and biochemical characterization of glycosyl hydrolases in
L. plantarum WCFS1.

3. Relevance of these glycosyl hydrolases in the phenotype of L.
plantarum WCFSL1.

4. In silico analysis of the presence/absence of glycosyl hydrolases in

different strains of L. plantarum species and other species belonging to the

plantarum group.
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Results

In this work, a high number of proteins noted as glycosyl hydrolases in L.
plantarum WCFS1 have been identified and characterized. These proteins
belong to six different families of glycosyl hydrolases (GH1, GH13, GH32, GH36,
GH42 and GH78). The characterized proteins exhibit eleven different hydrolytic
activities on p-nitrophenyl-derived carbohydrates including activity a-D-
maltosidase, a-D-glucosidase, 6-P-B-D-glucosidase, a-D-maltopentaosidase, [3-
D-galactosidase, B-D-fucosidase, a-L-arabinosidase, a-L-ramnosidase, a-D-
galactosidase, 6-P-B-D-galactosidase and 6-P-B-D-thioglucosidase. The
identification of the biochemical activity of these glycosyl hydrolases has been
attempted to relate to carbohydrate metabolism and growth in various carbon
sources shown by this strain. For this purpose, mutant strains lacking a specific
glycosyl hydrolase have been constructed. It has been proven that these
mutations affect the utilization profile of some carbohydrates, originating multiple
phenotypic profiles in the mutant strains. The results obtained reflect the
importance of glycosyl hydrolases in the adaptation of L. plantarum WCFS1 by
the absence and/or presence in its genome of certain genes encoding these
glycosyl hydrolases and conferring it the ability to grow and use certain

carbohydrates.

Conclusions

This thesis has contributed to demonstrate the complex and varied battery of
glycosyl hydrolases involved in carbohydrate metabolism that L. plantarum
WCFS1 possesses. Furthermore, this work has allowed the identification of a
wide range of enzymatic activities in L. plantarum WCFS1 potencially useful for

the food industry.
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Introduccion

1. Carbohidratos en alimentos

Después del agua, los carbohidratos son los componentes mas abundantes en
los alimentos, ademas de ser los mas ampliamente distribuidos. Se trata de
compuestos organicos de gran importancia en alimentacién debido a su funcién
como nutrientes energéticos y a que influyen en algunas de las propiedades
sensoriales de los alimentos, como en su consistencia, sabor, color, aroma,

textura y palatabilidad (Bello Gutiérrez, 2000).

Los carbohidratos son compuestos frecuentes en alimentos de origen
vegetal como cereales, leguminosas, tubérculos, verduras y frutas debido a que
se originan en procesos derivados de la fotosintesis. No obstante, también se
encuentran en productos de origen animal, como la leche (Figura 1) (Bello
Gutiérrez, 2000).

Cereales Remolacha Cascaras de semillas
Fuentes Leguminosas Cafia de azlcar Leche

Tubérculos
Polisacaridos ALMIDON

|
Disacaridos MALTOSA SACAROSA LACTOSA XILOSA
Monosacaridos \GLUCOSA/FRUCITOSA
| |

Polialcoholes MALTITOL SORBITOL MANITOL LACTITOL XILITOL

Figura 1. Origen de algunos carbohidratos alimentarios (adaptado de Bello Gutiérrez,
2000).

Desde el punto de vista quimico se denominan carbohidratos a los
compuestos organicos que en su estructura quimica solo contienen carbono (C),
hidrégeno (H) y oxigeno (O), estos Ultimos en una proporcién semejante a la del
agua (Bello Gutiérrez, 2000). Responden a la siguiente férmula basica Cx (H20)y.
Se clasifican en dos grupos: -osas y -6sidos. Las primeras incluyen aquellos
carbohidratos que no se escinden en estructuras mas sencillas mediante
hidrélisis acida. En cambio, los segundos resultan de la asociacion de varias

moléculas de -osas, que mediante hidrdlisis acida dan lugar a -osas mas simples.
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En ocasiones también incluyen moléculas no glucidicas, por lo que se distinguen
entre -holosidos, que son oligosacéaridos y polisacaridos en los que solo
intervienen -osas, y -heterésidos, que ademas de -osas simples, poseen una

fraccion no glucidica denominada aglicona (Bello Gutiérrez, 2000).

En los alimentos, los carbohidratos se pueden presentar bajo las formas
de monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos. Los monosacaridos son
aldehidos o cetonas polihidroxilados, que pueden contener cinco atomos de
carbono como las pentosas o seis a&tomos como las hexosas. Los oligosacaridos
estan formados por cadenas de dos a diez moléculas de monosacéridos y
pertenecen a dos grupos diferentes en funcion del tipo de enlace: reductores, si
en el enlace soélo interviene un grupo lactol (lactosa y manosa) y no reductores,
en los que el enlace tiene lugar por una condensacion entre dos grupos lactoles
(sacarosa). Y, por ultimo, los polisacaridos, que son polimeros formados por
cadenas desde diez monosacaridos hasta varios miles de ellos, unas veces
como bloques de azucares simples y otras con algunos de sus derivados (Bello
Gutiérrez, 2000).

Los carbohidratos se pueden extraer de fuentes muy diversas, como
materias vegetales, algas marinas o cultivos bacterianos. Sus funciones
biol6gicas también son muy variadas, pueden tener funcidn estructural,
nutricional, defensiva y como material de desecho. En la Figura 2 se muestran
aguellos carbohidratos que, por su presencia en alimentos, tienen interés para la

industria alimentaria (Bello Gutiérrez, 2000).
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Pentosas: arabinosa, xilosa, ribosa
Hexosas: glucosa, fructosa, galactosa

Monosacaridos -

Disacaridos: sacarosa, lactosa, maltosa, lactulosa

Oligosacaridos: oligofructanos (inulina), rafinosa, estaquiosa, palatinosa

Almidones
De reserva -
Glucogeno

| Celulosas

L | Hemicelulosas
Polisacaridos Estructurales - .
Pectinas

| B-glucanos

| Vegetales: garrofin, guar, arabiga, karaya
Gomas 4 Marinas: alginatos, carragenos, agar, furcelarano
 Microorganismos: xantano, gelano

Figura 2. Principales carbohidratos en alimentos con interés bromatoldgico
(adaptado de Bello Gutiérrez, 2000).

1.1. Monosacaridos

Los monosacaridos o azlcares simples, se encuentran en muy pocos alimentos
bajo su forma libre, ya que lo normal es que se encuentren formando parte de
estructuras mas complejas 0 en combinacion con otras moléculas organicas
(Bello Gutiérrez, 2000).

Entre las pentosas destacan por su interés L-arabinosa, D-ribosa y D-
xilosa. La L-arabinosa es uno de los componentes de gomas, mucilagos y
pectinas, y se suele obtener mediante hidrdlisis de la pulpa de remolacha. La D-
ribosa es un componente de la riboflavina y de los acidos ribonucleicos. La D-
xilosa forma macromoléculas de pentosas en las mazorcas de maiz, paja de

cereales y cascaras de algunas semillas (Adams y Moss, 1997).

De las tres hexosas de interés alimentario, sélo glucosa y fructosa se
suelen encontrar bajo sus formas libres (Alais y Linden, 1989). La D-glucosa se
encuentra localizada en raices, hojas, flores y savia, abunda en frutas y verduras,
asi como en la miel de las abejas. Su principal fuente comercial es el almidén

hidrolizado. La D-fructosa es la Unica cetohexosa que se encuentra en alimentos
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en cantidades elevadas. Se suele encontrar en zumos de frutas y plantas,
ademas de en la miel, posiblemente por la hidrdlisis de sacarosa. La D-galactosa,
gue forma parte de la lactosa, el azucar de la leche, también est4 presente en

algunas gomas y mucilagos (Bello Gutiérrez, 2000).

Los monosacaridos también pueden experimentar modificaciones
posteriores, como por ejemplo la fosforilacion mediante la adicion de grupos
fosforilo. La fosforilacion de los carbohidratos ocasiona que se conviertan en
compuestos anidnicos lo que conduce a que no puedan abandonar libremente la
célula a través de la bicapa lipidica de la membrana, manteniendo asi su funcién
en el metabolismo de la célula. La fosforilacion también origina intermediarios
reactivos, importantes en la formacion de nucleétidos de purina y pirimidina
(Stryer et al., 2013).

1.2. Oligosacéridos

Los oligosacaridos se originan por la union de dos a 10 monosacaridos mediante
enlaces O-glicosidicos. Los carbohidratos complejos son moléculas muy
variadas debido a que existe una amplia variedad de monosacéridos, cada uno
de ellos con varias formas isoméricas, y a que cada monosacdarido posee
numerosos grupos hidroxilo capaces de enlazarse a otros monosacaridos (Stryer
et al., 2013).

De los numerosos disacaridos y oligosacaridos que existen, los que
presentan mayor interés alimentario son la sacarosa y la lactosa. La sacarosa
(aD-Glu-(1,2)-BD-Fruc) es un disacarido no reductor que se encuentra de forma
libre en muchas plantas y en la miel de abeja (Anzaldla-Morales, 1994). Sus
fuentes comerciales son la cafia de azucar y la remolacha azucarera. Se suele
utilizar como aditivo debido a sus propiedades de dulzor, resistencia hidrolitica,
formacion de geles, control de la actividad del agua, y conservacién de alimentos,
entre otras. La lactosa (BD-Gal-(1,4)-BD-Glu) es el azlcar de la leche y se
encuentra en numerosos productos lacteos, siendo utilizada como edulcorante

natural o como agente conservante (Belitz y Grosch, 1997). A veces presenta el
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inconveniente de formar cristales, dotando a los alimentos de una textura

arenosa (Bello Gutiérrez, 2000).

Un derivado artificial de la lactosa es la lactulosa (B-galactosil-fructosa)
gue es un disacérido reductor con un poder edulcorante superior a la lactosa
(Belitz y Grosch, 1997). La lactulosa se ha empleado en clinica como laxante ya
gue ésta no se absorbe en el intestino delgado y su digestidon a nivel de colon
tiene lugar con un bajo rendimiento energético. Actualmente se esta incluyendo
en leches infantiles ya que se caracteriza por ser un nutriente para bacterias del

género Bifidobacterium.

La maltosa (aD-Glu-(1,4)- aD-Glu) se encuentra en aquellos alimentos
donde se ha producido una hidrélisis parcial de almidén. Normalmente no
aparece en su forma libre excepto en germinados de cebada. La maltosa se
utiliza fundamentalmente en leches infantiles, asi como en las industrias

cervecera y panadera (Bourgeois et al., 1994).

Los fructooligosacaridos (FOS) son B-D-fructanos no digeribles que se
componen de unidades de fructosa unidas por enlaces B (2-1) que, junto a la

inulina, formada por la condensacion de varias unidades de D-fructosa.

Otros oligosacaridos derivados de la galactosa que se encuentran en
pequefias cantidades en alimentos son rafinosa, estaquiosa y palatinosa

(isomaltulosa) (Bello Gutiérrez, 2000).

En la actualidad algunos de estos oligosacaridos tienen mucho interés
debido a su funcién como prebidticos (Cheftel J. C y Cheftel H.,1999). Los
prebidticos son ingredientes no digeribles utilizados por la microbiota intestinal
estimulando el crecimiento de bacterias beneficiosas para la salud (Roberfroid,
2010). El empleo de glicosidasas y glicansacarasas de origen microbiano para
la sintesis de prebioticos ofrece mdltiples ventajas en cuanto a su regio- y
estereoselectividad, eficacia, diversidad y sostenibilidad para el disefio de
nuevos oligosacaridos y/o derivados con propiedades bioactivas (Diez-Municio
et al., 2014; Schmid et al., 2016).
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1.3. Polisacéaridos

Los polisacaridos ofrecen interesantes propiedades tecnoldgicas que estan
determinadas, entre otros, por el tipo y la estructura de los monosacaridos que
los componen, por los grupos funcionales que poseen y por la estructura y
conformacion de la macromolécula. Por lo general, los polisacaridos son
moléculas muy hidrofilicas que pueden producir incrementos en la viscosidad, lo
que les confiere propiedades espesantes, estabilizantes y/o gelificantes (Bello
Gutiérrez, 2000).

Entre los polisacaridos se incluyen los polisacaridos que cumplen una
funcion de reserva, como los almidones vegetales y el glucégeno animal, y los
polisacaridos que desempefian una funcion estructural, como las celulosas,
hemicelulosas, pectinas y B-glucanos. También se incluyen entre los

polisacéaridos las gomas y los mucilagos (Bello Gutiérrez, 2000).

El almidon es el carbohidrato de reserva de las plantas superiores y se
encuentra en los granos de cereal, legumbres, tubérculos, raices y bulbos. Su
presencia en la dieta tiene la consideracion de nutriente energético. Se encuentra
formado por los polimeros amilosa (glucosas unidas por enlaces a-(1,4) y
amilopectina (glucosas unidas por enlaces a-(1,4), con ramificaciones a-(1,6)
(Derache, 1990; Dupin et al., 1997). Se utiliza como aditivo para favorecer el

espesamiento y la gelificacion.

El glucdgeno es el carbohidrato de reserva en los mamiferos, esta poco
presente en alimentos, aunque se puede encontrar en ostras, mejillones e
higados (Bello Gutiérrez, 2000).

Respecto a los polisacaridos estructurales, la celulosa es un
homopolisacérido formado por unidades de B-glucosa unidas mediante enlaces
B-(1,4) y constituye el biopolimero mas abundante en la naturaleza, que esta
presente en la mayor parte de la biomasa terrestre (Eley, 1994). La celulosa se
puede utilizar en tecnologia de alimentos como agente dispersante, que confiere
volumen al alimento, retiene la humedad y favorece su digestion (Bello Gutiérrez,
2000).
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Las hemicelulosas se encuentran en las paredes celulares de los
vegetales. Son polimeros formados por unidades de arabinosa, xilosa, manosa,
galactosa o glucosa, algunos de ellos unidos a acidos urénicos en la posicion
seis. Un tipo de hemicelulosas son los arabinoxilanos que se encuentran en las
harinas de los cereales, y pueden originar pentosas hidrosolubles. Estos
polisacaridos no son digeribles por las enzimas digestivas humanas por lo que

se consideran integrantes de la fibra dietética (Bello Gutiérrez, 2000).

La pectina se localiza frecuentemente en los espacios intercelulares de
las paredes de manzanas y citricos (Fennema, 1993). La pectina es una
sustancia polimérica de elevado peso molecular formada por unidades de acido
galacturénico unidas por enlaces B-(1,4) cuyos grupos carboxilos estan
parcialmente esterificados en forma de metoxilos. En las cadenas laterales de la
pectina se pueden encontrar residuos de galactosa, ramnosa y arabinosa.
Debido a que presenta enlaces no digeribles por las enzimas digestivas
humanas, se clasifica dentro de la llamada fibra dietética soluble. Esta fibra se
puede fermentar en el colon por la microbiota presente y producir acidos grasos
de cadena corta, que son absorbidos de modo directo por la mucosa intestinal.
A las pectinas se les ha atribuido un efecto negativo para la salud humana, como
es la captacion de algunos minerales esenciales, aunque este efecto no esta
demostrado. Por el contrario, la pectina promueve la eliminacion fecal de
esteroles, disminuye el colesterol en sangre, y retrasa la absorcion intestinal de
glucosa, efecto muy beneficioso para los diabéticos dependientes de insulina
(Bello Gutierrez, 2000).

El B-glucano, es otro polisacarido estructural que estd compuesto por
unidades de B-glucosa unidas por enlaces -(1,3) y B-(1,4), que se encuentra en
la avena, y que, debido a su viscosidad, reduce los niveles de LDL-colesterol. Se
han propuesto varios mecanismos mediante los cuales el B-glucano produce
hipocolesterolemia, uno de ellos es que la formacién de geles viscosos en el
tracto gastrointestinal produce la disminucion de la absorcién de colesterol
dietético con un aumento de la excrecidon de acidos biliares (Aparicio Vizuete y
Ortega Anta, 2015).

Otro tipo de polisacaridos son las gomas y mucilagos, los cuales se

utilizan como espesantes, gelificantes y estabilizantes y que se encuentran
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presentes, en algunos extractos de semillas y raices (galactomananos) y
exopolisacaridos de microorganismos como la goma xantano (Hanssen y
Marsden, 1984), alginatos (Hernandez y Sastre, 1999), agar-agar y carragenatos
(Bello Gutierrez, 2000).

2. Glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (GH) (EC 3.2.1.-) son un numeroso grupo de enzimas
encargadas de catalizar la hidrolisis de enlaces O- u S- glicosidicos entre dos
carbohidratos, o entre un carbohidrato y un resto no glucidico. Estas enzimas
tienen un gran interés biotecnoldgico, tanto en diversas industrias alimentarias,
como en la produccion de productos naturales, incluyendo prebiéticos (Sathya y
Khan, 2014).

2.1. Clasificacion

Las GH se pueden clasificar segun su estructura, atendiendo a su similitud de
secuencia, segun su especificidad de sustrato y en funcién de su mecanismo de

accion.

2.1.1. Clasificacién segun su estructura

En 1991 Henrissat propuso una clasificacion de las glicosil hidrolasas basada en
la similitud de secuencia de aminoacidos (Henrissat, 1991). Debido a que existe
una relacién directa entre la similitud de secuencia y de plegamiento, esta
clasificacion refleja mejor las caracteristicas estructurales de estas enzimas,
pudiendo revelar relaciones evolutivas entre ellas. Esta clasificacion evidencia la
dificultad de relacionar entre la pertenencia a una familia y la especificidad de

sustrato.
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En el afio 1998 se creb la base de datos Carbohydrate Active enZymes

(CAZy) (http://www.cazy.org) dedicada al analisis de la informaciéon gendmica,

estructural y bioquimica de las enzimas activas sobre carbohidratos, entre las
gque se encuentran las glicosidasas o glicosil hidrolasas (GH). En esta base de
datos las GH se agrupan en familias creadas en funcion de la evidencia de la
actividad bioquimica de al menos un miembro de la familia. Segun la base de
datos CAZy, las glicosil hidrolasas se agrupan en 167 familias, algunas de ellas
a su vez divididas en subfamilias, como es el caso de las familias GH5, GH13,
GH16, GH30 y GH43. Debido a que la estructura de las proteinas evolutivamente
Se conserva mas que su secuencia de aminoacidos, algunas familias también se
agrupan en clanes diferentes (GH-A hasta GH-R). Esto ocurre cuando una
proteina esta relacionada con mas de una familia o cuando su estructura muestra

similitud con miembros de otras familias (Henrissat y Bairoch, 1996).

2.1.2. Clasificacién segun su especificidad de sustrato

Segun el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NC-IUBMB), las glicosil hidrolasas se dividen en distintas
subclases (aproximadamente 280) en funcion de los diferentes sustratos sobre

los que actian y se les asigna un cadigo diferente (EC 3.2.1.xx) (www.enzyme-

database.org). No obstante, se decidié mantener los nombres sistematicos como
base para la clasificacién ya que el numero de cdodigo sélo es util cuando se
dispone de una lista de clasificacion con el nombre de las enzimas, mientras que
el nombre sistematico se explica por si mismo. Los nhombres sistematicos indican
el tipo de reaccion y son Utiles para encontrar nombres comunes que se ajustan

a las reglas generales de clasificacion.

Ademas, las glicosil hidrolasas pueden ser exo- o endo- en funcién de su
capacidad para romper un sustrato en el extremo (siendo mas frecuentemente
por el extremo no reductor) o en el interior de la cadena, respectivamente (Davies
y Henrissat, 1995).


http://www.cazy.org/
http://www.enzyme-database.org/
http://www.enzyme-database.org/
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2.1.3. Clasificacién segun su mecanismo catalitico

El mecanismo quimico de catalisis de las glicosil hidrolasas puede realizarse
mediante inversion o mediante retencién de la configuracion del carbono
anomérico (Figura 3). En el mecanismo de inversion generalmente interviene un
residuo de glutamico o aspartico (Glu/Asp) que actia como acido y un residuo
de triptéfano (Trp) que actla como base. Se produce una protonacién del
oxigeno por parte del acido y un ataque nucledfilo por parte de una molécula de
agua activada previamente por la base (Figura 3A) (Gloster et al., 2008). Por
otro lado, el mecanismo de retencién (Figura 3B) implica un desplazamiento
doble a través de un intermedio covalente donde uno de los residuos enzimaticos
actua como nucledfilo (generalmente un residuo de Glu) y el otro como un &acido
0 una base general (normalmente un residuo de Glu) (Gloster et al., 2008). En el
caso de las sialidasas (que hidrolizan S-glicésidos) el nucledfilo suele ser un
residuo de tirosina (Tyr) (Koshland, 1956).
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Figura 3. Mecanismo catalitico de glicosil hidrolasas. (A) mecanismo de inversion,
(B) mecanismo de retencioén (Gloster et al., 2008).

Se han descrito variaciones en estos mecanismos de accién. En uno de
estos mecanismos modificados el acido glutamico esta reemplazado por una
glutamina, disminuyendo asi la repulsion (Tiels et al., 2012). Este mecanismo
ocurre en a-manosidasas de la familia GH92 y en mirosinasas de la familia GH1.
Las mirosinasas hidrolizan glucosinolatos y en ellas el acido glutamico esta
sustituido por glutamina y por una base exdgena como es la coenzima L-

ascorbato (Burmeister et al., 2000).
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2.2. Aplicaciones de las glicosil hidrolasas en laindustria alimentaria

El uso de métodos quimicos tradicionales para el procesado de los
carbohidratos provoca un aumento de los costes y una disminucién en el
rendimiento obtenido. Por ello, en los ultimos afos, la utilizacion de enzimas
capaces de hidrolizar carbohidratos se ha convertido en una alternativa muy
interesante, debido a la estereoselectividad y eficacia de las mismas (Bojarova y
Kfen, 2009). A pesar de que el uso de glicosil hidrolasas en la industria
alimentaria esta creciendo rapidamente, se considera insuficiente el nimero de
enzimas disponibles para cubrir la enorme demanda que existe actualmente. Los
avances tanto en tecnologia como el amplio conocimiento de la biologia
molecular han impulsado la investigacién de nuevas glicosidasas o glicosidasas
modificadas con aplicaciones especificas con una mayor eficacia catalitica
(Sathya y Khan, 2014). Ademas, el empleo de glicosil hidrolasas de origen
microbiano es una alternativa adecuada para la disponibilidad de nuevas
enzimas puesto que ofrecen mdltiples ventajas en cuanto a su regio- y
estereoselectividad, eficacia, diversidad y sostenibilidad para el disefio de
nuevos oligosacaridos y/o derivados con propiedades bioactivas (Diez-Municio
et al., 2014; Shmid et al., 2016).

El chequeo inicial de las actividades hidroliticas de las glicosidasas
empleando carbohidratos derivados de p-nitrofenilo (p-NF) suele ser un paso
inicial para verificar su actividad hidrolitica. Entre las glicosil hidrolasas destacan
por su interés especialmente las a- y B-galactosidasas, a-glucosidasas, a-
amilasas, a-ramnosidasas y glicosil hidrolasas que actian sobre carbohidratos

fosforilados, entre otras.

El interés de las a-galactosidasas (EC 3.2.1.22) deriva de sus potenciales
aplicaciones tecnoldgicas y medicinales. La aplicacion industrial mas importante
de estas glicosil hidrolasas es en la industria del azucar de remolacha, la
industria de la pulpa y el papel, asi como en el procesamiento de piensos
(Carrera-Silva et al., 2006). También existe un alto interés en medicina por
enzimas con actividad a-galactosidasa ya que se utilizan en la transformacién
del grupo sanguineo, en el tratamiento de la enfermedad de Fabry y en

xenotransplantes (Gote et al., 2006).
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En la industria alimentaria, las p-galactosidasas (EC 3.2.1.23) se utilizan
por su capacidad para hidrolizar lactosa y sintetizar galactooligosacaridos (GOS)
prebidticos. Entre ellas, existen B-galactosidasas activas a temperaturas
extremas, o en presencia de sales utilizadas para mejorar la conversion catalitica
de lactosa (Igbal et al., 2010; Kittibunchakul et al., 2019).

Las a-glucosidasas (EC 3.2.1.20) poseen un gran interés en biomedicina
como sefalizadores de rutas metabdlicas (Kim et al., 2017), su papel en las
interacciones patégeno-hospedador, tratamientos frente a la diabetes, sus
habilidades biosintéticas para el desarrollo de tejidos organicos y su uso en
degradacion de materiales vegetales u obtencién de productos del almidon (Jeon
et al., 2015).

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) catalizan la hidrdlisis de enlaces glucano a-
(1,4) internos liberando maltosa. Este tipo de enzimas se encuentran dentro de
las enzimas industriales mas conocidas e importantes, con numerosas
aplicaciones en el procesado del almidén, produccién de alcohol, elaboracion de
cerveza, sector textil e industria del papel (Souza y Magalhdes, 2010). La
maltosa es un compuesto muy utilizado en la industria alimentaria, biomédica y
guimica (Jeon et al., 2016). La actividad hidrolitica de las a-amilasas también es
de gran interés en la industria farmacéutica para el uso de la maltosa como
posible sustituyente de la D-glucosa en la alimentacion intravenosa (Outtrup y
Norman, 1984).

Desde su descubrimiento, las a-ramnosidasas (EC 3.2.1.40) han tenido
distintas aplicaciones en la industria alimentaria, como pueden ser la elaboracién
de zumos citricos o su uso como edulcorantes. Estas enzimas se pueden utilizar
para aumentar la biodisponibilidad de algunos polifenoles como la hesperidina,
una flavanona glucdésido encontrada en citricos que puede tener diversos efectos
beneficiosos en la salud (Avila et al., 2009). La mejora de la biodisponibilidad de
los flavonoides se ha asociado con un menor riesgo de padecer enfermedades
coronarias (Hertog et al., 1993). Las a-ramnosidasas también poseen relevancia
en la industria farmacéutica para su uso como precursores en la preparacion de
distintos farmacos puesto que la ramnosa es crucial como intermediario en la
sintesis organica de farmacos (Yadav et al., 2010). En los ultimos afios, también

ha aumentado el interés por el uso de a-ramnosidasas en la industria del vino.

12



Introduccion

Compuestos volatiles como el linalool, geraniol, nerol o citronelol son a-terpenos
responsables del aroma del vino que estan presentes en la piel de la uva de
forma que la presencia de estas enzimas potencia su liberacion, modificando asi

sus propiedades organolépticas (Yadav et al., 2010).

Otros carbohidratos interesantes para las industrias alimentaria,
cosmética y de detergentes son los carbohidratos fosforilados. Estos
carbohidratos se utilizan como precursores para la sintesis de carbohidratos
activados por nucleétidos y como intermediarios en la sintesis de carbohidratos
complejos. Las glicosidasas con actividades fosfo-B-glucosidasa (EC 3.2.1.86) y
fosfo-p-galactosidasa (EC 3.2.1.85) son interesantes para la sintesis de
oligosacaridos ya que su utilizacién supone un abaratamiento de costes frente a
los elevados costes que ocasiona la sintesis quimica de los mismos (Wildberger
et al., 2015).

Por ultimo, otra actividad hidrolitica interesante que se ha encontrado en
proteinas de la familia GH1 es la actividad B-tioglucosidasa o mirosinasa (EC
3.2.1.147). Las tioglucosidasas son enzimas que se encuentran de forma natural
en las plantas cruciferas y tienen la capacidad de catalizar la hidrélisis de
glucosinolatos (tioglicésidos) a isotiocianatos, atribuyéndose a estos ultimos
compuestos potentes propiedades anticancerigenas. También se ha descrito
gue poseen capacidad de regular genes que codifican proteinas protectoras
frente al estrés oxidativo o la inflamacion (Brown y Hampton 2011; Mi et al.,
2011), actividad antibiotica frente a Helicobacter pylori (Fahey et al., 2002), y
otras propiedades preventivas frente a diferentes enfermedades cronicas (Fahey
et al., 2017).

3. Metabolismo de carbohidratos en bacterias lacticas

Las bacterias lacticas se definen como un grupo de microorganismos Gram-
positivos con forma de cocos o bacilos, microaerofilos y no esporulados, que
llevan a cabo la fermentacion de carbohidratos produciendo como principal
metabolito acido lactico (Makarova et al., 2006; Bachmann et al., 2017).

Englobadas dentro de este grupo se incluyen varias especies con gran interés
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industrial pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, y
Weisella (Holzapfel y Wood, 1995). La mayoria de las bacterias lacticas son
iInocuas para los humanos, por lo que se consideran seguras o0 GRAS (Generally
Recognized As Safe) para el consumidor (Makarova et al., 2006). Estas bacterias
se usan ampliamente en la industria alimentaria. Ademas de su uso como
cultivos iniciadores, se han empleado para la produccién de compuestos
aromatizantes, péptidos antimicrobianos y otros metabolitos que contribuyen a
la mejora de las propiedades sensoriales y nutritivas de los alimentos, asi como
para alargar su vida atil (Nguyen et al., 2011). Las bacterias lacticas se aislan de
numerosos nichos ecoldgicos, desde el tracto gastrointestinal humano, de
animales e insectos, hasta plantas, suelos y aguas, lo que da una idea de la
habilidad de este tipo de bacterias para colonizar numerosos ecosistemas,
debido a su capacidad para metabolizar gran variedad de carbohidratos (Buron-
Moles et al., 2019).

Entre las bacterias lacticas, Lactoccocus lactis es la especie mas
estudiada por lo que constituye un modelo para el resto de bacterias lacticas. En
L. lactis se ha descrito que los carbohidratos presentes en el medio pasan al
interior celular a través de la membrana citoplasmatica mediante
transportadores. Fundamentalmente, existen tres tipos de transportadores de
carbohidratos en bacterias. El primero de ellos es el sistema fosfotransferasa o
sistema de translocacion de fosfoenolpiruvato (PEP-PTS), mediante el cual los
carbohidratos se introducen al interior celular acoplados a su fosforilacion
(Postma et al., 1993). En segundo lugar, también existen sistemas de transporte
secundario en los que la captacion de los carbohidratos se encuentra ligada a un
gradiente iénico a través de permeasas (Poolman, 1993). Y, por ultimo, existen
sistemas de transporte primario tipo ABC donde se produce una translocacion
del carbohidrato al interior celular acoplado a la hidrélisis de ATP, que es llevada
a cabo mediante ATPasas (Fath y Kolter, 1993). Desde el punto de vista
bioenergético, el sistema de transporte PTS es probablemente el mas eficiente,
ya que el carbohidrato se transloca y fosforila en un solo paso a expensas de
una molécula de PEP (equivalente a una molécula de ATP, ya que durante la

glicdlisis una molécula de ATP deriva de una de PEP). En cambio, en el caso de
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los carbohidratos que se acumulan activamente por sistemas de transporte no
PTS, se debe gastar mas de un equivalente de ATP tanto para el transporte

como para la fosforilacion subsiguiente (Neves et al., 2005).

El metabolismo de lactosa, glucosa y galactosa es de especial relevancia
para la industria lactea (Figura 4). El principal sistema de transporte que media
el transporte de glucosa en L. lactis es el sistema de PTS-manosa que, ademas
de la glucosa, transporta 2-deoxi-D-glucosa, manosa, glucosamina y fructosa
(Bull, 2007). Algunas cepas de L. lactis poseen ademas un segundo sistema de
PTS-glucosa, que presenta especificidad para glucosa y a-metil-glucésido
(Thompson y Saier, 1981). Alternativamente, la glucosa también se puede
transportar mediante una permeasa y posteriormente fosforilarse por accion de
una glucoquinasa dependiente de ATP (Thompson et al., 1985). La lactosa
también se puede translocar por un sistema PTS-lactosa para producir lactosa
6-fosfato o por una permeasa (Vos et al., 1990; Vos y Vaughan, 1994). La lactosa
6-fosfato, posteriormente se hidroliza produciendo galactosa 6-fosfato y glucosa.
La glucosa formada se fosforila a glucosa-1-fosfato que puede seguir la glicolisis,
mientras que la galactosa 6-fosfato se introduce en forma de los intermediarios
glicoliticos dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido 3-fosfato
(Thompson, 1979; Crow y Thomas, 1984). En el caso del transporte de lactosa
a través de una permeasa, ésta se hidroliza produciendo glucosa y galactosa. La
galactosa se metaboliza en glucosa 1-fosfato que por isomerizacion pasa a
glucosa 6-fosfato que entra en la via glicolitica. Por analogia con el metabolismo
de la lactosa, la galactosa se metaboliza por la via de la tagatosa 6-fosfato
cuando se transloca mediante el sistema PTS-galactosa, o también se puede

transportar por permeasas (Thomas et al., 1980).

Otros dos azucares importantes en la industria alimentaria son la fructosa

y la sacarosa (Figura 4).

15



Introduccion

Galactose Lactose Glucose Lactose Galactose
! 7 10
Lactose 6-P Lactose
I
Yv¥ 11
Galactase 6-P Glucose Galactose
2 8 13
Tagatose 6-P Galactose 1-P
UDP-Glc D
3 15 16
l K UDP-Gal
Tagatose 1,6-P a-G1P
[riomze |5 3 '
/
H 31
- 27 I 25 20 8
Pyruvate
Fructose B-G1P Glucose
* 24 y \ 22 }* 19
| |
F1P Sucrose 6-P Trehalose 6-P Maltose
28 ‘ 23‘ 9 21 | 18 !
Fructose Sucrose Glucose Trehalose Maltose

Figura 4. Posibles rutas de transporte y metabolismo inicial de carbohidratos
(mono y disacéridos) en L. lactis. Las reacciones indicadas estan catalizadas por
las enzimas PTS-galactosa (1), galactosa-6-P-isomerasa (2), tagatosa-6-P-
quinasa (3), tagatosa 1,6-bisP aldolasa (4), PTS-lactosa (5), P-B-galactosidasa (6),
glucosa permeasa (7), glucoquinasa (8), PTS-manosa/glucosa (9), lactosa
permeasa (10), B-galactosidasa (11), galactosa permeasa (12), galactosa
mutarrotasa (13), galactoquinasa (14), galactosa 1-P uridiltransferasa (15), UDP-
galactosa-4-epimerasa (16), a-P-glucomutasa (17), ABC-maltosa permeasa y
proteina de unién a maltosa (18), maltosa fosforilasa (19), B-P-glucomutasa (20),
PTS-trehalosa (21), trehalosa 6-P-fosforilasa (22), PTS-sacarosa (23), sacarosa
6-P-hidrolasa (24), 6-fructoquinasa (25), PTS-fructosa (26), 1-P-fructo-6-quinasa
(27), P-glucosa isomerasa (28), 6-P-fructo-1-quinasa (29), fructosa 1,6-bisP-
aldolasa (30), y enzimas de la ruta glicolitica (31). Circulos y rectangulos
representan sistemas de permeasas y PTS respectivamente (Neves et al., 2005).

La captacion de fructosa puede estar mediada por el sistema PTS-
manosa, que produce fructosa 6-fosfato, o por medio del sistema PTS-fructosa,
y la fructosa 1-fosfato resultante entra en la glicdlisis tras su fosforilacion (Benthin
et al., 1993). La captacién de sacarosa en algunas cepas esta mediada por un
PTS-sacarosa, y la sacarosa-6-fosfato resultante se hidroliza en glucosa 6-
fosfato y fructosa. Para entrar en la glicolisis, la fructosa se fosforila mediante

una fructoquinasa dependiente de ATP. La maltosa se transporta por una
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permeasa dependiente de ATP y se convierte en glucosa y p-glucosa 1-fosfato
por la accion de una maltosa fosforilasa dependiente de fosforo inorganico. La
anomerizacion de la B-glucosa 1-fosfato en glucosa 1-fosfato y la entrada en la
via glicolitica se cataliza por medio de una B-fosfoglucomutasa especifica. Esta
ultima enzima también participa en el metabolismo de la trehalosa, que entra en
la célula a través de un sistema de PTS-trehalosa produciendo trehalosa 6-
fosfato que se convierte a su vez en glucosa 6-fosfato y p-glucosa 1-fosfato a

través de la trehalosa 6-fosfatofosforilasa (Andersson et al., 2001).

Como ya se ha comentado, las bacterias lacticas son adecuadas y
seguras para la industria alimentaria debido a que estan reconocidas con el
estatus GRAS (Generally Recognized as Safe). Por lo tanto, las enzimas
derivadas de estos organismos se pueden utilizar en aplicaciones relacionadas
con la alimentacion (Igbal et al., 2010). Se han estudiado algunas glicosil
hidrolasas procedentes de bacterias lacticas que estan implicadas en el

metabolismo de carbohidratos.

Los lactobacilos y las bifidobacterias persisten en el tracto gastrointestinal
(TGI) de los seres humanos y poseen a-galactosidasas (EC 3.2.1.22) capaces
de producir a-galactooligosacaridos (a-GOS) que pueden ser utilizados como
prebidticos (Goh y Klaenhammer, 2015). La actividad a-galactosidasa en
lactobacilos fue descrita inicialmente por Mital et al. (1973). Algunas especies de
lactobacilos como L. plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. buchneri y L. reuteri
poseen a-galactosidasas (MelA), algunas de las cuales se han caracterizado
bioquimicamente y se ha estudiado su capacidad de transglicosilacién, asi como
la actividad prebidtica de los a-galactooligosacaridos (a-GOS) formados (Garro
et al., 1993; Silvestroni et al., 2002; Tzortzis et al., 2003; LeBlanc et al., 2004).

Las B-galactosidasas (EC 3.2.1.23) usan predominantemente lactosa
como sustrato y se utilizan en la industria lactea, asi como para la sintesis de -
galactooligosacaridos (B-GOS) como prebidticos (Igbal et al., 2010; Schwab et
al., 2010). Tanto en Lactobacillus como en otras bacterias lacticas se han
estudiado algunas [(-galactosidasas. Entre otras, se han caracterizado
bioguimicamente las B-galactosidasas LacZ, de Bifidobacterium infantis HL96
(Hung et al., 2001) y LacLM, de L. plantarum (Igbal et al., 2010; Schwab et al.,
2010).
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Las a-glucosidasas (EC 3.2.1.20) son enzimas muy utilizadas en la
degradacion de sustratos vegetales (Jeon et al., 2015). La primera vez que se
detectd actividad a-glucosidasa en una bacteria lactica fue en Lactobacillus
acidophilus (Li y Chan, 1983). Ademas, se han caracterizado a nivel bioquimico
y genético varias a-glucosidasas presentes en cepas del género Lactobacillus
(De Cort et al., 1994; Kang et al., 2009; Mgller et al., 2012; Delgado et al., 2017).

Las enzimas con actividad a-amilasa (EC.3.2.1.1) presentan numerosas
aplicaciones en el procesado del almidén, produccién de alcohol, elaboracion de
cerveza, sector textil e industria del papel (Souza y Magalhdes, 2010). Se han
descrito y estudiado actividades amiloliticas en bacterias lacticas como
Lactobacillus manihotivoran (Morlon-Guyot et al.,, 2001), Lactobacillus
amylophilus GV6 (Vishnu et al., 2000), Lactobacillus plantarum A6 (Giraud et al.,
1994), Streptococcus bovis JB1 (Freer, 1993), Lactococcus lactis subsp. lactis
B84 (Petrov et al., 2008), Lactobacillus plantarum S21 (Kanpiengjai et al., 2015)

y Enterococcus faecium (Shibata et al., 2007).

Las a-ramnosidasas (EC 3.2.1.40) se pueden utilizar para la elaboracion
de edulcorantes en la industria alimentaria o para aumentar la biodisponibilidad
de hesperidina, que presenta diversos efectos beneficiosos en la salud (Avila et
al., 2009). La mayoria de las a-ramnosidasas caracterizadas actualmente
provienen de bacterias Gram positivas, entre las cuales se encuentran bacterias
lacticas como Lactobacillus plantarum NCC245 (Avila et al.., 2009), Lactobacillus
acidophilus (Beekwilder et al., 2009) y Pediococcus acidilactici (Michlmayr et al.,
2011).

Ademas, las actividades fosfo-B-glucosidasa (EC 3.2.1.86) y fosfo-B-
galactosidasa (EC 3.2.1.85) son interesantes para la sintesis de oligosacaridos
ya que su utilizacion supone una reduccion en los costes frente a la sintesis
guimica (Wildberger et al., 2015). Hasta la fecha se han caracterizado algunas
fosfo-B-glicosidasas en bacterias lacticas como la fosfo-B-glucosidasa BgID de
Oenococcus oeni (Capaldo et al.,, 2011) y las fosfo-B-galactosidasas Lac de
Lactobacillus gasseri JCM 1031 (Suzuki et al., 1996) y LacGl y LacG2 de
Lactobacillus gasseri ATCC33323T (Honda et al., 2012).
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Por ultimo, las tioglucosidasas (EC 3.2.1.147) son enzimas que se
encuentran de forma natural en cruciferas y tienen la capacidad de catalizar la
hidrélisis de glucosinolatos (tioglicosidos) a isotiocianatos. Se han descrito
algunas cepas de bacterias lacticas que poseen actividad mirosinasa como son
Lactobacillus plantarum KW 30, Lactococcus lactis subsp. lactis KF147 (Mullaney
et al., 2013) y Lactobacillus agilis R16 (Palop et al., 1995).

3.1. Metabolismo de carbohidratos en L. plantarum

L. plantarum es una especie de bacteria lactica que se encuentra en una amplia
variedad de nichos, fundamentalmente aquellos con alto contenido en
carbohidratos (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011), ademas de formar parte de
manera natural de la microbiota del tracto gastrointestinal (Ahrné et al., 1998).

En el afio 2003 se secuencid por completo el genoma de la cepa
Lactobacillus plantarum WCFS1 que tiene un tamafo de 3,3 Mb (Kleerebezem
et al., 2003) y, por tanto, esta considerada como la cepa de referencia a nivel de
especie (Martino et al., 2016). La cepa WCFS1 posee numerosas proteinas
implicadas en el transporte y utilizacion de carbohidratos, ademéas de las
correspondientes proteinas acompafnantes regulatorias. Ello le permite crecer en
numerosas fuentes de carbono. El genoma de L. plantarum WCFS1 presenta 25
sistemas enzimaticos completos tipo PTS, y algunos incompletos (Mayo et al.,
2008). Ejemplo de ello son los sistemas PEP-PTS para fructosa, manosa,
celobiosa, trehalosa, B-glucosa, manitol, maltosa, glucitol-sorbitol, N-acetil-
glucosamina, N-acetil-galactosamina, galactosa, lactosa, sacarosa, rafinosa-

melibiosa-galactosa, ascorbato, manosa-fructosa-sorbosa y galactitol

(biocomputo2.ibt.unam.mx/OperonPredictor/). Ademas, incluye otros 30
sistemas de transporte (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011) como sistemas ABC
para manosa, maltodextrinas y maltosa; sistemas principales facilitadores de
carbohidratos (MSF) para arabinosa, 3-ramnosa o mioinositol; o transportadores
de ribosa y maltosa-isomaltosa-trehalosa

(biocomputo2.ibt.unam.mx/OperonPredictor/). Los genes que codifican estos

transportadores estan agrupados con genes que codifican enzimas y proteinas
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reguladoras implicadas en el metabolismo de carbohidratos (Siezen y van
Hylckama Vlieg, 2011).

Segun la base de datos Prokariotic operon Database (Taboada et al.,

2012) (biocomputoZ2.ibt.unam.mx/OperonPredictor/) los genes de glicosil

hidrolasas de L. plantarum WCFS1 se encuentran organizados en operones
adyacentes a genes que codifican sistemas de transporte y proteinas
reguladoras de los mismos. En el caso de las glicosil hidrolasas de la familia
GH1, éstas se encuentran asociadas a sistemas de transporte PTS (Michimayr
y Kneifel, 2014).

L. plantarum WCFS1 posee 55 proteinas anotadas en la base de datos

Carbohydrate-Active  enZymes  (CAZy)  (http://www.cazy.org/b125.html)

(Lombard et al., 2014) como posibles glicosil-hidrolasas (GH), también conocidas
como glicosidasas o glicésido hidrolasas (Tabla 1). Estas proteinas estan
clasificadas en 18 familias de glicosil hidrolasas las cuales estan implicadas en
la hidrdlisis, sintesis o modificacion de carbohidratos y glicoconjugados.

Tabla 1. Proteinas de L. plantarum WCFS1 anotadas en la base de datos CAZy como glicosil
hidrolasas y familias a las que pertenecen.

Familia | N° | Proteinas

GH1 11 | Lp_0440, Lp_0906, Lp_1401, Lp_2777, Lp_2778, Lp_3011, Lp_3132,
Lp_3512,Lp_3525, Lp_3526y Lp_3629

GH2 1 | Lp_ 3483 +Lp_3484

GH13 11 | Lp_0020, Lp_0025, Lp_0174, Lp_0179, Lp_0189, Lp_0193, Lp_0263,
Lp_2757,Lp_3220, Lp_3627y Lp_3641

GH20 1 | Lp_3645

GH23 5 | Lp_0302, Lp_0673, Lp_2409, Lp_3014 y Lp_3015

GH25 7 | Lp_0675,Lp_0681, Lp_1158, Lp_1767, Lp_2401, Lp_2810y Lp_3093

GH31 1 | Lp_3534

GH32 1 | Lp_ 0187

GH36 1 | Lp_3485

GH38 1 |Lp_3631

GH39 1 |Lp_1187

GH42 1 | Lp_3469

GH65 4 | Lp_0028, Lp_0181, Lp_1730y Lp_3530

GH73 4 | Lp_1138,Lp_2645, Lp_3151y Lp_3153

GH78 2 | Lp_3471yLp_3473

GH85 1 |Lp_0182

GH92 1 | Lp_3634

GH125 1 | Lp_3632
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La mayoria de estas proteinas también estan presentes en otras cepas de
L. plantarum y, hasta el comienzo de estas tesis, algunas de ellas se han
caracterizado con mayor o menor grado de profundidad (Tabla 2). Por ejemplo,
se han caracterizado glicosidasas con actividad B-fructosidasa [equivalente a
Lp_0187 (SacA) en L. plantarum WCFS1 (Mendoza-Llerenas et al., 2016) y en
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ST-lII (Chen et al.,, 2014)], a-
galactosidasa [Lp_3485 (MelA)] (Silvestroni et al., 2002), B-galactosidasas
heteroméricas [Lp 3483 (LacL) y Lp 3484 (LacM)] (Mayo et al., 1994;
Fernandez et al., 1999), B-galactosidasas Lp_3469 (LacA]) (Igbal et al., 2010),
a-amilasa [Lp_0179 (Amy2)] (Jeon et al., 2016; Kanpiengjai et al., 2015), y a-
ramnosidasas [Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2)] (Avila et al., 2009;
Beekwilder et al., 2009), entre otras. También se ha descrito alguna glicosidasa
en otras cepas de L. plantarum que no esta presente en L. plantarum WCFS1,
como es el caso de una a-1,6-glucosidasa descrita en L plantarum LL441

(Delgado et al., 2017), entre otras.

De la potencialidad metabodlica que posee L. plantarum WCFS1 para
transformar carbohidratos, solo se ha caracterizado un reducido numero de
proteinas con actividad glicosidasa, permaneciendo un alto nimero de estas
enzimas sin caracterizar en la actualidad. La caracterizacion de un gran nimero
de enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos en L. plantarum
WCFS1 aportaria informacion muy relevante sobre el metabolismo de estos
compuestos tanto en la especie L. plantarum como para otras especies de

bacterias lacticas que poseen proteinas similares.
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Tabla 2. Caracteristicas de las glicosil hidrolasas descritas en diversas cepas de L. plantarum.

Masa molecular

T2 6ptima

pH

Cepa Enzima (kDa) Sustratos (°C) 6ptimo Referencia

L. plantarum C3.8 Lp_3483 (LacL)+Lp_3484 (LacM) - o-NPG - - (Mayo et al., 1994)

L. plantarum 2 Lp_3483 (LacL)+Lp_3484 (LacM) - Sistema API - - (Fernandez et al., 1999)
L. plantarum ATCC 8014  Lp_3485 (MelA) 84 Lactosa/melibiosa/galactosa/rafinosa - - (Silvestroni et al., 2002)
L. plantarum NCC245 Lp_3471 (Raml)+Lp_3473 (Ram2) 73+57 p-NPR/hesperidina/rutina 50/60 7,0/5,0  (Avila et al., 2009)

L. plantarum DSM20205  Lp_3471 (Ram1) - p-NP-a-L-Ram - 6,0 (Beekwilder et al., 2009)
L. plantarum WCFS1 Lp_3483 (LacL)+Lp_3484 (LacM) 72+35 o-NPG/lactosa 55/60 7,5/7,0 (Igbal et al., 2010)

L. plantarum ST-IlI Lp_0187 (SacA) 56,7 1-kestosa 37 6,0 (Chen et al., 2014)

L. plantarum S21 AmyL 95 Almidon 45 5,0 (Kanpiengjai et al., 2015)
L. plantarum ST-IlI Lp_0179 (Amy2) 49-50 Almidén 30 3,0 (Jeon et al., 2016)

L. plantarum WCFS1 Lp_0187 (SacA) 58 Sacarosa 37 6,0-6,5 (Mendoza-Llerenas et al., 2016)
L. plantarum LL441 MalL 68 p-NP-a-Glu 30 5,0 (Delgado et al., 2017)

avarias cepas de Lactobacillus plantarum
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Objetivos

En el género Lactobacillus se ha descrito que el tamafio del genoma esta
relacionado con la capacidad del microorganismo para metabolizar un amplio
niamero de carbohidratos. De este modo, especies con genomas de mayor
tamafo suelen ser capaces de utilizar un numero mas amplio de carbohidratos
complejos, mientras que genomas mas pequefios se asocian con habitats mas

restringidos y son capaces de utilizar Unicamente azucares simples.

L. plantarum WCFS1 es la primera cepa secuenciada del género
Lactobacillus y de la especie L. plantarum y, por tanto, esta considerada como la
cepa de referencia de esta especie (Martino et al.,, 2016). Segun Integrated

Microbial Genomes (IMG) (https://img.jgi.doe.gov/cqgi-bin/w/main.cgi), esta cepa

presenta uno de los genomas de mayor tamafo y el 2,9% de sus genes codifica
enzimas que actuan sobre carbohidratos (van den Broek et al., 2008). El genoma
de la cepa WCFS1 presenta numerosos sistemas enzimaticos de transporte de
carbohidratos tipo PEP-PTS y otros sistemas de transporte de carbohidratos lo
que le permite crecer en numerosas fuentes carbono (Mayo et al., 2008). Los
genes que codifican estos transportadores estan agrupados con genes que
codifican enzimas y proteinas reguladoras implicadas en el metabolismo de
carbohidratos (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011). Por ello, en L. plantarum
WCFS1 se han identificado in silico un elevado nimero de genes que pueden
codificar enzimas implicadas en la hidrdlisis, sintesis o modificacion de

carbohidratos y glicoconjugados. Segun la base de datos CAZy

(http://www.cazy.org/b125.html) la cepa L. plantarum WCFS1 presenta 55
proteinas anotadas como posibles glicosil hidrolasas. Algunas de estas proteinas
se han caracterizado con mayor o menor grado de profundidad y se ha
demostrado que presentan actividades B-fructosidasa, a-galactosidasa, B-
galactosidasa o a-ramnosidasa entre otras. Estas proteinas constituyen un grupo

interesante de enzimas con potenciales aplicaciones en la industria alimentaria.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipétesis de partida de este
trabajo se basa en el hecho de que L. plantarum WCFS1 es un modelo util y
versatil para la identificacion de nuevas actividades enzimaticas con interés
tecnoldgico y biolégico. Estas enzimas podrian llevar a cabo la sintesis eficaz de
nuevos compuestos con propiedades beneficiosas sobre la salud humana, como

por ejemplo la sintesis de nuevos prebidticos. Esto se ve respaldado,
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Objetivos

principalmente, por el elevado nimero de genes identificados in silico en la cepa
WCFS1 que podrian codificar un amplio abanico de enzimas implicadas en la
hidrdlisis y sintesis de carbohidratos. Basandonos en esta hipétesis, el objetivo
general de esta tesis es el estudio de las actividades glicosil hidrolasa presentes
en L. plantarum WCFS1 dirigido a aumentar el conocimiento de la capacidad
hidrolitica sobre carbohidratos presente en esta cepa, asi como la disponibilidad
de un amplio abanico de enzimas activas sobre carbohidratos con potenciales

aplicaciones en el ambito alimentario.
Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:

1. Estudio de la capacidad metabolica de L. plantarum WCFS1 sobre

carbohidratos.

2. ldentificacion y caracterizacion bioquimica de glicosil hidrolasas en L.
plantarum WCFS1.

3. Relevancia de estas glicosil hidrolasas en el fenotipo de L. plantarum
WCFSL1.

4. Analisis in silico de la presencia/ausencia de glicosil hidrolasas en

distintas cepas de la especie L. plantarum y de otras especies

pertenecientes al grupo plantarum.
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Materiales y métodos

1. Estirpes bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Para el desarrollo de este trabajo se han empleado los plasmidos y las estirpes

bacterianas indicados en las Tablas 3 y 4 respectivamente, asi como los

oligonucledtidos sintéticos descritos en la Tabla 5.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido

Genotipo/fenotipo relevante®

Referencia/Origen

pURI2-Cter
pURI2-Cter-lp_0263
pURI3

pURI3-Ip_3525
pURI3-Ip_3629

pURI3-Cter

pURI3-Cter-lp_0179
pURI3-Cter-lp_0187
pURI3-Cter-lp_0440
pURI3-Cter-lp_0906
pURI3-Cter-lp_1401
pURI3-Cter-lp_2757
pURI3-Cter-Ip_2777
pURI3-Cter-lp_2778
pURI3-Cter-lp_3011
pURI3-Cter-lp_3132
pURI3-Cter-lp_3220
pURI3-Cter-lp_3469
pURI3-Cter-lp_3471
pURI3-Cter-lp_3473
pURI3-Cter-lp_3485
pURI3-Cter-lp_3512
pURI3-Cter-lp_3526

pUCE191

pUCE191-lp_0187*
pUCE191-Ip_0263*
pUCE191-Ip_0906*
pUCE191-lp_2777*
pUCE191-Ip_3469*
pUCE191-lp_3471*
pUCE191-Ip_3629*

Derivado de pT7-7, AmpR

AmpR

Derivado de pT7-7, AmpR

AmpR
AmpR

Derivado de pT7-7, AmpR

AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR

Derivado de pUC19, AmpR, EmR

AmpR, EmR
AmpR, EmR
AmpR, EmR
AmpR, EmR
AmpR, EmR
AmpR, EmR
AmpR, EmR

Curiel et al., 2011
Este estudio
Curiel et al., 2011

Este estudio
Este estudio

Curiel et al., 2011

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Arrecubieta et al., 1995

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

aAmpR, resistente a ampicilina; EmR, resistente a eritromicina; *pUCE191 con un fragmento interno del

correspondiente gen
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Tabla 4. Estirpes bacterianas empleadas en este trabajo.

Estirpe®

Genotipo/fenotipo relevante

Referencia/Origen

Escherichia coli

DH5aF’

DH10B

BL21 (DE3)

Lactobacillus plantarum

WCFS1 (NCIMB 8826)
WCFS1Alp_0187
WCFS1Alp_0263
WCFS1Alp_0906
WCFS1Alp_2777
WCFS1Alp_3469
WCFS1Alp_3471
WCFS1Alp_3629

F’/ endAl hsdR17(rk-mk-) supE44 thi-1 recAl
gyrA(Na1r) relA1A(laclZYA-argF) U169 deoR
(P80dlacA(lacz)M15)

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80dlacZAM15 AlacX74 recA1 endA1 deoR
araD139 A (ara leu)7697 galU galK rpsL nupG
A—

fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [decm] AhsdS A
DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B int: :(lacl:
PlacUV5:T7 gene 1) i21 Aninb T1

Cepa silvestre

Derivada de WCFS1; Alp_0187
Derivada de WCFS1,; Alp_0263
Derivada de WCFS1,; Alp_0906
Derivada de WCFS1; Alp_2777
Derivada de WCFS1,; Alp_3469
Derivada de WCFS1,; Alp_3471
Derivada de WCFS1,; Alp_3629

Hanahan, 1983/Promega

Durfee et al., 2008

Studier et al., 1990/Novagen

Kleerebezem et al., 2003/NCIMB?
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

aNCIMB, National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria
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Tabla 5. Oligonucleétidos empleados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5'2>3’) @

371 CATCATGGTGACGATGACGATAAGATGGTAGAGTTTCCGGAAGGCTTTG
372 AAGCTTAGTTAGCTATTATGCGTATCAAAACCCATTCCGTTCCCCAAGC
427 CATCATGGTGACGATGACGATAAGATGTCAGAGTTCCCAGAA

428 AAGCTTAGTTAGCTATTATGCGTACTATTTCTTTGTCAGCCCATTATGC
444 GGAACTCTAGAGGGTATTAATAATGAAATTATCAGAACAAGTGATTTAT
445 CTATTAATGATGATGATGATGATGACCTAACAACAGCGCAACCGCTTGA
697 CAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAACGAGAAAAATATAAAACACA
698 ATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACTTATTAAATAATTTATAGCTATT
1224 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

1233 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

1591 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAACAACGAGTGGTTTACGA
1592 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCTTCAAATCGGCCCCATTCGTC
1593 GTTGGTACCCGATGATCCTGAC

1594 GAATTCTAGAAACTAAAGCCA

1597 CATTCAAGGTACCTAAAGTCGTTG

1598 GTATTICTAGAAGTAAATATCAG

1601 CATCAACGGTACCGGTAAAGCTGAG

1602 CTCACCCATCTAGATAAACGGTGTTG

1611 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACAAAAGGATACAAAATGCCCA
1612 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTAAATCTTCACCATCACTCGCAAT
1666 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACGATTAAAGGACGAGCGTTTC
1667 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCTCAATTTCGGCACCATTTGTCGC
1668 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGATGTTTACAAAACGAGTCCTA
1669 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTTGAATGACTATACTATTTTCATC
1670 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAATTTCCGGCTGATTTTTACT
1671 GCTATTAATGATGATGATGATGATGATTTGAGGCCGAGGGACCCAGATC
1672 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGATAACGAGCGACAGATGCCCA
1673 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCAATTCATCTCCATTTTTTGCTAG
1674 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGGATTACGAAAAGATTTCTTAT
1675 GCTATTAATGATGATGATGATGATGATCTAGACTAGTTCCATTTGTCTG
1676 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTATAAACCAACTTATCCTAAAA
1677 GCTATTAATGATGATGATGATGATGAGCTAGATCTTCACCATTAGATTT
1678 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTATTCAAAAACAATGCCAACTG
1679 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTCCCAAATCTTCCCCATTCGAAGC
1697 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGATATGGAATCGTAAAACCCGTT
1698 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTTTAATTTTGGTTTCATTGTTATC
1699 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCAGTAACGTTGCAGCAAACTT
1700 GCTATTAATGATGATGATGATGATGGTCCTTAGCCTTGAAGTAATGTAC
1703 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCCAATCCATTAAAGACAACA
1704 GCTATTAATGATGATGATGATGATGTTTATTCATCATATAGACTTGAAC
1705 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCTCATGTCGAAAGAGGCTGTTT
1706 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCACTGGGACCACCGCAGTTCTATT
1707 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCGTTTACTTTTCAAATCAATA
1708 GCTATTAATGATGATGATGATGATGAACGAGGTACTTATTAATCAAGTA
1723 AGGCAATGTCCTTGGTGC

1726 GTGACAGCCAATTTTATGG

1727 TCCCTCCAGTTTTACCTCTG

1750 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCACGCGATACGCAAACGCAAT
1751 GCTATTAATGATGATGATGATGATGATTGGACTGGTCAGCAACTTTAGT
1800 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAACTAGCTGGAATTAGGCACC
1801 GCTATTAATGATGATGATGATGATGAGCCACGGTTAATTCAAAGCCTCC
1802 TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAAAAAAATTGGTGGCAAAAAG
1803 GCTATTAATGATGATGATGATGATGCTCATTTGAATTCACCTCAAAAAG
1830 GCTACAACAAAGGTACCTAAACGTG

1831 TGTTTATCTAGATCTGACCAATCG

1832 GGCATCGTTTGGTACCAGACCGGAC

1833 AATATCATGTTICTAGAAATACTGG

1857 GCTAATCGGTACCCAGACGACTACT

1858 TGCCACTGGATTTTTICTAGAGGTGC

1859 CTTGGTACCATCGACGAGTGGCAGA

1860

AAATTGAGGAGTAGTATCTAGAGGC

a L as dianas de restriccién Kpnl y Xbal se encuentran subrayadas
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2. Medios y condiciones de cultivos

Lactobacillus plantarum WCFS1, de manera general, se cultivd en medio MRS
(Pronadisa, Esparfia) a 30 °C sin agitacion. Para los cultivos en medio sélido se
afiadio agar al 1,5%. En los ensayos con extractos proteicos y células durmientes
(resting cell) con el fin de evitar el mecanismo de regulacién por catabolito que
afecta a la expresion de los genes que codifican determinadas glicosidasas, L.
plantarum WCFS1 se cultivé en medio MRS en el que se sustituyé la glucosa por
galactosa (Marasco et al., 2000). La concentracion de antibi6ticos utilizada para
el cultivo de cepas resistentes fue 10 pg/mL para eritromicina y 100 pg/mL para

lincomicina.

Las cepas de Escherichia coli se cultivaron rutinariamente en el medio de
Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) a 37 °C en agitacion a 140 rpm, o
afadiendo agar al 1,5% para los cultivos en medio sélido. Cuando se requirio se

afiadié ampicilina al medio a una concentracion de 100 pg/mL.

Todas las cepas se conservaron congeladas a -80 °C en el medio de
cultivo correspondiente, al que se le afiadio glicerol estéril a una concentracion
final del 10%. En el momento de sembrarlas, las cepas se descongelaron y se

cultivaron en sus correspondientes medios de cultivo.

3. Técnicas de ADN

3.1. Extraccion de ADN cromosOomico

Para la extraccion del ADN cromosomico de L. plantarum WCFSL1 las bacterias
se cultivaron en 10 mL de medio MRS a 30 °C sin agitacion durante 18 h.
Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 16000 x g durante 15 min a
temperatura ambiente en una microcentrifuga (Hettich®, MIKRO 120, Alemania).
Las células sedimentadas se lavaron en 500 yL de TES (Tris HCI 10 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM; NaCl 100 mM). El sedimento se resuspendio en 600 uL de solucion
TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) conteniendo 10 mg/mL de lisozima
(Sigma-Aldrich, Alemania) y se incub6 durante 30 min a 37 °C.
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Con el fin de producir la lisis celular, a la suspension obtenida se le
afnadieron 70 yL de SDS al 10% y se incubé a 37 °C durante 30 min.
Posteriormente se afiadieron 10 pL de proteinasa K (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich,
Alemania) y de nuevo se incub6 durante 30 min 37 °C. Una vez lisado el cultivo,
el ADN se desproteiniz6 mediante dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol

isoamilico (25:24:1) y una extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

Para precipitar el ADN cromosémico se afladié NaCl 5M para conseguir
una concentracion final de 200 mM y dos volumenes de etanol frio (-20 °C). El
tubo se agité lentamente hasta que aparecié el ADN como un precipitado. El
ADN precipitado se lavd con etanol frio (-20 °C) al 70% y se dejé secar al aire.
Finalmente, el ADN se disolvié en tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; 1 mM
EDTA) y se almacend a -20 °C hasta su uso (Sambrook et al., 1989).

3.2. Extraccion de ADN plasmidico

3.2.1. Extraccion rapida

Con el propésito de seleccionar las cepas de E. coli transformadas con los
plasmidos recombinantes portadores del gen de interés, se utiliz6 un método
rapido de extraccion de plasmidos a partir de colonias crecidas en medio sélido.
Para llevar a cabo la extraccion del ADN plasmidico, la colonia se recogié con
una punta estéril y se resuspendié en 20 uL de una solucion compuesta por
lisozima 0,5 mg/mL, EDTA 25 mM pH 8,0, Tris HCI 25 mM pH 7,5, RNasa 0,1
mg/mL, azul de bromofenol al 0,02% vy glicerol al 0,015%. La mezcla se incub6
a temperatura ambiente durante 15 min, posteriormente se afiadieron 5 pL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se agitdé vigorosamente. La
mezcla se centrifug6 a 16000 x g durante 2 min en una microcentrifuga (Hettich®,
MIKRO 120, Alemania). A continuacién, se recogieron 10 pL de la fase superior
acuosa y se realiz6 una electroforesis convencional en geles de agarosa. Como
control de utiliz6 el plasmido molde procesado de la misma forma que las
muestras. Las células transformadas con los plasmidos recombinantes se
seleccionaron mediante la diferencia de tamafio del plasmido recombinante con

respecto al plasmido original debido a la presencia de los genes clonados.
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3.2.2. Extraccion de alta pureza

Para obtener un ADN plasmidico de mayor pureza, se realizo la extraccion con
los sistemas comerciales High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche, Suiza) y
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN, Biotech Corp, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos, una vez extraidos, se

conservaron a -20 °C hasta su uso.

3.3. Amplificacion de secuencias de ADN mediante PCR

Para llevar a cabo la amplificacion de ADN, los reactivos empleados se

adquirieron a las casas comerciales Applied Biosystems y Takara Biotechnology.

Las reacciones de amplificacién de ADN se llevaron a cabo en un volumen
final de 25 o 50 pL, conteniendo ADN polimerasa termoestable, tampones de
reaccion, desoxinucledtidos (dNTPs), ADN molde y los oligonucleétidos
utilizados como cebadores. En las reacciones de PCR se utilizaron las siguientes
ADN polimerasas: AmpliTag Gold™ (Applied Biosystems, USA), a una
concentracion final de 0,025 U/uL y PrimeSTAR™ HS (Takara Biotechnology,
Japén) a una concentraciéon final de 1,25 U/uL, siguiendo las instrucciones
suministradas por los proveedores. Se han utilizado los tampones de reaccién
recomendados para cada una de las polimerasas empleadas. Cuando se utilizd
la enzima AmpliTaq Gold™ se empleé MgCl2 a una concentraciéon 2 mM en la
mezcla final, estando el tampon de reaccion compuesto por Tris-HCI 10 mM, pH
8,3; KCI 50 mM y los dNTPs a una concentracion final de 0,25 mM. En los casos
en los que se utilizé la polimerasa PrimeSTAR™ HS se utiliz6 un tampén de
reaccion conteniendo MgClz 5 mM en la mezcla final y una concentracion final
de dNTPs de 0,2 mM. Los oligonucle6tidos se utilizaron a una concentracion final
de 1 uM cuando se utilizé la polimerasa AmpliTag Gold™ y de 0,3 uM en el caso
de la polimerasa PrimeSTAR™ HS. El ADN molde (~200 ng) que contiene la
secuencia que se pretende amplificar se afiadié en ultimo lugar. Las reacciones

de PCR se realizaron indistintamente en los termocicladores Personal,
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Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y SimpliAmp Thermal Cycler
(Applied Biosystems by Thermofisher, USA).

Las reacciones de PCR consistieron en 30 ciclos de tres fases cada uno:
fase de desnaturalizacion del ADN (95 °C durante 30 segundos para AmpliTaq
Gold™ y 98 °C durante 10 segundos para PrimeSTAR™ HS, una fase de
hibridacion de los oligonucle6tidos con el ADN molde cuya temperatura vario
dependiendo del ensayo realizado (30 segundos para AmpliTagq Gold™ y 5
segundos para PrimeSTAR™ HS), y una fase de elongacioén o sintesis de ADN
realizada a 72 °C durante un tiempo proporcional al tamafio del fragmento a
amplificar. En las reacciones realizadas con ADN polimerasa AmpliTaq Gold™
se tuvo que introducir una etapa previa de 95 °C durante 10 min para su

activacion puesto que esta enzima se suministra en estado inactivo.

3.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para resolver las muestras de ADN se utilizaron geles de agarosa al 0,7% 0 2%
en tampén TAE (Tris-HCI 40 mM pH 8,0; &cido acético 20 mM; EDTA 2 mM),
utilizando el mismo tampdén como electrolito. A las muestras se les afiadié un
20% de su volumen de una solucion compuesta por azul de bromofenol al 0,25%,
xilencianol FF al 0,25% y glicerol al 30% en agua. Las electroforesis se realizaron
a 90 Vy, una vez finalizada, los geles se tifieron con GelRed™ Nucleic acid Gel
Stain (Biotium, USA) siguiendo las indicaciones suministradas por el proveedor.
Los fragmentos de ADN se visualizaron mediante radiacién ultravioleta a 302 nm
en un sistema de captura y andlisis de imagenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad,
USA). Como marcadores de tamafo se utilizaron ADN del fago Lambda cortado
con EcoT14l (Takara Biotechnology, Japén) y el marcador 100 bp ladder
(Biotools, Espafia).
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3.5. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se llevé a cabo mediante el
kit QIAquick Gel extraction (QIAGEN, Alemania) siguiendo las indicaciones
suministradas por el proveedor. En este caso para la visualizacion de los
fragmentos de ADN se utiliz6 un equipo transiluminador (Vilber Lourmat,

Francia).

3.6. Métodos de clonaje

3.6.1. Método de clonaje independiente de ligacion (LIC)

En esta tesis se utilizaron los vectores pURI3 (Rivas et al., 2007), pURI2-Cter y
pURI3-Cter de la familia pURI (Curiel et al., 2011) (Figura 5) para realizar el
clonaje de los genes de interés mediante un método de clonaje independiente
de ligacion (LIC) descrito por De las Rivas y colaboradores (De las Rivas et al.,
2007).

El vector de expresion pURI2-Cter (7,8 kb) deriva del vector de expresion
pIN-III (IppP-5) A3 (De las Rivas et al., 2007). En este vector la expresion de la
proteina de interés se encuentra bajo el control de los promotores Ipp” -5 y lac”®
inducibles mediante IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) (Inouye y Inouye,
1985).

El vector de expresion pURI3 (2,7 kb) deriva del vector comercial pT7-7
(De las Rivas et al.,, 2007). Este vector contiene una secuencia lider para la
expresion de proteinas tras la region RBS que codifica un residuo de metionina
en el extremo amino terminal, tres aminodcidos espaciadores y una cola de
afinidad que codifica seis residuos de histidina, un residuo espaciador que
codifica una glicina y la secuencia de reconocimiento para la proteasa
enteroquinasa (DDDDK). Esta secuencia lider continda con la metionina inicial
de la proteina de interés, una regién intergénica no codificante de 230 pb que
contiene la diana de restriccion Notl y finalmente cuatro codones de terminacién

en tdndem. En los vectores pURI3 y pURI3-Cter la expresion de la proteina de
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interés se encuentra bajo el control del promotor g del fago T7 con una ARN
polimerasa inducible mediante IPTG (Studier y Moffatt, 1986).

210 L ATG | His | EK | ATG I l |

pURI3
(2.7 kb)

~— Ipps ATG His

pURI2-Cter

(7.8 kb)

il Tt |

ATG His

a10

pURI3-Cter
(2.7 kb)

Ap'

Figura 5. Representacion esquematica de los vectores de expresion utilizados en
este trabajo: pURI3 (A), pURI2-Cter (B) y pURI3-Cter (C).
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En el caso de los vectores pURI2-Cter y pURI3-Cter presentan la
secuencia lider para la expresion de proteinas tras la region RBS, constituida por
un residuo de metionina en el extremo amino terminal. La cola de afinidad que
codifica seis residuos de histidina se localiza a 280 pb tras ese residuo de
metionina, seguida de cuatro codones de terminacidén en tandem. De esta forma

la cola de histidinas se inserta en el extremo C-terminal del gen clonado.

El proceso para llevar a cabo el clonaje mediante el método LIC se llevo
a cabo amplificando en primer lugar los genes de L. plantarum utilizando ADN
polimerasa PrimeSTAR™ HS (Takara Biotechnology, Japén) y los
oligonucledtidos descritos en la Tabla 5, disefiados con extremos 5
complementarios a regiones presentes en los vectores de expresion. De esta
manera, en una segunda amplificacién, utilizando el vector como molde y el gen
amplificado como cebador, los extremos 5’ hibridan en el plasmido, permitiendo
a la enzima ADN polimerasa copiar el resto del plasmido y la consiguiente

insercion del gen de interés en el mismo.

Para seleccionar los plasmidos que contienen el gen de interés, se realizd
una digestion de la mezcla anterior con la enzima Dpnl (Roche, Suiza) durante
18 h a 37 °C, ya que éstos no presentan secuencias metiladas y por lo tanto no
van a ser digeridos por dicha enzima. Posteriormente, cuando el gen de interés
no presentaba la diana de corte con Notl (Takara, Japon), se llevé a cabo una
segunda digestion con esta enzima durante 4 h a 37 °C en tampén H (Takara,
Japon), ya que esta diana de restriccion se encuentra en la region intergénica no
codificante presente solo en el plasmido original y no en los plasmidos que han
incorporado el inserto. Posteriormente, ambas enzimas se inactivaron mediante
una incubacién a 65 °C durante 25 min y, una vez inactivadas, en los casos en
los que la construccion se llevé a cabo en derivados de pURI3-Cter y pURI3,
células competentes de E. coli DH10B se transformaron con el producto de
digestion. Cuando la construccion se llevo a cabo en el derivado de pURI2-Cter,
células competentes de E. coli DH50F’ se transformaron con el producto de la
digestion (apartado 4.1 de Materiales y Métodos). Como medio de seleccién
se utilizaron placas de LB suplementadas con ampicilina a una concentracion de
100 pg/mL.
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3.6.2. Método de clonaje con enzimas de restriccién

Este método se realizd para clonar fragmentos de los genes de interés en el
vector pUCE191 (AmpRy EmR) derivado de pUC19 (Arrecubieta et al., 1995),
con el fin de interrumpirlos posteriormente en L. plantarum mediante un proceso
de insercién-duplicacion por recombinacion homoéloga ya que el plasmido
pUCE191 no replica en L. plantarum.

Los plasmidos derivados de pUC19 presentan un fragmento del gen lacZ
que codifica los primeros 146 aminoacidos de la B-galactosidasa LacZ, dentro
de este fragmento se encuentra el sitio de clonaje multiple (MCS) del plasmido
sin interrumpir el marco de lectura. Cuando se utilizan estos plasmidos para
transformar cepas que producen el fragmento perteneciente a la zona C-terminal
de esta enzima, como es el caso de E. coli DH10B, tiene lugar un proceso de a-
complementacion que dara lugar a la proteina completa. Por el contrario, cuando
se clona un gen, o fragmento de gen, en el MCS no se produce esta a-
complementacion ya que no se sintetiza el fragmento N-terminal de LacZ. La
presencia o ausencia de una -galactosidasa LacZ funcional servird

posteriormente para seleccionar las colonias de interés en placas.

Los fragmentos se amplificaron mediante PCR utilizando ADN
cromosoémico de L. plantarum WCFS1 como molde. Los cebadores se disefiaron
incorporando las dianas de restriccion Kpnl y Xbal de tal forma que los
fragmentos amplificados presentaban estas dianas en sus extremos 5 y 3’
respectivamente (Tabla 5). Tanto los fragmentos amplificados como el vector
pUCE191 se digirieron con ambas enzimas de restriccion, se purificaron
siguiendo el método de purificacion en geles de agarosa mencionado en el
apartado 3.5 de Materiales y Métodos y, posteriormente se ligaron usando la
enzima T4 DNA ligase (USB®, Affymetrix, USA) durante 18 h a 4 °C. Finalmente,
con el producto de ligacion se transformé E. coli DH10B (apartado 4.1 de

Materiales y Métodos).
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3.7. Secuenciacién de ADN y andlisis de la informacion

La secuenciacibn de ADN se realizd en la empresa Secugen

(http://www.secugen.es). Para ello se utilizé un secuenciador automatico modelo

ABI Prism 377 (Applied Biosystems, USA) con el kit de secuenciacion BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA) con terminadores fluorescentes y el
ADN polimerasa AmpliTaq FS (Applied Biosystems, USA).

4. Transformacion genética de cepas bacterianas

4.1. Transformacién genética de Escherichia coli

Para la transformacion genética de E. coli, se prepararon células competentes
obtenidas mediante el método de cloruro de rubidio (Hanahan, 1983). Las células
competentes se obtuvieron cultivando células de E. coli DH10B, BL21 (DE3) o
DH5aF’ en 100 mL de LB hasta una DOsoo de 0,48. Posteriormente se
mantuvieron en hielo durante 30 min y el cultivo se centrifugé a 8000 x g durante
7 min a 4 °C (Sorvall™ RC 6 Plus, Thermo Fisher, USA). El sedimento celular se
resuspendio en 30 mL de la solucion TFBI (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, KOAc
30 mM, CaCl2 10 mMy glicerol 15%) durante 90 min a 4 °C. Pasado ese tiempo,
la suspension celular se centrifugd a 8000 x g durante 7 min a 4 °C (Sorvall™
RC 6 Plus, Thermo Fisher, USA) y el sedimento se resuspendié suavemente en
4 mL de la solucion TFBII (MOPS 10 mM, RbCIl 10 mM, CaClz 75 mM y glicerol
15%) hasta obtener una suspension homogénea de células competentes. La

suspension se repartio en alicuotas de 200 yL y éstas se conservaron a -80 °C.

La transformacién de las células obtenidas se realiz6 incubandolas con el
plasmido (100 ng) durante 15 min en hielo, seguido de 3 min a 37 °C y de 5 min
en hielo. Posteriormente, se afiadido 1 mL de LB a las células y se incubaron a 37
°C durante una hora. Transcurrida la incubacion las células transformadas se
seleccionaron en placas de LB conteniendo el antibiético correspondiente y se

incubaron a 37 °C hasta la aparicion de colonias.
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Las colonias de E. coli DH10B transformadas con las construcciones
realizadas en pUCE191 se cultivaron en placas de LB suplementadas con
ampicilina (100 pg/mL), isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) (Sigma-
Aldrich, Alemania) (0,2 mM), utilizado como inductor del gen lacZ, y el sustrato
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal) (Roche, Suiza) (0,04
mg/mL). El compuesto X-gal se hidroliza por accion de la enzima 3-galactosidasa
LacZ y tras oxidarse origina un compuesto azul (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo)
en aquellas colonias en las que se produzca la a-complementacién, mientras que
seran blancas aquellas colonias en las que no haya dicha complementacion al

poseer un fragmento clonado en el plasmido.

4.2. Transformacién genética de Lactobacillus plantarum

La obtencion de células electrocompetentes de L. plantarum y la transformacion
de las mismas se llevé a cabo mediante el método descrito por Aukrust y Blom
(1992). Con objeto de obtener células de L. plantarum electrocompetentes con
una pared celular permeable, éstas se cultivaron en medio MRS modificado
(MRS*). El medio MRS* se diferencia del medio MRS convencional (De Man et
al., 1960) en que se ha sustituido la glucosa, principal fuente de carbono, por el
aminoacido glicina (1%). En las células Gram+ esta modificacion del medio
provoca una alteracion en la organizacion del peptidoglicano, debilitando la
pared celular y aumentando su permeabilidad (Hammes et al., 1973). Las células
se incubaron en este medio a 30 °C durante 18 h. Posteriormente, se afiadio
glucosa (1% concentracion final) al cultivo y éste se incub6 hasta una DOsoo de
0,6, momento en el que se centrifugo el cultivo a 3000 x g durante 5 min a 4 °C
(Sorvall™ RC 6 Plus, Thermo Fisher, USA). El sedimento celular se lavé con
MgClz (1 mM) y después con polietilenglicol (PEG-1500) al 30%. Finalmente, el
sedimento celular se volvié a resuspender suavemente en PEG-1500 al 30% en

frio, en una centésima parte del volumen inicial del cultivo.

La transformacion se llevé a cabo mediante electroporacion, afiadiendo 4
ML de plasmido recombinante derivado de pUCE191 (apartado 3.6.2 de
Materiales y Métodos) a 40 pL de células electrocompetentes de L. plantarum.

La mezcla se transfirid a cubetas de electroporacion de 0,2 cm, previamente
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enfriadas, y se aplicaron los siguientes parametros: 400 Q, 25 pF y 1,50 kV en
un equipo Gene Pulser XcellTM (Bio-Rad, USA). Las células transformadas se
cultivaron en medio MRS suplementado con 0,5 M de sacarosay 0,1 M de MgCl2
a 30 °C sin agitacion durante 2 h, permitiendo asi la reconstitucion de la pared
celular. Las células transformadas se seleccionaron en placas de MRS
suplementadas con lincomicina (100 ug/mL) y eritromicina (10 ug/mL) a 30 °C

hasta la aparicién de colonias.

4.2.1. Interrupcion genética de L. plantarum

Con objeto de analizar la implicacién de algunas glicosil hidrolasas en el fenotipo
mostrado por L. plantarum WCFS1 en el metabolismo de carbohidratos, se llevo
a cabo la interrupcién en L. plantarum de los genes de que las codifican. La
interrupcion se llevdo a cabo mediante un proceso de insercion-duplicacion
utilizando el plasmido pUCE191 a través de un proceso de recombinacion
homoéloga. Para ello, se amplificaron fragmentos internos de los genes mediante
PCR y se clonaron en el plasmido pUCE191 (apartado 3.6.2. de Materiales y
Métodos) ya que, pUCE191 replica en E. coli, pero es incapaz de replicar en L.

plantarum.

A partir de las células de E. coli DH10B transformadas se extrajeron los
plasmidos recombinantes conteniendo los fragmentos internos de los genes de
interés. Posteriormente, las células competentes de L. plantarum se
transformaron con los plasmidos obtenidos previamente en E. coli (apartado 4.2

de Materiales y Métodos).

Las células transformadas de L. plantarum presentan en su cromosoma
el resultado de la recombinacion homologa entre el gen nativo cromosémico y el
correspondiente fragmento interno clonado en el plasmido pUCE191,
produciéndose la consiguiente interrupcion génica por insercion del plasmido y
duplicacién del fragmento del gen de interés. Dichos transformantes se
seleccionaron en placas de MRS suplementadas con eritromicina (10 uyg/mL) y

lincomicina (100 pg/mL).
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Para evitar la seleccion de mutantes espontaneos resistentes a dichos
antibioticos, se comprobo la presencia del plasmido pUCE191 en el interior de
las células transformadas mediante amplificacion por PCR del gen que confiere
resistencia a eritromicina, utilizando los oligonucleétidos 697 y 698 (Tabla 5).
Ademas, se comprobd la correcta integracion de los plasmidos en los genes
seleccionados de L. plantarum mediante amplificacion por PCR utilizando
oligonucledtidos complementarios al plasmido pUCE191 (oligonucleétido 1224 y
1233) y los complementarios a una regidon externa al fragmento del gen
interrumpido. En esta tesis se utilizaron los mismos cebadores que se emplearon

para amplificar cada gen para su clonaje (Tabla 5).

5. Técnicas de proteinas

5.1. Hiperproduccion y purificacion de enzimas recombinantes

Para llevar a cabo la caracterizacién bioquimica de las proteinas con actividad
glicosil hidrolasa estudiadas en esta tesis, los genes que las codifican se
clonaron en los vectores de expresion pURI3, pURI2-Cter y pURI3-Cter de la
familia pURI (Curiel et al., 2011) mediante el sistema de clonacion LIC (De las
Rivas et al., 2007). Estos vectores de expresion presentan promotores inducibles
por IPTG y una secuencia que codifica una cola de afinidad de seis histidinas
(Hise), con objeto de purificar las proteinas recombinantes en un Unico paso.
Ademas, en el vector pURI3, esta secuencia lider presenta la secuencia de
reconocimiento para la proteasa enteroquinasa (EK) entre la secuencia de
aminoécidos de la proteina y la cola de histidinas del extremo N-terminal. De esta
forma, se puede eliminar la cola de afinidad de la proteina recombinante una vez
purificada y obtener asi una proteina recombinante idéntica a la proteina

silvestre.

Inicialmente se transformaron células de E. coli DH10B para la
propagacion de los plasmidos pURI3 y pURI3-Cter. En el caso del gen Ip_0263
se utilizaron directamente células DH5aF’ transformadas con el plasmido pURI2-
Cter. Posteriormente, para la expresion en los plasmidos pURI3 y pURI3-Cter,

se utilizo la cepa E. coli BL21 (DE3) puesto que se necesita la presencia de la
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ARN polimerasa T7 del fago defectivo DE3. Los cultivos se incubaron a 37 °C en
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) en agitacién a 140 rpm. Se ensayaron
diferentes condiciones de temperatura y tiempo de incubacion valorando asi las
condiciones Optimas para la produccion de las proteinas recombinantes. La
induccién se ensayo6 a 22, 30 y 37 °C durante 4 y 18 h con agitacion y, en la
mayoria de los casos, se observo que las condiciones Optimas de induccion
fueron 22 °C durantel8 h.

Finalizado el periodo de induccion, las células se recogieron mediante
centrifugacion a 8000 x g durante 15 min a 4 °C en la centrifuga Sorvall™ RC 6
Plus (Thermo Fisher, USA). Las células se resuspendieron en tampon fosfato
sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0 y se rompieron mediante tres pases en la
prensa de French (Aminco French pressure cell, SLM Instruments, USA) para
obtener el extracto celular conteniendo la enzima recombinante hiperproducida
soluble. Dicha fraccién soluble se centrifugd a 47000 x g durante 40 min a 4 °C
(Sorvall™ RC 6 Plus, Thermo Fisher, USA). Finalmente, el extracto se filtré a

través de un filtro de 0,45 um de tamafio de poro (Millipore, USA).

Una vez filtrado el extracto obtenido éste se puso en contacto con 1 mL
de resina TALON® de cobalto (Clontech, Takara, Mountain View, CA, USA)
durante 20 min a temperatura ambiente en un agitador de rodillos (Movil-Rod,
Selecta, Espafia). La resina con cobalto se equilibré previamente con tampon
fosfato s6dico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0. Una vez unida la proteina a la
resina, se realizo un primer lavado con fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH
7,0, y un segundo lavado con este mismo tampoén, pero conteniendo imidazol 10
mM. Posteriormente, la proteina recombinante se eluyé con imidazol 150 mM en

el mismo tampon fosfato sédico.

La pureza de la proteina se estimé en geles de SDS-PAGE, generalmente
al 10%, y, ademas, permiti6 identificar las fracciones que contenian la proteina.
Dichas fracciones se dializaron frente a tampoén fosfato sédico 50 mM, NaCl 300
mM, pH 7,0 a 4 °C utilizando membranas de diélisis (OrDial D35-MWCO 3500,
Orange Scientific, Bélgica) de 3,5 kDa de didmetro de poro. Se realizaron cuatro

cambios de tampon para eliminar el imidazol presente en la muestra.
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La concentracion de proteinas se determiné midiendo la absorbancia a
280 nm vy utilizando el coeficiente de extincion molar tedrico de cada proteina

(http://web.expasy.orag/protparam/), mediante la utilizacion de la Ley de Lambert-

Beer.

Para los ensayos de cristalizacion, la purificacién de la proteina se llevo a
cabo utilizando una columna HisTrap™ HP de niquel inmovilizado de 5 mL (GE
Healthcare Life Sciences, Chicago, lllinois, USA) acoplada a un sistema
cromatografico AKTAprime Plus (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, lllinois,
USA). El extracto filtrado libre de células se aplicdé a la columna previamente
cargada con Ni%* y equilibrada en tampén Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0 con
una bomba peristaltica P-1 (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, lllinois, USA)
con un flujo de 5 mL/min. Después de recoger la muestra, la columna se acoplé
al sistema AKTAprime Plus. Tras un exhaustivo lavado de la columna con
tampén Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0, imidazol 10 mM, se aplic6 un
gradiente lineal de imidazol (10-500 mM) con un volumen final de 150 mL y un
flujo de 5 mL/min. El perfil de elucion se analiz6 recogiendo fracciones de 3 mL
y midiendo la absorbancia a 254 nm. Tras recoger las fracciones que contenian
la proteina de interés y concentrarlas mediante ultrafiltracion hasta un volumen
final de 3 mL, se llevdé a cabo una cromatografia de exclusion molecular por
tamafio con una columna Superdex 200 HiLoad 16/600 prep grade (Sigma-
Aldrich). Este paso cromatografico permite eliminar el imidazol de la etapa
cromatografica anterior, asi como los posibles agregados solubles y, por lo tanto,
tener una idea real de la polidispersibn de la muestra en solucion y una
estimacion del estado oligomérico de la proteina. Como en el paso anterior, el
perfil de eluciéon se analiz6 midiendo la absorbancia a 254 nm y recogiendo
fracciones de 2 mL. Las fracciones conteniendo la proteina se mezclaron y se
concentraron mediante ultracentrifugacion (5000 x g en ciclos de 10 min;
Eppendorf 5810 R) con filtros Millipore (10 kDa cutoff) hasta una concentracion
final aproximada de 10 mg/mL. La concentracion de proteina se estimo mediante
medidas espectrofotométricas con un espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), empleando un E%1%

(280 nm, 1 cm) tedrico estimado con la herramienta informatica Protparam de Expasy.
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5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

La electroforesis de proteinas se realiz6 en condiciones desnaturalizantes en
presencia de dodecilsulfato sodico (SDS). La técnica utiliza geles de
poliacrilamida a una concentracion de acrilamida dependiente del tamafio
molecular de las proteinas a analizar (Laemmli, 1970). Las muestras con la
proteina a resolver se hirvieron durante 5 min en presencia de un tampon Tris-
HCI 6,5 mM pH 6,8, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de
bromofenol 0,005%. La electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente,
utilizando como electrolito el tampén Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS
0,1%. Las proteinas presentes en los geles se tifieron con azul brillante de
Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich, Alemania). Como marcador de masa
molecular se emple6 SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range
(Bio-Rad, USA).

5.3. Espectrometria de masas

La masa molecular y la homogeneidad de proteinas se analiz6 mediante
espectrometria de masas en el Servicio de Espectrometria de Masas del Instituto
de Quimica Fisica “Rocasolano” (IQFR, CSIC). Se empled un espectrometro
Voyager DE PRO (Applied Biosystems, Foster City, California, EEUU) equipado
con un laser de nitrégeno a 337 nm (anchura de pulso 10 ns y frecuencia 3 Hz)
y una fuente idnica con extraccion retardada. La ionizacion de las muestras se

llevd a cabo por MALDI (ionizacion por laser asistida por matriz).

5.4. Caracterizacion bioquimica de las enzimas glicosil hidrolasas

La actividad glicosil hidrolasa de las enzimas se determiné mediante un método
colorimétrico utilizando 25 carbohidratos derivados de p-nitrofenilo (p-NF)
(apartado 6.1.3 de Materiales y Métodos). En el caso de las glicosidasas de la
familia GH1, se utilizaron adicionalmente 2 carbohidratos tioglucosilados

derivados de p-NF.

46


https://www.google.es/search?q=Foster+City&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsYtMi020tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWLnd8ouBLAXnzJJKABLmLNlSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjRuvHn-tnjAhV-QkEAHS2GApkQmxMoATAYegQIDRAH

Materiales y métodos

Las reacciones se llevaron a cabo en condiciones estandar. En primer
lugar, se realizé un ensayo de especificidad de sustrato en el que la enzima (4
Hg) con posible actividad glicosil hidrolasa se incub6 en presencia de los 25
carbohidratos derivados de p-NF (10 mM de concentracion final), en tampon
MOPS (acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico) 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM
pH 7,0 en un volumen final de 75 pL a 30 °C, durante 10 min. La reaccion se
detuvo afiadiendo 75 pL de una solucion de carbonato sédico 1 M a pH 9.0.
Posteriormente, se selecciond el carbohidrato derivado de p-NF hidrolizado méas
eficazmente por cada glicosil hidrolasa para realizar su caracterizacion

bioguimica completa.

La cuantificacion de la actividad se determind espectrofotométricamente
valorando la cantidad de p-NF liberado midiendo su absorbancia a 420 nm
(PowerWave HT, Bio-Tek, USA), conociendo su coeficiente de extincion molar
(9310 Micm™) y el paso 6ptico (0,43 cm) utilizando la Ley de Lambert-Beer. De
este modo, se calcularon los moles de p-NF liberados teniendo en cuenta que el
volumen total de reaccion era de 150 pyL. Paralelamente, se llevé a cabo un
control de la reaccién sin enzima para valorar la hidrdlisis espontdnea de los

sustratos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

La actividad especifica, que son los moles de p-NF producido por minuto
por mg de proteina, se determiné a partir de ensayos realizados en condiciones

de saturacion de sustrato.

La temperatura 6ptima de las enzimas con actividad glicosil hidrolasa se
determind mediante el ensayo colorimétrico con el p-NF hidrolizado mas
eficazmente por cada proteina en condiciones estandar, pero modificando la
temperatura de reaccion. La enzima se incub6 con el sustrato durante 10 min a
diferentes temperaturas comprendidas entre 4 y 65 °C (4, 22, 30, 37,45y 65 °C)

y se determind la actividad relativa en funcion del valor de absorbancia mas alto.

Para estudiar la estabilidad térmica de las enzimas glicosil hidrolasas se
incubaron en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH 7,0, a varias
temperaturas (22, 30, 37, 45 y 65 °C) durante diferentes intervalos de tiempo (O,

0.5,1, 2,4,6y 24 h). Tras los periodos de incubacién, se determiné la actividad
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relativa de las enzimas utilizando para ello el ensayo colorimétrico en

condiciones estandar.

Con objeto de determinar el pH Optimo, las enzimas se incubaron a
diferentes valores de pH (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 6,5, 7,0 y 8,0), durante 10 min a 30
°C, utilizando tampdn citrato sddico 50 mM pH 3,0, acetato sddico-acido acético
50 mM para los pH de 4,0 a 6,0, tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM para pH
6,5y 7,0, y finalmente tampdn Tris-HCI 50 mM para pH 8,0.

Para el estudio del efecto de metales y otros aditivos en la actividad glicosil
hidrolasa se prepararon disoluciones de diferentes aditivos en agua a una
concentracion de 25 mM. Los aditivos ensayados fueron: cationes divalentes
(KCl, CaClz, HgCl2, MgCl2, ZnCl2, CuClz, NiCl2, FeCl2, MnCl2), detergentes
(Tritdn X-100, Tween 20, Tween 80, SDS), agentes caotropicos (urea, DMSO),
agentes reductores (cisteina, B-mercaptoetanol), un inhibidor de proteasas se
serina (PMSF), un modificador covalente de histidina, lisina, cisteina y tirosina
(DEPC) y un quelante de cationes divalentes (EDTA). La proteina se preincubd
durante 5 min a temperatura ambiente en MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1
mM pH 7,0 en presencia de 1 mM de los distintos aditivos. Posteriormente se
afnadio el sustrato y la reaccion se realizo siguiendo las condiciones estandar,
determinando la actividad glicosil hidrolasa relativa a la muestra control sin

aditivos. También se realiz6 un control sin DTT para evaluar su posible efecto.

Para estudiar los pardmetros cinéticos de cada enzima, las reacciones se
llevaron a cabo en un volumen final de 150 yL en condiciones estandar. Se
utilizaron dos intervalos de concentraciones de sustrato en funcion de los
requerimientos de cada enzima. Uno de los intervalos empleado fue 0,1, 0,25,
0,35,0,5, 1, 2, 3, 4, 5y 6 mM. El otro consistio en el intervalo 0,1, 0,25, 0,35, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0,9 y 1 mM. Para cada concentracién de sustrato, se afadio el
volumen correspondiente de tampén MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH
7,0. El lector de microplacas PowerWave HT (Bio-Tek, USA) se programé para
gue la reaccién tuviera lugar a 30 °C y para que tomase medidas cada 30 s
durante 10 min a 420 nm. El software de andlisis de datos empleado fue el Gen
5 (version 2.06).
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Tanto para analizar y representar graficamente los datos obtenidos, como
para determinar la constante de Michaelis-Menten (Kw) y la velocidad maxima
(Vmax), se empled el programa informatico SigmaPIlot (version 13) ajustando los

datos a un modelo de tipo Michaelis-Menten.

Con el fin de conocer algunos de los carbohidratos naturales sobre los
gue actuan las glicosil hidrolasas estudiadas, se analizé la especificidad de
sustrato frente a una coleccion de carbohidratos naturales complejos (di- y
trisacaridos) (Sigma-Aldrich, Alemania). Posteriormente, éstas reacciones se
analizaron mediante LC-RID (HILIC) y GC-FID (apartado 6.2.1 y 6.2.2 de
Materiales y Métodos).

5.5. Cristalizacion

La glicosil hidrolasa Lp_2777 se cristalizd, en el Instituto de Quimica-Fisica
Rocasolano (IQFR-CSIC) mediante técnicas de alto rendimiento que permiten
muestrear cientos de potenciales condiciones mediante el uso de robots de

cristalizacion empleando el método de difusion de vapor en gota sentada.

El andlisis inicial de las condiciones de cristalizacion de la proteina
Lp_2777 de L. plantarum WCFS1 se realiz0 a una temperatura de 18 °C
utilizando el método de difusion de vapor con gota sentada (Jancarik y Kim,
1991). Para ello se empled en primer lugar un test previo denominado PCT (Pre
Cristalization Test) (Hampton, Research, USA) para establecer la concentracion
adecuada de proteina con la que trabajar. Una vez conocida la concentracién
adecuada de proteina, se utilizaron los siguientes kits comerciales de
cristalizacion: Crystal Screen | y Il e Index de Hampton Research® (Hampton,
Research, USA); PACT y JCSG de Quiagen; y JBS Classic 1-4 de Jena
Bioscience, en placa de 96 pocillos (Innovaplate™ SD-2, Innovadyne
Technologies Inc, USA), utilizando un robot Nanodrop Innovadyne (IDEX Health
and Science LLC). Las gotas contenian 250 nL de proteina (6-20 mg/mL) en
tampdn Tris 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, DTT 2 mM y 250 nL de solucion de
cristalizacion, estando equilibradas frente a un reservorio de solucion de

cristalizacion de 65 pL. Las condiciones iniciales en las que se observé material
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cristalino se sometieron a subsiguientes etapas de escalado y optimizacion
manual en placas Linbro de 48 pocillos (Hampton, Research, USA) con
volumenes de reservorio de 150 pL y gotas con diferentes proporciones de

precipitante y proteina.

Las condiciones finales optimizadas que permitieron la preparacién de
cristales de alta calidad de Lp 2777 fueron tampén MES 0,1 M, pH 6,0, MgCl2
0,2 M, 20% PEG 6000 a una relacion 1:3 (v/v) (precipitante:proteina), con un
volumen final de 4 pL.

5.6. Analisis bioinformatico

El programa FASTA, herramienta perteneciente al NCBI

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/) se utilizé para la blsqueda de

secuencias similares depositadas en las bases de datos de EMBL y GenBank
(http://www.ebi.ac.uk/embl/).

Los alineamientos multiples de las secuencias se llevaron a cabo con el

programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

La busqueda de secuencias de péptidos sefal se realiz6 mediante el

programa SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Para el calculo del punto isoeléctrico (pl), coeficiente de extinciébn molar
(¢) y el peso molecular de las enzimas se utilizd la herramienta informatica

EXPASY (https://web.expasy.org/protparam/) perteneciente al Instituto de

Bioinformatica Suizo, SIB (Swiss Institute of Bioinformatics).

Para la prediccion de la localizacion celular de las proteinas se utilizé el
programa CELLO v.2.5: subCELlular LOcalization predictor

(http://cello.life.nctu.edu.tw) perteneciente a Molecular Bioinformatics Center

(National Chiao Tung University).
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6. Ensayos de actividad enziméatica

6.1. Analisis de carbohidratos derivados de p-nitrofenilo

Los ensayos de actividad glicosil hidrolasa se llevaron a cabo mediante un
método colorimétrico utilizando una coleccién de carbohidratos derivados de p-
NF. La hidrdlisis del enlace glicosidico produce la liberacién de p-NF (de color
amarillo), lo que permite la cuantificacion de la actividad siguiendo la absorbancia
a 420 nm en un lector de microplacas PowerWave HT (Bio-Tek, USA) como ya
se ha comentado anteriormente en el apartado de caracterizacion bioquimica.
Una desventaja de este método colorimétrico es la sensibilidad de estos
sustratos a imidazol, lo que imposibilita la utilizacion de proteinas eluidas
directamente de las resinas de afinidad a metales (Kuznetsova et al., 2005), por

lo que éstas se deben dializar previamente.

Los carbohidratos derivados de p-NF que se utilizaron se muestran en la

Tabla 6. Las estructuras de estos compuestos aparecen en el Anexo Il.

Tabla 6. Carbohidratos derivados de p-NF empleados en este trabajo.

Sustrato

Proveedor

p-NF-a-D-Galactopiranésido
p-NF-a-D-Glucopiranésido
p-NF-a-D-Manopirandésido
p-NF-a-D-Xilopiranésido
p-NF-a-L-Arabinofuranésido
p-NF-a-L-Arabinopiranésido
p-NF-a-L-Fucopiranésido
p-NF-a-L-Ramnopirandsido
F-B-D-Fucopiranésido
-B-D-Galactopirandsido
-6-P-B-D-Galactopiranésido
-B-D-Glucopiranésido
-6-P-B-D-Glucopiranésido
B-D-Glucurénido
-D-Manopirandsido
B-D-Ribofurandsido
B-D-Xilopiranoésido
B-L-Fucopiranésido
Acetil-a-D-Glucosaminido
Acetil-B-D-Glucosaminido
-D-Maltopentadsido
D-Maltopiranosido
D-Celobiosa
D-Lactopiranésido
D-Maltésido
-6-P-B-D-Tioglucopiranésido
-B-D-Tioglucopirandsido

N-
N-

a
a
B
B
B

-N
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF
-NF

jelhclholholholholholholholholholholholhololholhololho]

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
GoldBio (St.Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)

J. Cumella (IQM-CSIC) (Acebroén et al., 2017)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
J. Cumella (IQM-CSIC)

J. Cumella (IQM-CSIC)
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6.1.1. Analisis en células durmientes o quiescentes (resting cells)

Se ha demostrado que L. plantarum posee un mecanismo de regulacion por
catabolito que afecta a la expresion de genes que codifican determinadas
glicosidasas (Marasco et al., 2000). Por ello, las células durmientes requeridas
para el ensayo de actividades glicosidasicas se obtuvieron a partir de cultivos

crecidos en galactosa, una fuente de carbono no represora.

Las células durmientes se obtuvieron a partir de cultivos de L. plantarum
WCFS1 o de sus mutantes, cultivados en MRS con galactosa a 30 °C sin
agitacion hasta alcanzar una DOsoo de 0,5. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron a 5000 x g durante 5 min a 4 °C (Sorvall™ RC 6 Plus, Thermo
Fisher, USA) y se lavaron dos veces con una solucion de NaCl 145 mM. Las
células sedimentadas se mantuvieron en hielo hasta su uso (Landete et al.,
2014). En el momento de su uso las células previamente obtenidas se
resuspendieron en tampén MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH 7,0 y 15
UL de las mismas se incubaron con 30 pL de sustrato a 25 mM 6 con 60 pL de
sustrato 12,5 mM en agua (1 mM de concentracion final) (75 pL de volumen final
de reaccidn) a 30 °C, durante 10 min. Paralelamente, se llev6 a cabo un control
de la reaccion con células durmientes para valorar la absorbancia de fondo.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.1.2. Analisis en extractos proteicos

Los extractos proteicos libres de células se obtuvieron a partir de cultivos de L.
plantarum WCFS1 o de sus mutantes. Para ello, los cultivos se centrifugaron a
8000 x g durante 15 min a 4 °C (Sorvall™ RC 6 Plus, Thermo Fisher, USA). El
sedimento celular se sometié a tres lavados en solucion salina para eliminar
restos del medio y, posteriormente, se resuspendié en tampon MOPS 50 mM, 20
mM NaCl, DTT 1 mM pH 7,0. Esta suspension celular se rompié mediante diez
pases por una prensa de French (Aminco French pressure cell, SLM Instruments,
USA) a una presion de 1.100 psi. Posteriormente este lisado se puso en contacto
con 500 mg de esferas de vidrio (425-600 micrones, Sigma-Aldrich, Alemania).

La suspension celular resultante se sometio a tres ciclos de agitacion en un
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equipo FastPrepTM Fp120 (Savant, USA) a 5.000 rpm durante 40 s. Entre cada
ciclo de agitacion los viales se enfriaron durante 2 min en nieve carbdnica. A
continuacion, se centrifugé a 16000 x g durante 2 min para eliminar las células
completas y los restos celulares (Hettich®, MIKRO 120, Alemania). Todo el
proceso se realizo a 4 °C. El sobrenadante obtenido se filtr6 con filtros de 0,45
pMm de tamafio de poro (Millipore, USA). Posteriormente se utilizaron 45 uL de
extracto los cuales se incubaron con 30 pyL de sustrato a 25 mM 6 15 L de
extracto, con 60 pL de sustrato 12,5 mM en agua (1 mM de concentracion final)

(75 pL de volumen final de reaccién) a 30 °C, durante 10 min.

En los extractos proteicos se cuantificd la concentraciébn de proteinas
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para ello se anadieron 5 pL
de la muestra a analizar a 1 mL del reactivo Bradford Protein Assay (Bio-Rad,
USA) diluido en agua destilada (1:4). A continuacion, se agité la mezcla y se
midié en el espectrofotdmetro a 595 nm. La curva patrén se realizé utilizando
diferentes concentraciones de la proteina seroalbumina bovina en las mismas
condiciones. Paralelamente, se llevd a cabo un control de la reaccion con
extracto para valorar la absorbancia de fondo. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.

6.1.3. Analisis en proteinas puras

Para los ensayos de especificidad de sustrato con proteinas, la enzima pura (4
Mg) se incubd con 30 pL de sustrato 25 mM 6 60 pL de sustrato 12,5 mM en agua
(10 mM de concentracién final) en tamp6n MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1
mM pH 7,0 (75 ul de volumen final de reaccion) a 30 °C, durante 10 min. Para
los ensayos de caracterizacion de glicosil hidrolasas se utilizé el derivado de p-
NF que cada una de ellas hidroliz6 méas eficazmente. La reaccion se detuvo
afiadiendo 75 ul de una solucion de carbonato sédico 1 M a pH 9,0.
Paralelamente, se llevo a cabo un control de la reaccion sin enzima para valorar
la hidrdlisis espontanea de los sustratos. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
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6.2. Andlisis de carbohidratos naturales con proteinas puras

Para el analisis de la actividad hidrolitica de las glicosil hidrolasas frente a
diferentes carbohidratos naturales (di- y trisacaridos), las reacciones se llevaron
a cabo con 150 pL de enzima en 1 mL de carbohidrato en tampon MOPS 50 mM,
NaCl 20 mM pH 7,0 a la temperatura 6ptima de cada enzima en las condiciones
descritas en la Tabla 7 durante 48 h, y se analizaron mediante cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC-RID) y cromatografia de gases (GC-FID).
Algunas de las estructuras de estos carbohidratos naturales aparecen en el

Anexo lIl.

Tabla 7. Carbohidratos naturales utilizados en este trabajo.

Sustrato Proveedor Condiciones

Lactosa

S Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemania)
acarosa

Trehalosa Fluka Analytical (St. Gallen, Suiza)

Melibiosa Difco (Detroit, USA)

Turanosa
Leucrosa
Isomaltulosa . . . 20% plv
Kojibiosa Carbosynth, Berkshire (Reino Unido)
Gentiobiosa
Lactulosa

Maltosa
Celobiosa Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Rafinosa

Maltulosa
Nigerosa
Isomaltosa
2’-Fucosil-lactosa

Carbosynth, Berkshire (Reino Unido)

Dextrano 20 KDa
a-Ciclodextrina
B-Ciclodextrina
y-Ciclodextrina
Acarbosa
D-Panosa
Maltopentaosa
Dextrina 20 KDa

5% piv

Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA)

Almidon de patata 1% p/v (activacion

Amilosa Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA) X .
Amilopectina previa 100 °C 30 min)
Pululano Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA) 1% plv
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6.2.1. Analisis mediante HPLC-RID (HILIC)

Las reacciones de las proteinas incubadas con los carbohidratos naturales se
diluyeron en una mezcla de acetonitrilo:agua (70:30) a una concentracion final
de carbohidrato de 10 mg/mL, se filtraron con membranas PVDF de 0,2 mm de
tamano de poro (Millipore, Massachusetts, USA) y se analizaron en un equipo
de HPLC Agilent Technologies 1220 Infinity LC System 1260. El equipo consta
de una bomba Smartlinepump 100, un detector de indice de refraccion K-2301 y
un inyector de muestras automatico AS 3800 (Knauer, Germany). La separacion
de carbohidratos se llevé a cabo en una columna Kromasil® (100-NHz; 250 mm
x 4,6 mm, 5 ym de tamano de particula) (Akzo Nobel, Brewster, NY, USA)
utilizando acetonitrilo:agua (70:30 v/v) como fase movil y eluyendo en gradiente
isocrético a un flujo de 1 mL/min durante 30 min. El volumen de inyeccion fue de
20 pL (conteniendo 800 ug de carbohidrato). El procesamiento de los datos se
realiz6 utilizando el paquete informatico EuroChrom para Windows v.3.05. Los
carbohidratos de las mezclas de reaccion se identificaron mediante la
comparacion de los tiempos de retencion (tR) con sus estandares. El analisis
cuantitativo se realiz6 mediante curvas de calibracion estandar en un rango de
0,05-1 mg/mL. Todos los ensayos se realizaron por duplicado, encontrandose
todos los valores de desviacion estandar relativa (RSD) por debajo del 10%. Las

cantidades de los diferentes carbohidratos se expresaron en porcentaje (w/w).

6.2.2. Analisis mediante GC-FID

Las reacciones de las proteinas incubadas con los carbohidratos naturales se
analizaron mediante cromatografia de gases utilizando el método de oximas
trimetiladas (TMSOs) (Brobst y Lott, 1966). A 15 pyL de la mezcla de reaccion
(4,5 mg de carbohidrato) se le afiadieron 0,4 mL de una solucién de patrén
interno (1.S; 0.5 mg/mL de fenil-B-glucésido). Después, la mezcla se deseco a
38-40 °C en un rotavapor (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suiza). Las oximas del
carbohidrato se formaron afiadiendo 250 pL de cloruro de hidroxilamina (2,5%)
en piridina y calentando la muestra a 70 °C durante 30 min. Posteriormente se
afadieron 250 pyL de hexametildisilazano, 25 yL de &cido trifluoroacético (TFA)
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y la mezcla se calenté a 50 °C durante 30 min. Finalmente, la reaccion se
centrifugd a 6700 x g durante 2 min a temperatura ambiente y los sobrenadantes

se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

El andlisis de las reacciones de hidrdlisis se realiz6 mediante GC-FID en
un equipo Agilent Technologies 7890A (Agilent Technologies, Wilmington, DE,
USA) equipado con un detector de llama (FID). Las oximas trimetiladas se
procesaron utilizando una columna capilar de silice de fase reticulada unida a
DB-5HT (5% fenil-metilpolisiloxano; 15 m x 0,32 mm i.d., 0,10 ym de espesor)
(J&W Scientific, Folson, California, USA) (Julio-Gonzalez et al., 2019). La
temperatura inicial del horno fue 150 °C, la cual se incremento6 3 °C por min hasta
alcanzar una temperatura de 380 °C. Esta temperatura se mantuvo durante 76
min. El inyector y el detector mantuvieron unas temperaturas de 280 °C y 385
°C, respectivamente. Las inyecciones se llevaron a cabo utilizando nitrégeno a
un caudal de 1 mL/min como gas portador. El tratamiento y la integracion de los
datos se realizaron mediante el paquete informatico Agilent OpenLab. El analisis
cuantitativo se realiz0 mediante curvas de calibracion estandar utilizando como

patron interno 0,5 mg/mL de fenil-B-glucosido.

6.3. Andlisis del perfil metabodlico de carbohidratos mediante

micromatrices fenotipicas (Phenotype Microarray, PM)

Con objeto de conocer el potencial metabdlico de L. plantarum WCFS1 sobre
diferentes carbohidratos se estudié el perfil de utilizacion de 190 fuentes de
carbono (Tabla 8) utilizando el sistema Phenotype Microarray (Biolog, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para el estudio de la relevancia funcional de glicosidasas se construyeron
cepas mutantes (apartado 4.3 de Materiales y Métodos) interrumpiendo los
genes que codifican las enzimas que presentan actividades identificadas como
Unicas en L. plantarum WCFS1 con objeto de asociar una proteina especifica
con una actividad enzimatica concreta. Con estos mutantes se realizd también
el andlisis del perfil metabdlico de carbohidratos mediante el sistema Phenotype
Microarray (Biolog, USA).
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Se partio de un cultivo de MRS en placa de la cepa silvestre o de las cepas
mutadas de L. plantarum WCFS1 incubadas a 30 °C 48 h. Posteriormente, se
inocularon dichas células procedentes de la placa de cultivo en la solucion de
ensayo indicada el proveedor (DOsoo de 0,65). La solucion de ensayo consistio
en una solucién de aditivos (1x), IF-0a GN/GP (1x), dye mix G (1x) y agua estéril.
La solucién de aditivos contenia los siguientes compuestos: MgClz 2 mM, CaCl2
1 mM, L-glutamato 50 pM, L-cistina 12,5 uM pH 8,5, 5-UMP 25 uM, L-arginina
25 uM, hipoxantina 25 uM, B-NAD 5 pM, riboflavina 0,25 uM, extracto de levadura
0,005%, Tween 80 0,005% y agua estéril. Finalmente, las dos placas
conteniendo las distintas fuentes de carbono, placas PM1y PM2A, se inocularon
con 100 pL de solucién de ensayo por pocillo, se incubaron a 30 °C durante 48h

y se midieron a 590nm.
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Tabla 8. Fuentes de carbono presentes en las placas PM1 y PM2A ensayadas mediante
micromatrices fenotipicas en este trabajo.

PM1

PM2A

L-Arabinosa
N-Acetil-D-glucosamina
D-Acido sacarico
Acido succinico
D-Galactosa

L-Acido aspartico
L-Prolina

D-Alanina
D-Trehalosa
D-Manosa

Dulcitol

D-Serina

D-Sorbitol

Glicerol

L-Fucosa

D-Acido glucurénico
D-Acido glucénico
D,L-a-Glicerol fosfato
D-Xilosa

L-Acido lactico

Acido férmico
D-Manitol

L-Acido glutamico
D-Glucose-6-fosfato
D-Acido galactonico-y-Lactona
D,L-Acido malico
D-Ribosa

Tween 20
L-Ramnosa
D-Fructosa

Acido acético
a-D-Glucosa

Maltosa

D-Melibiosa

Timidina
L-Asparagina
D-Acido aspértico
D-Acido glucosaminico
1,2-Propanodiol
Tween 40
a-Acido-cetoglutarico
a-Acido-cetobutirico
a-Metil-D-galactésido
a-D-Lactosa
Lactulosa

Sacarosa

Uridina

L-Glutamina

m-Acido tartarico
D-Glucosa-1-fosfato
D-Fructosa-6-fosfato
Tween 80

Acido a-hidroxiglutarico-y-Lactona

Acido a-hidroxibutirico
-Metil-D-glucésido
Adonitol

Maltotriosa

2-Deoxi adenosina
Adenosina
Glicil-L-Acido aspartico
Acido citrico

m-Inositol

D-Treonina

Acido fumarico

Acido bromo succinico
Acido propiénico

Acido mucico

Acido gliclico

Acido glioxilico
D-Celobiosa

Inosina

Glicil-L-Acido glutamico
Acido tricarboxilico
L-Serina

L-Treonina

L-Alanina
L-Alanil-Glicina

Acido acetoacético
N-Acetil-B-D-manosamina
Mono metil succinato
Metil piruvato

D-Acido malico

L-Acido malico
Glicil-L-Prolina
p-hidroxifenil &cido acético
m-hidroxifenil &cido acético
Tiramina

D-Psicosa

L-Lixosa
Glucuronamida

Acido piravico

L-Acido galacténico-y-Lactona
D-Acido galacturdnico
Feniletilamina
2-Aminoetanol

Condroitin sulfato C
a-Ciclodextrina
B-Ciclodextrina
y-Ciclodextrina
Dextrina

Gelatina

Glicogeno

Inulina

Laminarina
Manano

Pectina
N-Acetil-D-galactosamina
N-Acetil acido neuraminico
3-D-Alosa
Amigdalina
D-Arabinosa
D-Arabitol
L-Arabitol

Arbutina
2-Deoxi-D-ribosa
i-Eritritol

D-Fucosa

3-0-B-D-Galactopiranosil-D-Arabinosa

Gentiobiosa
L-Glucosa

Lactitol

D-Melezitosa

Maltitol
a-Metil-D-glucésido
B-Metil-D-galactésido
3-Metil glucosa
-Metil-D-&cido glucurénico
a-Metil-D-mandsido
3-Metil-D-xil6sido
Palatinosa
D-Rafinosa

Salicina
Sedoheptulosa
L-Sorbosa
Estaquiosa
D-Tagatosa

Turanosa

Xilitol
N-Acetil-D-glucosaminitol
y-Acido aminobutirico
5-Acido aminovalérico
Acido butirico

Acido céaprico

Acido caproico

Acido citracénico

Acido citramélico
D-Glucosamina
Acido-2-hidroxibenzoico
Acido-4-hidroxibenzoico
B-Acido hidroxibutirico
y-Acido hidroxibutirico
a-Acido cetovalérico
Acido itacénico
5-ceto-D-Acido glucénico
D-Acido lactico metil éster
Acido malénico

Acido melibi6nico

Acido oxalico

Acido oxomalico

Acido quinico
D-Ribono-1,4-lactona
Acido sebécico

Acido sérbico

Acido succinamico
D-Acido tartarico
L-Acido tartarico
Acetamida
L-Alaninamida
N-Acetil-L-acido glutamico
L-Arginina

Glicina

L-Histidina
L-Homoserina
Hidroxi-L-prolina
L-Isoleucina

L-Leucina

L-Lisina

L-Metionina

L-Ornitina
L-Fenilalanina

L-Acido piroglutamico
L-Valina

D,L-Carnitina
Sec-Butilamina
D.L-Octopamina
Putrescina
Dihidroxiacetona
2,3-Butanodiol
2,3-Butanodiona
3-Hidroxi 2-butanona
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Resultados y discusion

1. Estudio de la capacidad metabdlica de L. plantarum WCFS1 sobre

carbohidratos

1.1. Identificacién de actividades glicosil hidrolasa

La especie L. plantarum es muy abundante en la naturaleza, siendo posible
aislar cepas pertenecientes a esta especie en habitats muy diferentes
(Kleerebezem et al., 2003). Su presencia en distintos ambientes indica una alta
capacidad metabdlica para poder adaptarse a diferentes condiciones de
crecimiento. Esta alta capacidad de adaptacion de la especie L. plantarum se
refleja en la alta variabilidad intraespecifica que presenta (Martino et al., 2016)
lo que genera diferencias en su metabolismo, como, por ejemplo, en el
metabolismo de carbohidratos. Bringel et al. (2001) analizaron actividades
glicosidicas en varias cepas de L. plantarum y encontraron un grupo de cepas
gue fueron capaces de hidrolizar melezitosa y a-metil-D-mandsido, mientras
gue otro grupo de cepas de L. plantarum hidrolizaron dulcitol y a-metil-D-
glucésido. Posteriormente, Landete et al. (2014) utilizando carbohidratos
derivados de p-NF describieron diferencias también en las actividades
presentes entre células durmientes y extractos proteicos. Todas las cepas
analizadas mostraron actividad a-D-glucosidasa tanto en células durmientes
como en extractos proteicos. Sin embargo, no se detectaron actividades 3-D-
glucosidasa ni B-D-galactosidasa en extractos proteicos, por lo que estas
actividades parecian estar ligadas a membrana. Por otro lado, ninguna de las
cepas estudiadas presentd actividad B-D-fucosidasa, B-D-xilosidasa ni a-D-

ramnosidasa.

Por ello, y con objeto de ampliar estos resultados se decidio utilizar la
cepa WCFS1 como modelo para realizar un estudio de las actividades
glicosidicas presentes tanto en células durmientes como en extractos proteicos
utilizando 24 carbohidratos derivados de p-NF (apartados 6.1.1 y 6.1.2. de
Materiales y Métodos). La Figura 6 refleja la capacidad hidrolitica de células
durmientes y extractos proteicos de L. plantarum WCFS1 sobre carbohidratos

derivados de p-NF. Los resultados obtenidos muestran la existencia de
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diferencias muy importantes entre las actividades glicosidicas que presentan
células durmientes y extractos proteicos de L. plantarum WCFS1. En general
los extractos proteicos presentaron una mayor capacidad de hidrolizar los
carbohidratos derivados de p-NF que las células durmientes, 15 carbohidratos
fueron hidrolizados por los extractos proteicos, mientras que las células
durmientes fueron capaces de hidrolizar so6lo siete. De los 24 carbohidratos
derivados de p-NF analizados, solo seis de ellos fueron hidrolizados tanto por
células durmientes como por extractos proteicos (p-NF-a-D-galactopirandsido,
p-NF-a-D-glucopiranésido, p-NF-a-L-arabinopirandésido, p-NF-B-D-
galactopiranésido, p-NF-B-D-glucopiranésido 'y p-NF-B-D-ribofuranésido),
aunque algunos de ellos con distinta intensidad. Unicamente las células
durmientes fueron capaces de hidrolizar eficazmente el carbohidrato p-NF-3-D-
maltésido. Por su parte, los extractos proteicos hidrolizaron exclusivamente
nueve de los carbohidratos derivados de p-NF analizados (p-NF-a-D-
manopirandésido, p-NF-a-L-ramnopirandsido, p-NF-B-D-fucopirandsido, p-NF-6-
P-pB-D-galactopiranésido, p-NF-6-P-B-D-glucopirandsido, p-NF-B-D-
manopiranésido, p-NF-B-D-xilopirandsido, p-NF-a-D-maltésido y p-NF-B-D-
lactopirandsido). Este resultado, que en principio podria resultar sorprendente,
se puede explicar por el hecho de que las células durmientes tienen su
metabolismo detenido por lo que no es posible la sintesis de nuevas proteinas
o proteinas inducibles. Por ejemplo, no se pueden sintetizar transportadores de
membrana que puedan facilitar la entrada de los carbohidratos derivados de p-
NF analizados al interior celular para ser hidrolizados por las proteinas
intracelulares presentes. Una de las diferencias mas significativas encontrada
entre los carbohidratos derivados de p-NF hidrolizados por extractos proteicos
y que no resultan hidrolizados por las células durmientes es la utilizacion de
sustratos fosforilados como los carbohidratos p-NF-6-P-3-D-galactopirandsido y
p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido. Esto es debido, probablemente a que algunos
carbohidratos utilizan transportadores que a través de un mecanismo de
fosforilacidon introducen carbohidratos al interior celular para asi metabolizarlos
(Evanovich et al., 2019). Al encontrarse ya fosforilados para el caso de los
sustratos p-NF-6-P-B-D-galactopiranésido y p-NF-6-P-B-D-glucopirandsido no

existiria un transportador especifico para estos carbohidratos, los cuales no
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pasarian al interior de la célula y por tanto no resultan hidrolizados por las

células durmientes.

p-NF-a-D-Galactopiranésido
p-NF-a-D-Glucopirandsido
p-NF-a-D-Manopiranésido
p-NF-a-D-Xilopiranésido
p-NF-a-L-Arabinofuranésido
p-NF-a-L-Arabinopiranésido
p-NF-a-L-Fucopiranésido
p-NF-a-L-Ramnopiranésido
p-NF-B-D-Fucopiranésido
p-NF-B-D-Galactopiranésido
p-NF-6-P-B-D-Galactopirandsido
p-NF-B-D-Glucopirandésido
p-NF-6-P-B-D-Glucopiranésido
p-NF-B-D-Glucurénido
p-NF-B-D-Manopiranésido
p-NF-B-D-Ribofuranésido
p-NF-B-D-Xilopirandsido
p-NF-B-L-Fucopiranésido
p-NF-NA-a-D-Glucosaminido
p-NF-NA-B-D-Glucosaminido
p-NF-a-D-Maltésido **
p-NF-B-D-Celobiosa **
p-NF-B-D-Lactopirandsido **
p-NF-B-D-Maltésido **

CELULAS
DURMIENTES

EXTRACTOS
PROTEICOS

Figura 6. Hidrolisis de carbohidratos derivados de p-NF mediante células
durmientes y extractos proteicos de L. plantarum WCFS1. Las intensidades de
color reflejan un diferente grado de hidrdlisis valorado a 420 nm, <0,1 (blanco),
0,1-1,0 (color intermedio) y >1,0 (color oscuro).

Los resultados obtenidos en esta tesis respecto a la hidrdlisis de 24
carbohidratos derivados de p-NF coinciden con lo publicado previamente para
la cepa L. plantarum WCFSL1 al estudiar su capacidad para hidrolizar sélo cinco
de estos carbohidratos (Landete et al., 2014). Células durmientes de la cepa
WCFS1, al igual que otras 19 cepas de L. plantarum aisladas de diferentes
sustratos, fueron capaces de hidrolizar p-NF-B-D-galactopirandsido, p-NF-a-D-
glucopiranésido, y p-NF-B-D-glucopirandsido. Sin embargo, al igual que en este
estudio, ninguna de las 20 cepas analizadas fue capaz de hidrolizar p-NF-3-D-
fucopiranésido ni p-NF-B-D-xilopiranésido. La cepa WCFS1 no fue
seleccionada por Landete et al. (2014) para estudiar su capacidad hidrolitica en
extractos proteicos. Sin embargo, al contrario que los extractos proteicos de la
cepa WCFS1 estudiados en esta tesis, los extractos proteicos de las cepas
seleccionadas por Landete et al. (2014) no presentaron actividad sobre p-NF-B-
D-fucopirandsido, p-NF-B-D-xilopirandsido o p-NF-B-D-galactopiranésido. Estas
diferencias pueden deberse a la alta variabilidad genética que presenta la

especie L. plantarum, aunque no se puede excluir que los diferentes medios de
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cultivo utilizados para la obtencion de estos extractos sean los responsables de
las diferencias observadas. En el estudio llevado a cabo por Landete et al.
(2014) las cepas de L. plantarum se cultivaron en medio basal modificado que
contiene glucosa como fuente de carbono, descrito previamente para L.
plantarum (Rozes y Peres, 1998). Sin embargo, en este estudio la cepa
WCFS1 se cultivé en medio MRS en el que sustituyd glucosa por galactosa
como fuente de carbono, para evitar la represion por catabolito. Esta represion
puede ser responsable de la ausencia, en el estudio de Landete et al. (2014),
de las actividades hidroliticas sobre p-NF-B-D-fucopirandsido, p-NF--D-
xilopiranésido o p-NF-B-D-galactopiranésido, que en esta tesis se han

observado en la cepa WCFS1 cultivada en condiciones no represivas.

Una vez conocido el perfil de utilizacion de 24 carbohidratos derivados p-
NF tanto por células durmientes como por extractos proteicos de la cepa L.
plantarum WCFS1, se decidié conocer el perfil de utilizacion de 190 fuentes de
carbono utilizando el sistema Phenotype Microarray (Biolog, USA) en cultivos
de L. plantarum WCFS1 (apartado 6.3. de Materiales y Métodos). Junto con
las micromatrices de ADN y las tecnologias proteémicas, las micromatrices
fenotipicas representan una tecnologia relevante en la investigacion biologica
actual. Asi como las micromatrices de ADN y las tecnologias proted6micas han
hecho posible ensayar miles de genes o proteinas a la vez, las micromatrices
fenotipicas permiten medir cuantitativamente miles de fenotipos celulares
simultAaneamente. La tecnologia de micromatrices fenotipicas permite a los
investigadores evaluar cerca de 2.000 fenotipos de una célula microbiana en un
solo experimento. A través de la cuantificacidn completa y precisa de fenotipos
es posible obtener una perspectiva objetiva de diferencias genéticas, pudiendo
correlacionar genotipos con fenotipos, asi como determinar las propiedades
metabdlicas de una célula. Este sistema se ha aplicado previamente con éxito
en algunas bacterias lacticas y en otras cepas de L. plantarum para describir su
capacidad para utilizar carbohidratos (Di Cagno et al., 2010; Ceapa et al., 2015;
Menon et al., 2015). En Lactobacillus rhamnosus este sistema se utilizé para
clasificar 25 cepas en tres grupos en funcién del metabolismo de carbohidratos
(Ceapa et al. 2015). La mayoria de estas cepas (81%) fueron capaces de

metabolizar nueve de las fuentes de carbono ensayadas (D-melezitosa, acido-
64



Resultados y discusion

D-glucénico, D-celobiosa, dulcitol, arbutina, glicerol, acido acetoacético, L-
ramnosa y D-sorbitol). Di Cagno et al. (2010) determinaron que, de las 72
cepas de L. plantarum analizadas, todas fueron capaces de metabolizar
maltosa. El 90% de estas cepas ademas utilizaron D-celobiosa y tan sélo el
50% metabolizaron D-fructosa, gentiobiosa, a-D-glucosa, D-manitol, D-manosa,
B-metil-D-glucosido y sacarosa (Tabla 9). Este sistema también se utilizé para
conocer la capacidad metabdlica de dos cepas de L. plantarum, ATCC 149177
y RENOO0093, revelando que la primera utiliz6 26 de los sustratos analizados,
mientras que la capacidad para utilizar estos sustratos fue mayor en la cepa
RENOO0093 que metabolizé 34 de los mismos (Menon et al., 2015) (Tabla 9).
En esta tesis la cepa L. plantarum WCFS1 fue capaz de utilizar 29 de las 190
fuentes de carbono incluidas en las micromatrices analizadas. Como se puede
observar en la Tabla 9, respecto a la cepa ATCC 149177, las diferencias
encontradas han sido que sélo la cepa ATCC 149177 fue capaz de metabolizar
B-metil-D-glucosido y turanosa, mientras que por el contrario solo la cepa
WCFS1 metabolizo lactulosa, acido-L-lactico, acido-D-lactico metil éster, L-
arabinosa y a-D-lactosa. Al comparar los compuestos metabolizados por L.
plantarum WCFS1 respecto a la cepa RENO0093 se observa que esta cepa
fue la Unica que metabolizé acido-L-lactico, acido-D-lactico metil éster y acido
D-gluconico. Por el contrario, la cepa RENOO0093, que resulto ser la cepa que
utiliz6 mayor namero de sustratos, fue la Unica capaz de metabolizar p-metil-D-
glucésido, N-acetil-B-D-manosamina, dextrina, palatinosa, D-xilosa, dextrina, a-
metil-D-mandsido, y a-metil-D-galactésido. Se puede destacar que, de estos
ocho compuestos, los siete ultimos fueron metabolizados exclusivamente por la
cepa RENOO0093, no resultando utilizados por la cepa WCFS1 ni por la cepa
ATCC 149177, y resulta mas sorprendente aln, que los Uultimos cinco
compuestos tampoco fueron utilizados por ninguna de las 72 cepas analizadas
en el estudio de Di Cagno et al. (2010). Los resultados obtenidos en este
apartado confirman la alta diversidad metabdlica, consecuencia de la alta
diversidad genética, que presenta la especie L. plantarum (De las Rivas et al.,
2006).
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Tabla 9. Metabolismo de carbohidratos en diferentes cepas de L. plantarum analizado mediante
micromatrices.

Carbohidratos WCFS1 ATCC 14917 RENO0093* Otras 72 cepas®

N-Acetil-B-D-manosamina +
Amigdalina

D-Arabitol

Arbutina

D-Celobiosa

Dextrina

D-Fructosa
Gentiobiosa
a-D-Glucosa

Lactulosa

Maltosa

D-Manitol

D-Manosa

D-Melibiosa
3-Metil-D-glucosa
B-Metil-D-glucésido
Salicina

D-Sorbitol

Sacarosa

D-Trehalosa

Turanosa
Acido-a-hidroxibutirico
D,L-Acido lactico
L-Acido lactico

D-Acido lactico metil éster
L-Acido maélico

Acido pirGvico metil éster
Maltotriosa
N-Acetil-D-glucosamina
D-Glucosamina
D-Melezitosa

L-Lixosa

D-Galactosa

D-Ribosa
2-Deoxi-D-ribosa
L-Arabinosa
Acido-D-glucénico
a-D-Lactosa

Palatinosa

D-Xilosa
a-Metil-D-manésido
a-Metil-D-galactésido - -
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+
+

+ +
+ 4+ + 0+t

++ ++ o+t
Ik Tk T T T T T T T S S S

, + 4+ + +
I T i i i i S S S S S
LI B |

T I
1 1
1 1

I S e e T T i S S o T S S S S S S S S S A

+ 4+ ++++++
+ 4+ttt
1 LI |

S I i A A
+

1
1

+ + + +
1

=+
]

2 Menon et al., 2015; ° Di Cagno et al., 2010 (al menos alguna de las cepas ensayada dio
positivo)

Para el estudio del metabolismo de carbohidratos en L. plantarum
también se han realizado otras aproximaciones experimentales, como por
ejemplo la utilizacion de sistemas bioquimicos miniaturizados, como el sistema
APl 50 CHL (Buron-Moles et al., 2019). En el estudio realizado en una cepa de

L. plantarum se confirmé la utilizacion de 14 de los carbohidratos incluidos,
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tanto en el sistema APl 50 CHL, como en el sistema Phenotype Microarray.
Todas las cepas analizadas utilizando ambos sistemas fueron capaces de
metabolizar amigdalina, arbutina, D-celobiosa, D-fructosa, gentiobiosa, a-D-
glucosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, D-melibiosa, salicina, D-sorbitol,
sacarosa y D-trehalosa. La utilizacion comldn de estos compuestos puede
indicar un posible papel relevante en el metabolismo general de la especie L.

plantarum.

La actividad hidrolitica de L. plantarum WCFS1 sobre carbohidratos
derivados de p-NF, asi como sobre algunas fuentes de carbono incluidas en el
sistema Phenotype Microarray (Biolog, USA) que se ha observado en esta tesis
es debida, en parte, a la existencia de proteinas con actividad glicosidasa. Las
glicosidasas (también conocidas como glicosil hidrolasas, GH) catalizan la
hidrolisis de enlaces glicosidicos para generar carbohidratos mas sencillos.
Junto a las glicosil transferasas, las GH representan las principales enzimas
cataliticas para la sintesis y rotura de enlaces glicosidicos. Las GH constituyen
un grupo muy abundante de enzimas en las que el método mas utilizado para
predecir su funcion bioquimica consiste en su clasificacion basada en su
secuencia de aminoacidos. Este método se aplica para deducir cual es la
posible funcién de las enzimas que se han secuenciado recientemente y cuya
funcidn real todavia no se ha podido demostrar bioquimicamente. La
clasificacion de enzimas glicosidasas basada en la similitud de sus secuencias,
ha llevado a la creacion de 167 familias diferentes. Esta clasificacion aparece
en la pagina web de la base de datos CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes,
http://www.cazy.org). Esta base de datos CAZy describe las familias de
enzimas relacionadas estructuralmente y que, posiblemente, degradan,
modifican o crean enlaces glicosidicos de manera similar. Segun la base de
datos CAZy, la secuencia completa del genoma L. plantarum WCFS1 posee 55
proteinas anotadas como posibles glicosil hidrolasas (GH), y pertenecientes a

18 familias distintas.

En esta tesis se ha realizado la caracterizacién fisicoquimica de un
elevado numero de las proteinas anotadas como glicosil hidrolasas en L.
plantarum WCFS1 con objeto de conocer su actividad hidrolitica sobre enlaces
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glicosidicos especificos e intentar poder asociar su actividad con la actividad
hidrolitica y metabolismo de carbohidratos identificado en esta cepa. En esta
tesis se han intentado hiperproducir de forma recombinante las 55 proteinas de
L. plantarum WCFS1 anotadas como glicosil hidrolasas (datos no mostrados),
obteniéndose finalmente de forma soluble 20 de estas proteinas. Las glicosil
hidrolasas producidas con éxito de forma recombinante en esta tesis estan
incluidas sélo en seis de las 18 familias; en la familia GH1 (once proteinas),
GH13 (cuatro proteinas), GH32 (una proteina), GH36 (una proteina), GH42
(una proteina) y GH78 (dos proteinas) (Tabla 10).

Tabla 10. Posibles glicosil hidrolasas de L. plantarum WCFS1 estudiadas en esta tesis.

Proteina Familia Anotacion NCBI/CAZY
GH
Lp_0179 (Amy2) 13 a-Amilasa/Maltodextrinasa/Ciclomaltodextrinasa
Lp_0187 (SacA) 32 Sacarosa-6-P-hidrolasa/p-Fructofuranosidasa
Lp_0263 (TreA) 13 Trehalosa-6-P-hidrolasa
Lp_0440 (Pbgl) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_0906 (Pbg2) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_1401 (Pbg3) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_2757 13 a-Amilasa-maltogénica
Lp_2777 (Pbg4) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_2778 (Pbgb) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3011 (Pbg6) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3132 (Pbg7) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3220 (Agl4) 13 Sacarosa/Trehalosa-6-P-hidrolasa/a-Glucosidasa
Lp_3469 (LacA) 1 B-Galactosidasa
Lp_3471 (Raml) 78 a-L-Ramnosidasa
Lp_3473 (Ram2) 78 a-L-Ramnosidasa
Lp_3485 (MelA) 36 a-Galactosidasa
Lp_3512 (Pbg8) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3525 (Pbg9) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3526 (Pbgl0) 1 6-P-B-Glucosidasa
Lp_3629 (Bgl) 1 B-Galactosidasa/B-Glicosidasa
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El trabajo descrito en esta tesis representa un amplio estudio sobre las
glicosil hidrolasas de L. plantarum WCFS1. Los genes que codifican estas
enzimas se clonaron, se expresaron heter6logamente y, las glicosidasas
correspondientes, se purificaron y caracterizaron fisicoquimicamente. Todo ello
con el objetivo de ampliar el conocimiento del metabolismo de carbohidratos y
de valorar el posible uso de estas glicosil hidrolasas para el disefio de nuevos

compuestos con propiedades beneficiosas para la salud humana.

1.2. Clonaje, produccién y caracterizacién bioquimica de glicosil

hidrolasas

Para obtener en estado puro las proteinas que estan anotadas en el genoma
de L. plantarum WCFS1 como posibles glicosil hidrolasas se siguid una
estrategia comun en todas ellas. Esta consistié en clonar el gen que las codifica
en un vector para su hiperexpresion y conseguir asi hiperproducir la proteina, la
cual se purificé posteriormente en un Unico paso mediante cromatografia de
afinidad. Con las proteinas puras se estudio su actividad sobre una coleccion
de carbohidratos derivados de p-NF con el fin de clasificarlas en funcién de su

especificidad de sustrato.

Se ha descrito que el rendimiento en la produccién de proteinas
recombinantes solubles depende en gran medida del tipo de proteina y que,
ademas, puede variar significativamente en funcion del vector de clonaje
utilizado por lo que no es habitual producir proteinas de forma soluble en el
primer intento (Structural Genomics Consortium et al., 2008). El grupo de
investigacion en dénde se ha realizado esta tesis dispone de la familia pURI de
vectores de expresion para la hiperporduccion y purificacion de proteinas
recombinantes solubles (Curiel et al., 2011). Desde su construccion, los
vectores pURI se han utilizado con éxito para la produccién de proteinas
recombinantes de L. plantarum (De las Rivas et al., 2007; Curiel et al., 2011).
En esta tesis se ha utlizado fundamentalmente el vector pURI3-Cter que
produce proteinas recombinantes con una cola de 6 histidinas en su extremo

carboxilo terminal.
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Con todas las proteinas estudiadas en esta tesis se realiz6 un abordaje
similar. En primer lugar se comprobo su localizacion, determinandose de forma

tedrica mediante el programa CELLO v.2.5 (http:/cello.life.nctu.edu.tw) que

todas ellas presentan una localizacion intracelular, y en segundo lugar, la
existencia o no de un péptido sefial, mediante el programa SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Los genes de la cepa L. plantarum

WCFS1 que codifican proteinas anotadas como glicosil hidrolasas se clonaron
en los vectores de expresion de la familia pURI (apartado 3.6.1 de Materiales
y Métodos) utilizando las parejas de oligonucledtidos que se muestran en la
Tabla 11. La secuencia de los oligonucledtidos se muestra en la Tabla 5
(apartado 1. de Materiales y Métodos). Los tamafios de los fragmentos

amplificados también se indican en la Tabla 11.

Tabla 11. Glicosil hidrolasas de L. plantarum WCFS1 caracterizadas en este estudio.

Proteina GH Tamario Gen pb Cebadores Vector Rendimiento
aa/kDa (mg/L)
Lp_0179 (Amy?2) 13  440/499 amy2 1320 1750 +1751  pURI3-Cter 6,6
Lp_0187 (SacA) 32  501/56,7 sacA 1.503 1697 + 1698  pURI3-Cter 6,7
Lp_0263 (TreA) 13 547/62,0 treA 1.641 444 + 445 pUR2-Cter 15,8
Lp_0440 (Pbg1) 478/54,9 pbgl 1.434 1666 + 1667  pURI3-Cter 4,7
Lp_0906 (Pbg2) 500/ 57,9 pbg2 1.500 1668 + 1669  pURI3-Cter 14,3
Lp_1401 (Pbg3) 1 490/ 55,8 pbg3 1.470 1670+ 1671  pURI3-Cter 18,2
Lp_2757 13 574/644 - 1.722 1800 + 1801  pURI3-Cter 5,3
Lp_2777 (Pbg4) 1 480/ 54,7 pbg4 1.440 1591 + 1592  pURI3-Cter 21,4
Lp_2778 (Pbg5) 1 479/54,9 pbg5 1.437 1611 +1612  pURI3-Cter 1,9
Lp_3011 (Pbgsé) 1  460/534 pbg6  1.380 1672 +1673  pURI3-Cter 16,9
Lp_3132 (Pbg7) 1  483/554  pbg7  1.449 1674 +1675 pURI3-Cter 20,3
Lp_3220 (Agl4) 13  555/63,9 agl4 1.665 1802 +1803  pURI3-Cter 14,7
Lp_3469 (LacA) 42  683/78,1 lacA 2.049 1703 +1704  pURI3-Cter 7,2
Lp_3471 (Ram1l) 78 652/748 raml  1.956 1705+1706  pURI3-Cter 2,7
Lp_3473 (Ram2) 78 525/59,7 ram2  1.575 1707 +1708  pURI3-Cter 31,8
Lp_3485 (MelA) 36 738/836 melA 2214 1699 +1700  pURI3-Cter 13,5
Lp_3512 (Pbg8) 1  486/559 pbg8  1.458 1676 + 1677  pURI3-Cter 2,4
Lp_3525 (Pbg9) 1  480/546  pbg9  1.440 427 + 428 pURI3 34
Lp_3526 (Pbg10) 1  487/554 pbgl0 1.461 1678 + 1679  pURI3-Cter 5,2
Lp_3629 (Bgl) 1 461/52,7 bgl 1.383 371 +372 pURI3 5,8
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Los oligonucledtidos utilizados presentan en sus extremos 5’ nucleétidos
capaces de hibridar con los vectores de expresion utilizados, permitiendo un
clonaje independiente de ligacion (Curiel et al., 2011). Los plasmidos
recombinantes se propagaron en la cepa de E. coli DH10B o DH5aF’ y una vez
verificadas sus secuencias, en el caso de los derivados de pURI3 y pURI3-Cter
se transfirieron a la cepa E. coli BL21 (DE3) (apartado 4.1 de Materiales y
Métodos) para la hiperproduccién de las proteinas glicosil hidrolasas de L.
plantarum WCFS1.

Después de realizar diversos ensayos variando las condiciones de
induccién (temperatura, tiempo de induccién y concentracion de inductor) se
comprob6 que, generalmente, las condiciones con las que se conseguia un
mayor rendimiento en la produccion de la proteina recombinante en forma
soluble era mediante una induccion con 0,4 mM de IPTG y una incubacion a 22
°C durante 20 h. Ademas, se ha descrito que una baja temperatura para la
induccion favorece la produccion de proteinas recombinante solubles
(Structural Genomics Consortium et al., 2008). Por ello, para todas las glicosil
hidrolasas estudiadas en esta tesis se seleccioné 22 °C como temperatura de

induccion durante una incubacion de 20 h.

Las glicosil hidrolasas recombinantes producidas se purificaron en un
unico paso, mediante una cromatografia de afinidad a cobalto debido a la
presencia de una cola de seis histidinas en su extremo C-terminal (vectores
pURI2-Cter y pURI3-Cter) o en su extremo N-terminal (vector pURI3). La
cromatografia de afinidad mediante metales inmovilizados permite una
adsorcion muy selectiva de la enzima recombinante (Armisén et al., 1999). Las
proteinas se eluyeron de la resina con imidazol 150 mM y posteriormente se
dializaron (apartado 5.1 de Materiales y Métodos). Los derivados de p-NF
utilizados para el cribado de estas proteinas se hidrolizan rapidamente a
temperaturas elevadas y a pH extremos en presencia de imidazol (Kuznetsova
et al., 2005) lo que implica la necesidad de dializar las proteinas producidas

antes de su analisis para eliminar el imidazol presente.

Tanto los extractos proteicos procedentes de las células de E. coli

transformadas con el plasmido recombinante, como las glicosil hidrolasas una
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vez purificadas y dializadas, se sometieron a SDS-PAGE para comprobar la
presencia de la proteina de interés. De manera general, en los geles de
poliacrilamida se observé que, tanto en el extracto soluble procedente de las
células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido recombinante,
como en las diferentes fracciones eluidas de la columna de afinidad con
imidazol, aparecieron las proteinas recombinantes con los tamafios esperados,
y que estaban comprendidos entre 50 y 84 kDa (Tabla 11). Los rendimientos
en la produccion y purificacién de estas 20 glicosil hidrolasas fueron muy

variables y oscilaron entre 2 y 32 mg/L de cultivo (Tabla 11).

Aunque se pueda predecir el tipo de reaccion catalizada por una enzima,
es muy dificil determinar el sustrato utilizado por ella. A esta dificultad hay que
afadir el enorme potencial de las enzimas para evolucionar, ya que pequefos
cambios en su estructura pueden ocasionar importantes consecuencias
cataliticas. De hecho, existen numerosos ejemplos de mutaciones puntuales en
un unico aminoacido que originan cambios drasticos en las propiedades de la
enzima y en los sustratos sobre los que actua, por ejemplo, facilitando el
acceso de sustratos mas voluminosos al centro activo (White, 2006). Un
método habitual para realizar una primera clasificacion de las glicosil hidrolasas
y que permite conocer la especificidad de sustrato de las mismas es el método
espectrofotométrico en el que se utilizan sustratos cromogénicos artificiales
derivados de p-NF. En esta tesis se utilizd una coleccion de 25 carbohidratos
derivados de p-NF para realizar un cribado inicial rapido en placas multipocillo
en las que cada pocillo contenia un sustrato diferente. La actividad hidrolitica
sobre estos carbohidratos cromogénicos derivados de p-NF se cuantificO como
el p-NF liberado midiendo la absorbancia a 420 nm en un lector de microplacas
PowerWave HT (Bio-Tek, USA).

Con cada una de las 20 glicosil hidrolasas purificadas y dializadas de L.
plantarum WCFS1 se realiz6 el ensayo colorimétrico con carbohidratos
derivados de p-NF con objeto de intentar relacionar la actividad glicosidica que
presenta cada una de las proteinas puras con la actividad glicosidica

observada tanto en las células durmientes como en los extractos proteicos
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(apartado 6.1.1. y 6.1.2. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos

se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Hidrélisis de carbohidratos derivados de p-NF mediante glicosil
hidrolasas de L. plantarum WCFS1. * disacaridos y pentasacarido. Las
intensidades de color reflejan un diferente grado de hidrélisis valorado a 420 nm,
<0,1 (blanco), 0,1-1,0 (color intermedio) y >1,0 (color oscuro).

La Figura 7 muestra que las 11 proteinas pertenecientes a la familia
GH1 y que estan anotadas como 6-P-B-glucosidasas, a excepcion de Lp 3629
(Bgl) que estd anotada como B-galactosidasa/B-glicosidasa, son capaces de
hidrolizar eficazmente p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido, por lo que en ellas
coincidiria su anotacion con la actividad hidrolitica observada (Tabla 10). El

73




Resultados y discusion

sustrato p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido no esta disponible comercialmente, lo
que explicaria que la proteina Lp_3629 (Bgl) esté anotada como -
galactosidasa puesto que esta proteina también presenta baja actividad
hidrolitica sobre el sustrato p-NF-B-D-galactopiranésido (Acebrén et al., 2009).
No obstante, atendiendo a los resultados obtenidos en esta tesis la anotacion
de Lp_ 3629 (Bgl) deberia corregirse y anotarse como 6-P-B-glucosidasa.
También se puede observar en la Figura 7, que de las 11 proteinas
pertenecientes a la familia GH1, la proteina Lp_3525 (Pbg9) es la Unica capaz
de hidrolizar eficazmente los sustratos p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido y p-NF-6-
P-B-D-galactopirandsido, por lo que en su anotacion se podria incluir también

su actividad 6-P-p-galactosidasa.

El sustrato p-NF-a-D-maltopirandsido resultdo hidrolizado por glicosil
hidrolasas incluidas en las familias GH13 [Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757] y GH32
[Lp_0187 (SacA)], anotadas como a-amilasas y sacarosa-6-P-hidrolasa/f3-
fructofuranosidasa, respectivamente (Tabla 10). De estas proteinas, la proteina
Lp_2757 fue la Unica capaz de hidrolizar eficazmente el pentasacéarido p-NF-a-
D-maltopentadsido. De las proteinas producidas, Lp 3220 (Agl4) también
pertenece a la familia GH13, pero, al contrario de Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757,
no hidrolizé p-NF-a-D-maltopirandsido, siendo capaz de hidrolizar eficazmente
el sustrato p-NF-a-D-glucopirandsido. Entre otras posibles funciones, Lp_3220

(Agl4) esta correctamente anotada en las bases de datos como a-glucosidasa.

De los sustratos analizados, Lp_3485 (MelA) (GH36) hidrolizé p-NF-a-D-
galactopiranésido estando correctamente anotada en las bases de datos como
a-D-galactosidasa. También aparecen correctamente anotadas Lp_ 3471
(Raml) y Lp_3473 (Ram2) (GH78) como a-L-ramnosidasas puesto que solo
fueron capaces de hidrolizar eficazmente el sustrato p-NF-a-L-ramnopiranésido
(Figura 7). De las proteinas analizadas la Unica que hidroliza con eficacia tres
de los sustratos analizados es Lp_ 3469 (LacA) (GH42). Esta proteina esta
anotada como B-galactosidasa, aunque hidroliz6 también p-NF-a-L-
arabinopirandsido y p-NF-B-D-fucopirandésido, por lo que su anotacion también

deberia revisarse.
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Los resultados obtenidos con las 20 glicosil hidrolasas mediante la
hidrélisis de carbohidratos derivados de p-NF indican que L. plantarum WCFS1
posee glicosil hidrolasas que presentan actividad a-D-galactosidasa (E.C
3.2.1.22) [Lp_3485 (MelA)], a-D-glucosidasa (E.C 3.2.1.20) [Lp_0263 (TreA) y
Lp_3220 (Agl4)], a-L-arabinosidasa (E.C 3.2.1.-) [Lp_3469, (LacA)], o-L-
ramnosidasa (E.C 3.2.1.40) [Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2)], B-D-
fucosidasa (E.C 3.2.1.38) (Lp_3469, LacA), p-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.23)
[Lp_3469, (LacA)], 6-P-B-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.85) [Lp_3525 (Pbg9)], 6-P-
B-D-glucosidasa (E.C 3.2.1.86) [Lp_0440 (Pbgl), Lp_0906 (Pbg2), Lp_1401
(Pbg3), Lp_2777 (Pbg4), Lp_2778 (Pbg5), Lp_3011 (Pbg6), Lp_3132 (Pbg7),
Lp_3512 (Pbg8), Lp_3525 (Pbg9), Lp_3526 (Pbgl0), y Lp_3629 (Bgl)], a-D-
maltopentaosidasa (E.C 3.2.1.133) (Lp_2757) y a-D-maltosidasa (E.C 3.2.1.1)
[Lp_0179 (Amy2), Lp_0187 (SacA) y Lp_2757], consiguiendo asi identificar un
total de diez actividades glicosil hidroliticas distintas entre las 20 glicosidasas

producidas.

Una vez identificadas las actividades hidrolasas que presentan las
proteinas puras sobre los carbohidratos derivados p-NF, se realizé la
caracterizacion fisicoquimica de la proteina utilizando para ello el carbohidrato
derivado de p-NF hidrolizado méas eficazmente (apartado 5.4 de Materiales y
Métodos). En la caracterizacion se determinaron algunos de sus parametros
fisicoquimicos, como temperatura y pH optimos, y termoestabilidad. Asimismo,
se determinaron sus constantes cinéticas, y el efecto de diferentes aditivos
entre los que se encuentran iones metalicos (K*, Ca?*, Hg?*, Mg?*, Zn?*, Cu?*,
Ni%*, Fe?* o Mn?*), detergentes (Triton-X-100, Tween 20, Tween 80 y SDS),
agentes caotrépicos (urea y DMSO), agentes reductores (cisteina y B-
mercaptoetanol), inhibidores de proteasas y ARNasas (PMSF y DEPC) y
guelantes de iones divalentes (EDTA). La caracterizacion fisicoquimica de las
proteinas permite conocer las condiciones en las que trabajan y su capacidad
para ser usadas en los procesos tecnologicos encaminados a la elaboracion de

productos alimentarios.
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1.2.1. Familia 1 (GH1)

Frecuentemente las glicosil hidrolasas de la familia GH1 presentan actividades
B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) y B-galactosidasa (EC 3.2.1.23). Sin embargo, en
esta familia también se han descrito otras actividades como 6-P-B-glucosidasa
(EC 3.2.1.86), 6-P-B-galactosidasa (EC 3.2.1.85), B-manosidasa (EC 3.2.1.25),
B-D-fucosidasa (EC 3.2.1.38), lactasa (EC 3.2.1.108), tioglucosidasa (EC
3.2.1.147) y B-glucuronidasa (EC 3.2.1.31). Esta familia de glicosil hidrolasas
presentan una estructura clasica denominada barril TIM (B/a)s que es un
dominio estructural de proteinas muy conservado que consiste en ocho hélices
alfa y ocho laminas beta paralelas que se alternan formando un solenoide que
se curva para cerrarse sobre si mismo en forma de toroide. En cuanto a su
mecanismo de accion, estas glicosil hidrolasas presentan un mecanismo de
retencion que implica un desplazamiento doble a través de un intermediario
covalente, en el que se encuentran implicados dos residuos de glutamato, uno
actia como un acido o una base, y el otro como nucledfilo (Michalska et al.,
2013).

Las 11 proteinas pertenecientes a la familia GH1 de L. plantarum
WCFS1 [Lp_0440 (Pbgl), Lp_0906 (Pbg2), Lp_1401 (Pbg3), Lp_2777 (Pbg4),
Lp_2778 (Pbg5), Lp_3011 (Pbg6), Lp_3132 (Pbg7), Lp_3512 (Pbg8), Lp_3525
(Pbg9), Lp_3526 (Pbgl0), y Lp_3629 (Bgl)] se encuentran anotadas en las
bases de datos NCBI/CAZy como 6-P-B-glucosidasas (E.C 3.2.1.86) a
excepcion de la proteina Lp_3629 (Bgl) que se encuentra actualmente anotada
como [-galactosidasa (E.C 3.2.1.23) (Tabla 10). Inicialmente la proteina
Lp 3629 (Bgl) estaba anotada en la base de datos NCBI como posible [B-
glucosidasa. Teniendo en cuenta esta anotacion, Acebrén et al. (2009)
clonaron el gen e hiperprodujeron la proteina de forma recombinante. Sin
embargo, cuando intentaron verificar la actividad B-glucosidasa de la proteina
Lp 3629 (Bgl) pura utilizando p-NF-B-D-glucopiranésido como sustrato
comprobaron que no era capaz de hidrolizarlo. Por el contrario, la proteina si
presentd una moderada actividad hidrolitica sobre p-NF-B-D-galactopirandsido
por lo que su anotacion se revisG apareciendo desde entonces anotada como
B-galactosidasa (Acebron et al., 2009). Los resultados obtenidos en esta tesis

76



Resultados y discusion

confirman que Lp_3629 (Bgl) presenta moderada actividad B-galactosidasa, al
igual que las proteinas Lp_0906 (Pbg2), Lp_2778 (Pbg5) y Lp_3220 (Agl4). De
hecho, esta actividad B-galactosidasa moderada ha permitido la sintesis de
galactooligosacéaridos y oligosacaridos derivados de lactulosa mediante la
enzima Lp_3629 (Bgl) inmovilizada covalentemente a soportes de glioxil
agarosa (Benavente et al., 2015). Sin embargo, el sustrato que resultd
hidrolizado mas eficazmente fue el p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido por lo que
Lp_3629 (Bgl) deberia anotarse como 6-P-B-glucosidasa al igual que el resto
de GH1 estudiadas en esta tesis (Figura 7). Esta actividad sobre azlcares 6-
fosforilados se confirma con los datos estructurales obtenidos de la glicosil
hidrolasa Lp_3629 (Bgl). La estructura cristalografica de Lp_3629 (Bgl) revela
la existencia de un bolsillo de union a fosfato en el centro activo. Se trata de
una estructura inusual en la que la molécula de fosfato esta fuertemente unida

lo cual indica que reconoce azucares fosforilados (Acebrén et al., 2017).

Sin embargo, con objeto de conocer si la diferente anotacion inicial de
Lp_3629 (Bgl) se correspondia con un menor grado de identidad de esta
proteina respecto al resto de glicosil hidrolasas de la familia GH1 de L.
plantarum WCFS1, se realiz6 un alineamiento de sus secuencias de
aminoacidos utilizando para ello el programa Clustal Omega (Figura 8). El
alineamiento reveldé que efectivamente la proteina Lp_3629 (Bgl) presento el
menor grado de identidad entre las proteinas GH1. La identidad de Lp_3629
(Bgl) varioé de un 23% con Lp_0906 (Pbg2) a un 30% con Lp_3011 (Pbg6). Sin
embargo, la identidad entre las glicosil hidrolasas de la familia GH1 oscil6 entre
un 30% entre Lp_3512 (Pbg8), Lp_3132 (Pbg7), Lp_2778 (Pbg5) y Lp_3526
(Pbg10), hasta una identidad del 67% entre Lp_0440 (Pbgl) y Lp_2778 (Pbg5).
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100 | 40 51 64 67 34 50 47 54 31 29 | Lp_0440
100 | 39 43 41 32 49 44 44 46 23 | Lp_0906
100 | 31 51 34 47 48 51 50 27 | Lp_1401
100 | 66 35 51 49 52 33 28 | Lp_2777

100 | 36 | 49 | 48 | 49 | 30 | 28 | Lp_2778
100 | 35 | 34 | 34 | 34 | 30 | Lp_3011
100 | 30 | 46 | 34 | 28 | Lp_3132
100 | 50 | 72 | 29 |Lp_3512
100 | 33 | 29 | Lp_3525
100 | 27 | Lp_3526
100 | Lp_3629

Figura 8. Matriz de identidad de secuencia entre glicosil hidrolasas de la familia
GH1 de L. plantarum WCFS1 mediante el programa Clustal Omega.

Para conocer algunas de las caracteristicas fisicoquimicas que
presentan las glicosil hidrolasas de la familia GH1 de L. plantarum WCFS1, se
clonaron los genes que las codifican, y las proteinas se hiperprodujeron,
purificaron y dializaron (apartados 3.6.1, 4.1 y 5.1 de Materiales y Métodos)
(Tabla 11). El rendimiento en la produccion y el grado de pureza de las
proteinas recombinantes hiperproducidas se analizé mediante SDS-PAGE. En
la Figura 9 se observan las proteinas purificadas mediante cromatografia de
afinidad las cuales presentan tamafios comprendidos entre 53 kDa [Lp_3629
(Bgl)] y 57,9 kDa [Lp_0906 (Pbg2)] coincidiendo todas ellas con sus masas
moleculares esperadas (Tabla 11). Utilizando el protocolo de hiperproduccién y
purificacion descrito en el apartado 5.1. de Materiales y Métodos, se
obtuvieron entre 2 mg [Lp_3512 (Pbg8)] y 21 mg [Lp_2777 (Pbg4)] de proteina
pura por litro de cultivo (Tabla 11).
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Figura 9. Hiperproduccion y purificacion de glicosil hidrolasas recombinantes de
la familia GH1 de L. plantarum WFCS1: proteinas Lp_0440 (1), Lp_0906 (2),
Lp_1401 (3), Lp_2777 (4), Lp_2778 (5) y Lp_3011 (6), Lp_3132 (7), Lp_3512 (8),
Lp_3525 (9), Lp_3526 (10) y Lp_3629 (11). Se muestra una alicuota (de 5 a 15
wl) de cada proteina eluida de la columna de afinidad con imidazol (150 mM) y
dializada con tampén fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7.0. Gel SDS-
PAGE 10% de acrilamida. El marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-
Rad) aparece a la izquierda.

Una vez obtenidas las proteinas de la familia GH1 puras, tal como se ha
comentado anteriormente, se realizé un estudio de su especificidad de sustrato
utilizando 25 carbohidratos derivados de p-NF (apartado 6.1.3 de Materiales y
Métodos). La Figura 7 muestra que, aunque todas las proteinas presentan una
alta actividad 6-P-B-glucosidasa, existen ligeras diferencias en su actividad
sobre otros sustratos, con la excepcion de la alta actividad 6-P-B-galactosidasa
que presenta Lp 3525 (Pbg9). Las actividades P-B-glucosidasa y P-B-
galactosidasa son muy interesantes en tecnologia de alimentos ya que los
carbohidratos que metabolizan pueden actuar como donadores en la sintesis
de oligosacaridos (Wildberger et al., 2015). Puesto que la sintesis quimica de
estos oligosacaridos es cara, disponer de enzimas con actividad P-B-
glucosidasa y P-B-galactosidasa abarataria mucho los costes de produccion de

estos oligosacéridos prebidticos.

Con objeto de conocer algunas de las caracteristicas fisicoquimicas que
presentan estas proteinas, y de este modo su adecuacion para uso industrial,
se estudio su comportamiento frente a distintas temperaturas y pHs utilizando
p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido como sustrato. Como se puede observar en las

Figuras 10 y 11 las proteinas estudiadas presentaron comportamientos muy
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diferentes. Respecto a la temperatura, las proteinas que presentaron menos
actividad en todas las temperaturas ensayadas fueron Lp 3011 (Pbg6),
Lp_0906 (Pbg2) y Lp_0440 (Pbgl), aunque ésta ultima presenté una evidente
actividad optima a 22 °C (Figura 10). La proteina Lp_3132 (Pbg7) presento6 su
actividad éptima a 30 °C, mientras que 37 °C fue la temperatura Optima para las
proteinas Lp_3629 (Bgl), Lp_1401 (Pbg3), Lp_3512 (Pbg8) y Lp_2778 (Pbg5).
Las proteinas Lp_ 3525 (Pbg9), Lp_3526 (Pbgl0) y Lp_2777 (Pbg4) mostraron

una alta actividad en todas las temperaturas ensayadas.
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Figura 10. Efecto de la temperatura en la actividad de glicosil hidrolasas de la
familia GH1 de L. plantarum WCFSL1.

De manera similar a la temperatura, se observaron comportamientos
muy diferentes respecto a la actividad enzimatica de las 6P-B-glucosidasas de
la familia GH1 de L. plantarum WCFS1 a diferentes pHs (Figura 11). Las
proteinas Lp_3011 (Pbg6) y Lp_0906 (Pbg2) presentaron muy baja actividad a
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todos los pHs ensayados. Las proteinas Lp_3132 (Pbg7) y Lp_0440 (Pbgl)
presentaron actividad 6ptima a pH 6,0 mientras que la proteina Lp_1401 (Pbg3)
mostré un pH mas bésico para su actividad 6ptima (pH 7,0-8,0). Al igual que lo
gue ocurre con la temperatura 6ptima, algunas proteinas presentaron actividad
muy alta a todos los pHs ensayados, es el caso de las proteinas Lp_3525
(Pbg9), Lp_3526 (Pbgl10), Lp_2777 (Pbg4) y Lp_2778 (Pbg5).
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Figura 11. Efecto del pH en la actividad de glicosil hidrolasas de la familia GH1
de L. plantarum WCFS1.

Los resultados obtenidos indican que las proteinas Lp 3525 (Pbg9),
Lp 3526 (Pbgl0), Lp 2777 (Pbg4) y Lp_2778 (Pbg5) son las que presentan
temperaturas y pHs Optimos mas versatiles puesto que muestran alta actividad
hidrolitica en todas las temperaturas y pHs ensayados, lo que les hace unas
candidatas adecuadas para su posible utilizacibn para la hidrélisis de

carbohidratos o para la sintesis de oligosacaridos (Wildberger et al., 2015).
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Otra actividad hidrolitica interesante que se ha encontrado en proteinas
de la familia GH1l es la actividad B-D-tioglucosidasa o mirosinasa (EC
3.2.1.147). Las enzimas tioglucosidasas que de forma natural se encuentran en
las plantas cruciferas, tienen la capacidad de hidrolizar glucosinolatos
(tioglicosidos) a isotiocianatos, compuestos con potentes propiedades
anticancerigenas, asi como propiedades frente al estrés oxidativo o inflamacién
(Brown y Hampton 2011; Mi et al., 2011). Concretamente, el sulforafano es el
isotiocianato mas estudiado debido a sus numerosas propiedades bioactivas y
gue ademas se le atribuyen propiedades anticancerigenas, actividad
antibidtica, en particular, frente a Helicobacter pylori (Fahey et al., 2002), asi
como otras propiedades preventivas frente a diferentes enfermedades cronicas
(Fahey et al., 2017). Sin embargo, las tioglucosidasas de origen vegetal son
termolabiles y se inactivan tras un procesado térmico convencional, limitando
de forma muy importante la hidrdlisis de los glucosinolatos y, por tanto,
minimizando la posible ingesta de isotiocianatos (Mahn et al., 2014). Por ello, la
busqueda de fuentes alternativas de tioglucosidasas, como las de origen
microbiano, puede abrir un amplio abanico de posibilidades basadas en las
propiedades potencialmente singulares de las tioglucosidasas microbianas
frente a las de origen vegetal (termoestabilidad, actividad hidrolitica, etc.), asi
como la facilidad de su produccion, purificacién y estandarizacion a gran escala
en comparacion con el uso de extractos vegetales ricos en este tipo de

enzimas.

Por ello, con objeto de conocer si las glicosil hidrolasas de la familia GH1
de L. plantarum WCFSL1 son capaces de hidrolizar los sustratos p-NF-6-P-3-D-
tioglucopirandésido y p-NF-B-D-tioglucopiranosido se siguié el mismo método
utilizado para el chequeo con los carbohidratos derivados de p-NF (apartado
6.1.3. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos indican que
ninguna de las once proteinas pertenecientes a la familia GH1 fue capaz de
hidrolizar p-NF-B-D-tioglucopiranésido. Sin embargo, todas las proteinas
analizadas, excepto Lp 0906 (Pbg2), Lp 3011 (Pbg6) y Lp 3629 (Bgl),
hidrolizaron p-NF-6-P-B-D-tioglucopiranésido. Entre las proteinas que
presentaron actividad destacan Lp_ 3525 (Pbg9), Lp 3132 (Pbg7), Lp 2777
(Pbg4) y Lp_3526 (Pbgl10), cuyos valores de DOua2onm fueron 0,74; 0,92;1,0 y
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1,0 respectivamente. Por tanto, estas proteinas se pueden clasificar también

como enzimas con actividad mirosinasa.

En un estudio previo realizado por Mullaney et al. (2013) ya se describio
la capacidad de cultivos de L. plantarum WCFS1, y de otras cepas de esta
especie, para hidrolizar glucosinolatos presentes en un extracto de brécoli.
Mediante una busqueda in silico de proteinas glicosidasas de la familia GH1,
los autores atribuyeron esta actividad a la presencia de las proteinas Lp_3512
(Pbg8) y Lp_3526 (Pbg10). Curiosamente, la proteina Lp_3526 (Pbgl0) es una
de las proteinas en las que en esta tesis se ha demostrado bioquimicamente la

presencia de actividad mirosinasa.

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad de sustrato, asi
como en la caracterizacion fisicoquimica de las once glicosil hidrolasas de la
familia GH1 de L. plantarum WCFS1, demuestran que la existencia de una
aparente redundancia bioquimica no implica necesariamente una redundancia
funcional puesto que cada una de ellas presenta un comportamiento
bioquimico distinto (Nelson et al., 2017). A esto se suma el hecho de que la
actividad de cada una de estas proteinas en las células de L. plantarum
WCFSL1 posiblemente presentara también diferencias en cuanto a la expresion

de sus genes o en su localizacion celular, entre otros aspectos.

Entre las proteinas de la familia GH1 estudiadas destacan dos proteinas
tanto por su actividad mirosinasa como por su adecuado comportamiento a
diferentes temperaturas y pHs, se trata de las proteinas Lp 2777 (Pbg4) y
Lp 3525 (Pbg9). La proteina Lp_3525 (Pbg9) es ademas la Unica glicosil
hidrolasa de la familia GH1 con actividad 6-P-B-D-glucosidasa que también
presenta alta actividad 6-P-B-D-galactosidasa. Debido a su posible interés

tecnoldgico se decidi6 estudiarlas con mas profundidad en esta tesis.

1.2.1.1. Lp_2777

Tal y como se ha comentado anteriormente, el gen pbg4 (Ip_2777) de L.
plantarum WCFS1 se cloné en el vector pURI3-Cter utilizando el método LIC
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(apartado 3.6.1. de Materiales y Métodos), y se hiperprodujo y purificé la
proteina Pbg4 (Lp_2777) (apartado 5.1. de Materiales y Métodos),
obteniéndose un rendimiento en su produccion de 21,4 mg de proteina por litro
de cultivo (Tabla 11). En la Figura 9 se muestra la proteina Lp_2777 (Pbg4) de
54,7 kDa tras su purificacién y didlisis. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos frente a la libreria de 25 carbohidratos derivados de p-NF (Figura 7)
se selecciond el sustrato 6-P-p-NF-B-D-glucopiranésido para llevar a cabo su
caracterizacion fisicoquimica. Para el calculo de la actividad enzimatica
especifica se realizaron ensayos en condiciones de saturacion de sustrato. La
proteina Lp_ 2777 (Pbg4) present6 una UE= 39,5 U mg! (Tabla 12). La
actividad especifica de esta 6-P-p-D-glucosidasa de L. plantarum WCFS1 es
aproximadamente un 50% menor que la de una 6-P-B-D-glucosidasa de
Geobacillus kaustophilus HTA426, ya que ésta presenta un valor de 1,0 x10? U
mg (Suzuki et al., 2013).

Segun se ha descrito previamente, y tal como muestra la Figura 10 y
12A, Lp_2777 (Pbg4) recombinante de L. plantarum WCFS1 presento al menos
un 90% de actividad relativa para todas las temperaturas ensayadas,
presentando una actividad relativa superior al 96% entre 30 y 45 °C. Esta
enzima presenta un comportamiento similar a la 6-P-B-D-glucosidasa BgID de
Oenococcus oeni en temperaturas inferiores a 40 °C. Sin embargo, la enzima
de L. plantarum WCFS1 presenta mayor actividad relativa que la de O. oeni en
temperaturas superiores a 40 °C (Capaldo et al., 2011). De igual manera,
respecto al pH, la proteina Lp_2777 (Pbg4) present6é una actividad relativa por
encima del 95% para los valores de pH comprendidos entre 5,0 y 8,0 (Figura
11 y 12B). Siendo este resultado diferente al descrito para la 6-P-B-D-
glucosidasa BgID de O. oeni cuya actividad relativa se mantiene alrededor del

60% para valores de pH comprendidos entre 4,5y 5,5 (Capaldo et al., 2011).

Para caracterizar con mas detalle la proteina Lp_2777 (Pbg4), se
realizaron estudios de termoestabilidad. Después de 24 h de incubacién
Lp 2777 (Pbg4) resultd ser bastante termoestable a 22, 30 y 37 °C

manteniendo una actividad relativa superior al 94%. Tras las primeras 12 h de
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incubacion la proteina Lp_2777 (Pbg4) mantuvo aproximadamente un 80% de
actividad relativa a 45 °C (Figura 12C).
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Figura 12. Caracterizacion de la 6-P-p-D-galactosidasa recombinante Lp 2777
(Pbg4) de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del pH (B) en la
actividad enzimatica. Estabilidad térmica; la enzima se incubé a 22 °C (diamante
azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C (aspa morada) y
65 °C (circulo naranja) en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH
7,0 (C). Efecto de distintos aditivos (concentracién final 1mM) en la actividad
enzimatica: iones metalicos (representados en amarillo), detergentes (verde),
agentes caotropicos (marrén), agentes reductores (azul) e inhibidores de
proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (D). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estdndar. En las figuras A y B la méxima actividad observada se considero el
100% de actividad. En las figuras C y D, el control sin incubacién de la enzima y
el control sin aditivo fueron considerados respectivamente como el 100% de
actividad.
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Como se puede observar en la Figura 12D, la actividad relativa de la
proteina Lp_2777 (Pbg4) con respecto al control sin aditivo no se vio afectada
de forma significativa por ninguno de los aditivos ensayados. Sin embargo en el
caso de la 6-P-B-D-glucosidasa BgID de O. oeni los aditivos que incrementaron
la actividad del enzima fueron Ca?' y Mg?* (Capaldo et al., 2011) que no
causaron ningun efecto aparente en la actividad de Lp_2777 (Pbg4). El i6n
Cu?* y el detergente SDS redujeron la actividad de la proteina Lp_2777 (Pbg4)
a un 68 y 53% respectivamente, mientras que el ion Hg?* redujo drasticamente
la actividad hasta un 13%. Estos resultados son coincidentes con los descritos
para la 6-P-B-D-glucosidasa BglD de O. oeni donde el i6n Cu?* también
disminuy0 su actividad enzimatica, incluso en mayor medida. Ademas los iones
Co?" y Mn?* también ejercieron un efecto inhibidor (Capaldo et al., 2011). El
efecto inhibidor del detergente SDS puede ser debido a una desnaturalizacion

parcial de la proteina.

En la caracterizacion de la 6-P-B-D-glucosidasa Lp_2777 (Pbg4) también
se incluyo el estudio de sus parametros cinéticos (apartado 5.4. de Materiales
y Métodos). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 150 uL
en condiciones estandar. Para cada concentracion de sustrato, se afiadio el
volumen correspondiente de tampén MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM
pH 7,0 y una cantidad de 4 pug de enzima. Posteriormente, el lector de
microplacas PowerWave HT (Bio-Tek, USA) se programoé para que la reaccion
tuviera lugar a 30 °C y para que tomase medidas cada 30 s durante 10 min a
420 nm. La proteina Lp_2777 (Pbg4) presentd una Ecat (kcatKm) = 911,24144,9
mint mM- (Tabla 12) siendo este resultado del orden de 1000 veces superior
al valor de la 6-P-B-D-glucosidasa SPy1599 de Streptococcus pyogenes
(Stepper et al., 2013) y muy inferior al valor de la 6-P-B-D-glucosidasa GK3214
de Geobacillus kaustophilus HTA426 (Suzuki et al., 2013).

La Figura 8 mostré que el mayor grado de identidad entre las 6-P-B-D-
glucosidasas de la familia GH1 de L. plantarum WCFS1 se encuentra entre las
proteinas Lp 2777 (Pbg4) y Lp_2778 (Pbg5) (66%) y entre Lp_ 2777 (Pbg4) y
Lp 0440 (Pbgl) (64%); puesto que todas ellas presentan alta actividad 6-P-[3-

86



Resultados y discusion

D-glucosidasa se decidi6 comparar sus parametros cinéticos frente a este

compuesto.

Tabla 12. Pardmetros cinéticos de las 6-P-f3-D-glucosidasas Lp_0440 (Pbgl), Lp_2777 (Pbg4)
y Lp_2778 (Pbg5) de L. plantarum WCFS1.

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)

(Umg™ (mM) (minh (mintmM1)
Lp_0440 0,001+1,8x10% 0,7+0,1 0,5+1,9x10°® 0,7+0,1
Lp_2777 39,5+0,01 2,4+0,4 2161+0,01 911,2+144,9
Lp_2778 1,9+0,0004 0,7+0,1 102,7+0,0004 14627

Las proteinas Lp_0440 (Pbgl), Lp_2777 (Pbg4) y Lp_2778 (Pbg5)
presentaron los valores de Vmax Y Km que se muestran en la Tabla 12. Con
estos datos se calcularon los parametros Kcat Y Ecat (kca/Km). De estos
resultados se puede destacar que la proteina Lp_ 2777 (Pbg4) mostré una
eficiencia catalitica que resulté ser del orden de 1000 y 800 veces mayor que
las eficiencias presentadas por las proteinas Lp_0440 (Pbgl) y Lp_2778 (Pbg5)

respectivamente.

Como se ha comentado anteriormente, las 6-P-B-D-glucosidasas
Lp_0440 (Pbgl), Lp_2777 (Pbg4) y Lp_2778 (Pbg5) muestran un alto grado de
identidad en su secuencia. Sin embargo, se han descrito notables diferencias
cataliticas respecto a la hidrdlisis de p-NF-6-P-B-D-glucopirandsido. También
existen diferencias en cuanto a la especificidad de sustrato que presentan,
destacando especialmente la alta actividad mirosinasa que soélo presenta
Lp 2777 (Pbg4), y la baja actividad 6-P-B-D-galactosidasa que presenta
Lp 0440 (Pbgl). Puesto que la estructura cristalografica de la proteina
Lp 0440 (Pbgl) estaba resuelta anteriormente (Michalska et al., 2013) se
decidi6 intentar abordar el estudio de la estructura cristalografica de Lp_2777
(Pbg4) con el fin de poder atribuir las diferencias observadas a alguna

diferencia estructural.

La estructura cristalografica de la proteina Lp_0440 (Pbgl), que ya
estaba resuelta anteriormente (Michalska et al., 2013), revela que esta enzima

presenta la tipica estructura de barril TIM (B/a)s en la que se puede observar el
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barril central formado por laminas B, rodeado de a hélices, asi como de
diversos bucles que conectan las estructuras a y B. El alineamiento multiple de
secuencia entre las proteinas Lp_0440 (Pbgl), Lp_2777 (Pbg4) y Lp_2778
(Pbg5) revela que existen grandes regiones de similitud entre ellas (Figura 13).
Los residuos cataliticos Glu-180 y Glu-375 en Lp_0440 (Pbgl), asi como los
residuos de Lys de unién a fosfato [Lys-438 en Lp_0440 (Pbg1l)] se encuentran
conservados. En naranja se resaltan los bucles proximos al centro activo donde
se observa que existen algunas diferencias que podrian explicar los valores en
los parametros cinéticos calculados, asi como en la especificidad de sustrato, y
gue so6lo se puede verificar mediante la resolucion de la estructura

cristalografica de estas proteinas.

Lp_2777 HET WG \YPNHERIDF V(e Y{EDM YL F\EMGFKCFRTS IAWTRIJE 12
Lp_2778 R4 KDEE T\ s WGNDIAHRYS! LFEEMGFKCFRTSIAWTRI 100
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Figura 13. Alineamiento multiple de las secuencias de las proteinas Lp_0440
(Pbgl), Lp 2777 (Pbg4) y Lp 2778 (Pbg5). Se sefialan las regiones
estrictamente conservadas (letra blanca sobre fondo rojo), los cambios
conservativos (letra roja sobre fondo blanco) o no conservativos (letra negra
sobre fondo blanco), los residuos cataliticos [Glu-180 y Glu-375 en Lp_0440
(Pbgl)] (letra blanca sobre fondo azul), los bucles importantes (recuadrado
naranja) y el residuo Lys-438 [en Lp_0440 (Pbgl)] de unidn a fosfato (letra negra
sobre fondo turquesa).
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Con objeto de caracterizar la estructura tridimensional de Lp_ 2777
(Pbg4) se realizaron experimentos de cristalizacion. La estrategia general que
se llevo a cabo consisti6 en dos etapas: una primera de determinacion de
condiciones de cristalizacibn mediante técnicas de alto rendimiento empleando
sistemas automaticos (robots de cristalizacion), y una segunda, de optimizacion
de esas condiciones preliminares, mediante técnicas manuales. Los resultados
de precristalizacién (apartado 5.5 de Materiales y Métodos) mostraron que
una concentracion de 20 mg/mL de la proteina Lp_2777 (Pbg4) era adecuada

para llevar a cabo los experimentos de cristalizacion.

El siguiente paso fue utilizar el robot Innovadyne Nanodrop ExtY (Solve
Scientific, Australia, Nueva Zelanda). El volumen final de las gotas se ajusté a
500 nL, resultado de mezclar 250 nL de solucion de proteina con 250 nL de
solucion de cristalizacion, y se equilibré frente a un reservorio de 65 pL de
solucion de cristalizacion. Las placas empleadas contenian diferentes
soluciones de cristalizacion derivadas de productos comerciales. Una vez que
se realiz6 la mezcla, las placas se sellaron con cinta adhesiva para impedir la

desecacion y se mantuvieron a 18 °C.

Después de 24 h de incubacion de las placas, se pudo comprobar la
presencia de cristales en tampon MES 0,1 M, pH 6,0, MgCl2 0,2 M, 20% PEG
6000 utilizando el kit PACT (Quiagen). Se seleccion6 esta condicion para
proceder a la optimizacion de los cristales de Lp_2777 (Pbg4). Se pudo
comprobar que modificaciones en la concentracion de PEG, de MgClz o del pH
conducian a la pérdida de los cristales. La Unica variable que condujo a mejorar
los cristales fue la variacion de la relacion de volumen precipitante:proteina y el
volumen final de la gota. Se consideraron estas relaciones: 1:1, 1:2, 2:1, 1:3,
3:1, 2:4 y 4:2 [viv (precipitante:proteina)]. Los cristales mejoraron su aspecto en
cuanto a forma y tamafio para la relacién 1:3 (v/v) (precipitante: proteina), con
un volumen final de 4 pL. Finalmente los cristales optimizados aparecian como

barras con extremos en punta (Figura 14).
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A

Figura 14. Cristales de la proteina recombinante Lp 2777 (Pbg4) de L.
plantarum WCFS1 obtenidos en tampén MES 0,1 M, pH 6,0, MgCl2 0,2 M, 20%
PEG 6000 a una relacion 1:3 (v/v) (precipitante: proteina), con un volumen final
de 4 pL.

Aunque los resultados alcanzados en este trabajo han supuesto un
notable avance en el proyecto de caracterizacion estructural de la proteina
Lp_2777 (Pbg4), se hace necesario actualmente conseguir cristales de calidad
adecuados para llevar a cabo experimentos de difraccion de rayos X en fuentes
de radiacién sincrotron. Los resultados podrian servir para determinar las bases
estructurales de la especificidad de esta enzima, en comparacion con Lp_0440
(Pbgl) y Lp_2778 (Pbg5), todas ellas de la familia GH1 de L. plantarum
WCFSL1.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion bioquimica de la glicosil
hidrolasa Lp_2777 (Pbg4) de la familia GH1, indican que esta proteina tanto
por su amplio intervalo de temperatura y pH Optimos, como por su alta
eficiencia catalitica y por su especificidad de sustrato es una enzima adecuada
para su posible utilizacion industrial como 6-P-B-D-glucosidasa o bien como

mirosinasa.

1.2.1.2. Lp_3525

La glicosil hidrolasa Lp_3525 (Pbg9) fue la Unica 6-P-B-D-glucosidasa de la
familia GH1 de L. plantarum WCFS1 que presentd también actividad 6-P-B-D-

galactosidasa como actividad principal (Figura 7) por ello también se llevo a
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cabo su caracterizacion bioquimica como 6-P-B-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.85)
utilizando p-NF-6-P-B-D-galactopiranésido como sustrato. La existencia de
glicosidasas poliespecificas, entre las que se encuentran enzimas de la familia
GH1, como es el caso de Lp_3525 (Pbg9), pone de manifiesto que la
adquisicion de nuevas especificidades de sustrato en glicosidasas es un evento

comun en la evolucion de estas enzimas (Henrissat y Bairoch, 1993).

Tras clonar el gen pbg9 (Ip_3525), e hiperproducir y purificar la enzima
Lp_3525 (Pbg9) tal y como se describe en el apartado 1.2.1 de este mismo
capitulo, se obtuvieron 3,4 mg de proteina por litro de cultivo (Tabla 11). Como
se puede observar en la Figura 9, la proteina Lp_3525 (Pbg9), purificada y

dializada, presenta un tamafio molecular de 54,6 kDa (Tabla 11).

La glicosil hidrolasa recombinante Lp_ 3525 (Pbg9) de L. plantarum
WCFSL1 presentd una temperatura 6ptima de 45 °C. Su actividad desaparece
casi por completo a temperaturas superiores, y se ve disminuida de manera
considerable a temperaturas inferiores, alcanzando valores de sélo un 50% de
actividad maxima a 37 °C y de un 30% a 30 °C (Figura 15A). En estudios
previos realizados por Honda et al. (2012) en los que se analiz6 la actividad de
dos 6-P-B-D-galactosidasas (LacGl y LacG2) de Lactobacillus gasseri
ATCC33323", se observd que la proteina LacG1l presenté una temperatura
optima de 40 °C, muy similar a la que presenta la proteina Lp_3525 (Pbg9)
caracterizada en esta tesis, mientras que la temperatura Optima para la
proteina LacG2 fue de 50 °C. Resulta interesante comparar los resultados
obtenidos utilizando p-NF-6-P-B-D-galactopiranésido como sustrato con los
obtenidos al utilizar p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido puesto que con el primer
sustrato la enzima posee una clara temperatura Optima a 40 °C, mientras que
con el segundo sustrato presenta una actividad muy similar en casi todas las

temperaturas ensayadas (Figura 10).

Como se puede observar en la Figura 15B, el pH éptimo de la enzima
Lp_ 3525 (Pbg9) para su actividad 6-P-p-D-galactosidasa es 4,0, presentando
un intervalo de actividad Optima muy estrecho. La actividad relativa a pH 3,0 es
aproximadamente del 70% de la actividad maxima, mientras que disminuye

hasta un 50% a pH 5,0. De manera similar a lo que ocurre con la temperatura
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Optima, al utilizar p-NF-6-P-B-D-glucopiranésido como sustrato, la enzima fue
activa en un amplio intervalo de pH (pH de 6,0 a 9,0) (Figura 11) mientras que
presenta un claro pH 6ptimo a 4,0 cuando el sustrato utilizado es p-NF-6-P-B-
D-galactopirandsido. Una 6-P-B-galactosidasa de Lactobacillus gasseri JCM
1031 caracterizada en un estudio previo (Suzuki et al., 1996) presentd un pH
optimo de 5,5, que coincide con el de la enzima LacG2 de L. gasseri
mencionada anteriormente. De forma similar a lo que ocurre con Lp_3525 (Pbg
9), todas las 6-P-B-galactosidasas de L. gasseri descritas muestran alta
actividad a pH acidos. A pH mas basicos, su actividad disminuye
progresivamente, presentando valores de actividad del 40% a pH 6,0 y

perdiendo por completo la actividad a pH 8,0.

En la Figura 15C, se observa que la actividad del enzima casi no se ve
afectada después de 30 min de incubacion a 22, 30 y 37 °C, presentando
valores de actividad relativa superiores al 80%. No obstante, la actividad
disminuye hasta un 70% a partir de las 6 h de incubacion a 37 °C y se
mantiene constante tras 24 h de incubacion. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Suzuki et al. (1996) con la P-B-galactosidasa de L. gasseri
gue resultd ser estable a temperaturas inferiores a 50 °C, mientras que
guedaba completamente inactivada a temperaturas superiores a 70 °C. Se
puede concluir, por tanto, que la enzima Lp_3525 (Pbg9) presenta estabilidad
térmica a 22 y 30 °C, ya que transcurridas 24 h de incubacion, mantiene una

actividad relativa del 85%.
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Figura 15. Caracterizacién de la 6-P-B-galactosidasa recombinante Lp 3525
(Pbg9) de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del pH (B) en la
actividad enzimatica. Estabilidad térmica; la enzima se incubd a 22 °C (diamante
azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C (aspa morada) y
65 °C (circulo naranja) en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH
7,0 (C). Efecto de distintos aditivos (concentracién final 1mM) en la actividad
enzimética: iones metéalicos (representados en amarillo), detergentes (verde),
agentes caotrépicos (marrén), agentes reductores (azul) e inhibidores de
proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (D). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estandar. En las figuras A y B la maxima actividad observada se consideré el
100% de actividad. En las figuras C y D, el control sin incubacién de la enzima y
el control sin aditivo fueron considerados respectivamente como el 100% de
actividad.

Los resultados obtenidos respecto al estudio del efecto de aditivos
muestran que, de los iones metdlicos ensayados, el Fe?* es el Unico capaz de
aumentar la actividad enziméatica en un 118% pudiendo actuar como un
cofactor en la catalisis (Matsarskaia et al., 2018) (Figura 15D). Por el contrario,
el ion Hg?* afecta negativamente a la enzima, ya que, en su presencia, la

actividad relativa se ve reducida hasta un 18%. El efecto de ambos iones, es
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similar al descrito durante la caracterizacién de la 6-P-B-galactosidasa de L.
gasseri comentada previamente (Suzuki et al., 1996). El Ni>* también provoca
un efecto negativo en la enzima Lp_3525 (Pbg9), pero en este caso la actividad
relativa se reduce solo hasta el 60%. Respecto a los detergentes empleados, el
Tween 20 y el SDS aumentan la actividad enzimatica un 152 y 132%
respectivamente, debido posiblemente a que su efecto tensioactivo puede estar
estabilizando la proteina (Jones et al., 2018). EI PMSF, agente inhibidor de
proteasas de serina, provoca un efecto positivo sobre la actividad de la enzima
Lp_3525 (Pbg9) cuando se afiade a la reaccién, del mismo modo que ocurre
con el EDTA, que es un agente quelante de cationes divalentes, los cuales
aumentan la actividad relativa a un 157 y 130% respectivamente. Estos
resultados parecen indicar que el centro activo de la enzima no presenta
residuos de serina. De forma general los efectos activadores de los aditivos
mencionados anteriormente pueden estar producidos por cambios
conformacionales, secuestro de iones inhibidores o ser debidos a un efecto

tensioactivo (Otzen, 2011).

La proteina Lp_ 3525 (Pbg9) frente al sustrato p-NF-6-P-B-D-
galactopiranésido presentd los valores de Vmax Y Km que se muestran en la
Tabla 13. A partir de estos valores se calcularon los parametros cinéticos Kcaty
Ecat (kca/Km). Los valores de eficiencia catalitica descritos en las dos 6-P-3-D-
galactosidasas de L. gasseri, LacG1 (3360 min* mM?) y LacG2 (5580 min
mM-1) utilizando o-NF-Gal-6P, son del orden de 10 a 20 veces mayores que la
eficiencia obtenida en la 6-P-B-galactosidasa Lp_3525 (Pbg9) de L. plantarum
WCFS1 (Honda et al., 2012). Puesto que la proteina Lp_3525 (Pbg9) también
presentd actividad frente al sustrato p-NF-6-P-B-D-glucopirandsido se
calcularon los parametros cinéticos de la enzima frente a este sustrato tal y
como se muestran en la Tabla 13 (apartado 5.4. de Materiales y Métodos).
La proteina Lp_3525 (Pbg9) presenté una actividad especifica de 0,1 U mg™!
como 6-P-B-D-glucosidasa y de 1,3 U mg* como 6-P-B-D-galactosidasa, por lo
gue la actividad especifica fue mas de 10 veces superior para el derivado de
galactosa. A pesar de ello, la actividad especifica de la 6-P-p-D-galactosidasa
de L. plantarum WCFS1 fue unas 20 veces inferior que la actividad especifica
de una 6-P-B-D-galactosidasa de Leptotrichia buccalis ATCC 14201 (21,6 U
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mg™?) descrita previamente (Thompson, 2002). Por otro lado, analizando la
eficiencia catalitica tanto para el derivado p-NF-6-P-B3-D-glucopirandsido como
para el derivado p-NF-6-P-B-D-galactopiranésido, se puede observar que la
capacidad de hidrdlisis de la glicosidasa Lp_3525 (Pbg9) fue mayor para el
derivado de galactosa que para el de glucosa, ya que dicha constante present6
un valor para el derivado p-NF-6-P-B-D-galactopiranésido, aproximadamente

40 veces mayor que el obtenido frente a p-NF-6-P-3-D-glucopirandsido.

Tabla 13. Parametros cinéticos de la glicosil hidrolasa Lp_3525 (Pbg9) como 6-P-B-glucosidasa
y 6-P-B-galactosidasa.

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)

(Umg™ (mM) (min™h (mintmM?)
Lp_3525 Glu 0,1+7,1x10°® 1,3+0,3 7,3+7,1x10° 5,8+1,5
Lp_3525 Gal 1,3+7,1x10° 0,3+0,02 677,1x10° 242+20

En esta tesis se ha demostrado que, aunque la glicosidasa Lp_ 3525
(Pbg9) de la familia GH1 de L. plantarum WCFS1 esta anotada como una 6-P-
B-glucosidasa (Tabla 10) es, ademas, una 6-P-B-galactosidasa (Figura 7). De
hecho, los parametros cinéticos obtenidos demuestran que la eficiencia es
mayor en la hidrdlisis de p-NF 6-P-B-galactopiranésido que en la de p-NF-6-P-
B-D-glucopirandsido. Este resultado corrobora que las anotaciones en funcién
de la secuencia o estructura de las proteinas deben ser verificadas
experimentalmente mediante la produccion de la proteina recombinante y su

posterior caracterizacién bioquimica.

1.2.2. Familia 13 (GH13)

Segun la base de datos CAZy, dentro de la familia GH13 de glicosil hidrolasas
se encuentran incluidas proteinas con actividad a-amilasa (EC 3.2.1.1), oligo-
1,6-glucosidasa (EC 3.2.1.10), a-glucosidasa (EC 3.2.1.20), pululasa (EC
3.2.1.41), ciclomaltodextrinasa (EC 3.2.1.54), a-amilasa formadora de

maltotetraosa (EC 3.2.1.60), isoamilasa (EC 3.2.1.68), dextrano glucosidasa
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(EC 3.2.1.70), trehalosa-6-hidrolasa (EC 3.2.1.93), a-amilasa formadora de
maltohexaosa (EC 3.2.1.98), a-amilasa formadora de maltotriosa (EC
3.2.1.116) y amilasa maltogénica (EC 3.2.1.99).

Dentro de esta familia un nimero elevado de glicosidasas poseen
moédulos de union a carbohidratos (CBM), referidos como dominios de unién de
almidon. El almidon es el polisacarido méas utilizado como ingrediente
alimentario. Estd compuesto por amilosa, que a su vez estd compuesta por
polimeros de glucosa a-1,4, y amilopectina, compuesta por polimeros de
glucosa a-1,4, con ramificaciones o-1,6. Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) incluidas
dentro de la familia GH13, catalizan la hidrélisis de enlaces glucano internos a-
1,4, ademas de realizar reacciones de transglicosilacion (Kuriki y Imanaka,
1999). Las a-amilasas clasificadas en la familia GH13 comparten de cuatro a
siete regiones de secuencia conservadas (CSR) (MartinoviCova y Janecek,
2018). Al igual que las glicosidasas de la familia GH1, presentan la estructura
de barril TIM (B/a)s con ocho hélices a y ocho laminas B paralelas que se
alternan formando un solenoide que se curva para cerrarse sobre si mismo en

forma de toroide.

Actualmente, en la base de datos CAZy existen 42 subfamilias de GH13,
aunque no todas las enzimas GH13 estan asignadas a una subfamilia (Janecek
et al., 2014). Dentro de la familia GH13, las a-amilasas que se encuentran
incluidas dentro de una misma subfamilia presentan un mayor grado de
similitud de secuencia entre si que con los miembros de otras subfamilias de
GH13.

1.2.2.1.Lp_0179 y Lp_2757

Generalmente, las subfamilias de GH13 incluyen a proteinas que presentan
actividades glicosidicas diferentes, aunque estrechamente relacionadas. En la
subfamilia GH13 20, que agrupa actividades ciclomaltodextrinasa (EC
3.2.1.54), a-amilasa maltogénica (EC 3.2.1.133), y neopululanasa (EC
3.2.1.135) (Lee et al., 2002; Stam et al., 2006). Estas enzimas se distinguen de
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las a-amilasas tipicas (EC 3.2.1.1) por poseer un dominio N-terminal
responsable de la preferencia como sustrato por ciclomaltodextrinas en lugar
de almidon (Lee et al., 2002).

A pesar de la disponibilidad de la secuencia del genoma de L. plantarum
WCFS1, todavia existe una informacién limitada sobre la funcién de los genes
gue codifican a-amilasas. Como se ha comentado anteriormente, al describir la
clasificacion utilizada por la base de datos CAZy, hoy en dia se utiliza mas la
clasificacion de las glicosidasas en funcién de la similitud de su secuencia de
aminoécidos, o de su estructura tridimensional, las cuales reflejan una relacion
evolutiva, en lugar de una clasificacion en funcién de la especificidad de
sustrato. Sin embargo, este enfoque, abre la puerta a que enzimas que poseen
una misma funcion bioquimica puedan estar clasificadas por separado, y
también al hecho de que reacciones similares puedan estar catalizadas por
enzimas estructuralmente diferentes y, por lo tanto, por proteinas no
relacionadas evolutivamente (JanecCek et al., 2014). En definitiva, teniendo en
cuenta esta multitud de posibilidades, para poder asignar una funcién
bioquimica especifica a una proteina es necesario caracterizar la proteina

correspondiente.

Las enzimas con actividad a-amilasa tienen multiples aplicaciones en el
procesado del almidén, produccion de alcohol, elaboracién de cerveza, sector
textil e industria del papel (Souza y Magalhdes, 2010), ademas de en la
industria alimentaria, biomédica, farmacéutica y quimica (Outtrup y Norman,
1984; Jeon et al., 2016). L. plantarum WCFS1 posee 11 proteinas incluidas en
la familia GH13. Entre estas proteinas, solo dos estan anotadas como "a-
amilasas", Lp_0179 (Amy2, a-amilasa) y Lp_2757 (a-amilasa maltogénica). La
proteina Amy2 (LpMA) de L. plantarum spp. plantarum ST-lll ha sido
previamente caracterizada y estudiada como a-amilasa formadora de maltosa
(Jeon et al. 2016). La proteina Amy2 de esta cepa posee una secuencia de
aminodcidos idéntica a la proteina Lp_0179 (Amy2) de L. plantarum WCFS1
(datos no mostrados). La proteina Lp_0179 (Amy2) tiene 440 aminoacidos y
presenta los tres dominios tipicos de la familia GH13, la estructura catalitica de

barril TIM (B/a)s (dominio A) con un pequefio dominio B que sobresale del barril
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entre la cadena B3 y la hélice a3, ademas de una regién C-terminal (dominio
C), adoptando un plegamiento 3 antiparalelo en forma de sandwich (Janecek et
al., 2014). En la Figura 16 se muestra un esquema de sus dominios. Ademas,
la proteina Lp_0179 (Amy2) posee cuatro regiones de secuencia conservadas
de la familia GH13 (CSR) (CSR I, II, lll, y IV) préximas al dominio C-terminal de
las cadenas B3, B4, B5 y B7 del barril TIM (B/a)s que ademas incluyen la triada
catalitica (Figura 16). La triada catalitica de las proteinas incluidas en la familia
GH13 consiste en Asp-171 (nucledfilo catalitico), Glu-200 (donador de
protones), y Asp-277 (estabilizador del estado de transicion) en la proteina
Lp_0179 (Amy2) (Figura 16). Dentro de la familia GH13, la identidad de
secuencia entre las proteinas incluidas es muy baja y solo la triada catalitica,
ademas de la Arg-169 en Lp_0179 (Amy2) se mantienen conservados de forma

general (JanecCek et al., 2014) (Figura 16).

A diferencia de la proteina Lp_0179 (Amy2), que aun no ha sido
asignada a una subfamilia, la proteina Lp_2757 esta incluida en la subfamilia
GH13 20. Los miembros de esta subfamilia se distinguen por la especificidad
de sustrato, con preferencia sobre ciclomaltodextrinas en lugar de almidon, y
por la presencia de un dominio N-terminal que precede al barril TIM (B/a)s
(Figura 16). Aunque la funcion de este dominio N-terminal ain no se conoce
completamente, se ha descrito que a menudo actia a modo de ancla para la
unién del almidon (Abe et al., 2005). Este dominio de unién al almidon también
se ha clasificado dentro de la base de datos CAZy como médulo de unién a
carbohidratos (CBM). La base de datos de CAZy incluye este dominio N-
terminal que posee la glicosil hidrolasa Lp_2757 en la familia 34 (CBM34).
Ademas de este dominio N-terminal, la proteina Lp_ 2757, asi como otras a-
amilasas de la familia GH13, posee tres de las regiones de secuencia
conservadas (CSR V, VI y VII), préximas a la region C-terminal del dominio B
y/o préximas a la region C-terminal de las laminas 2 y B8 del barril TIM,
ademas de otros residuos que pueden explicar las diferentes especificidades
de las glicosil hidrolasas de la familia GH13 entre si (JaneCek et al., 2014)
(Figura 16).
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Lp72757 MOLAGIRHRPESEDTAVLAAHQLQVRLQTARDDVAQVEILFADSYLWQEGTTALERRIMQOEENG
Ip 0179 mmmm oo 0

Lp72757 PGLATQGNQYWQTTLTVPTNRVVYAFLITDTIGATVGYGEGGFFDDVATNWQTVGNYFHM 120
Lp 0179  —— oo s 0
Lp 2757 EUARIINANRIN T VKE TVWY QI FPERFANGVRONDPANVQPWGAGRVHRDSFYGGDLPG 180
Lp 0179 —=—=—-- MARDTQTQLRNEMIYSV-==—==—————————————————— FVRNYSEAGNFAG 30
*. HEEE A LR S X
CSR VI
Lp 2757 ITAHLDDLAA[LGVNGLYLCP|IFTSPS—~-—--—~— NI DTIDHFEIDPHFGTKADFQALVD 233
Lp 0179 VTADLQRIKDLGTDILWLLPINPIGEVNRKGTLGSPEAIKDYRGINPEYGTLADFKALTD 90
:**’*: . **': *:* * % . . * *: *:*':** ***:**’*
CSR I
Lp 2757 GAHARGMRVMLDAVENH 286
Lp 0179 RAHELGMKVMLDIVYNH] 145

* * KKk e kKKK ke kK . % * .k oK. . * *

CSR V CSR ITI

Lp_2757 PKVN[TONPAVQAYLIDVTKYWIEQF|GIDAWRFBVADEV@HGEFWRA 346
Lp_0179 GHHELWQYQIDTLLYWSQF--[VDGYRCBVAPLVPLDFWLE 183
. * **' * % . :*':* * x % * '**
CSR IIT
Lp_2757 LCGALRAIKPDV[YLLG] E HESQ ——————— SLVGN—————— GOFNAVMNMPLTQPILALE 393
Lp_0179 ARKQVNAKYPET|LWLAESAGS|GFIEELRSQGYTGLSDSELYQAFDMTYDMDVEGDFKDYW 243
.'* *:' *'** *' . '* *: . :* . . .
CSR IV
Lp_2757 NGQLNPEDYVGKTNLELMMYRQPNQQOAMEFNALDTH EEELLTTLHGQLTKFKSALTLLML 453
Lp_0179 QGRSTVERYVDLLQORQD--ATFPGNYV[KMRFLENH NEEIMSLMHSKAEA—VNNLTWIFM 300
HOE R HE A I A
CSR VII
Lp_ 2757 LPIGSPCIYYGTE AMAGGA.PDN RCMNWQPDEQEQQVRQFVTRLIKFRRQQADFLATSQ 513
Lp 0179 QORGIPLIYNGQEFLAEHQPSLFDDTMVAD---RHGDVTPLIQKLVTIKQLPLLRAADYQ 357
B Fokokkoxox . HE : H HESE R *ox
Lp_ 2757 LTWTIDGHCLILTRTDVEQTIQGREFNLGAQAVSTVSGVSPILTAGITANEMAPGGFELTV 573
Lp 0179 LAVVEEGIVKITYRAA-GEALTAWIPLKG----QVTAVATKLAAGSYQNLLTDGPTEVVD 412
- *: . :* * *: - . * *:_*: *:** * s * *:_
Lp_ 2757 A-———— e 574
Lp_0179 GKLTVDGQPVLIKYVTNTAVTKVADQSN 440

Figura 16. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de las glicosidasas
Lp_0179 (Amy2) y Lp 2757 de la familia GH13 de L. plantarum WCFS1. El
alineamiento se realiz6 utilizando el programa Clustal Omega. (*) identidad entre
aa, (1) cambio semiconservativo, (.) cambio conservativo y (-) espacios
introducidos para maximizar similitudes. Los tres dominios tipicos de la familia
GH13 se encuentran sombreados en azul (dominio A), en verde (dominio B) y en
amarillo (dominio C). El dominio N-terminal de Lp_2757 (CBM34) se indica en
azul oscuro. Las siete regiones conservadas (CSR) en la subfamilia GH13_20 de
a-amilasas se encuentran también sefialadas. Los residuos de la triada catalitica
de la familia GH13 (Asp 171, Glu 200 y Asp 227 en Lp_0179) se indican en rosa.
Los residuos conservados en enzimas amiloliticas se muestran en rojo (Lee et
al., 2002). Los motivos conservados VAnE y Mpkin en CSR Il y V
respectivamente aparecen sefialados en gris.
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Las a-amilasas de la subfamilia GH13_20 se pueden diferenciar
facilmente de otras amilasas en base a la conservacion de los residuos de Trp-
47 y Phe-295 (Lee et al., 2002). Por otra parte, el Glu-338 esta conservado en
la subfamilia GH13 20. A este residuo se le atribuye la funcion de aceptor de
oligosacaridos (Park et al., 2000). El residuo Glu-338 forma parte de la region
conservada VANE que se encuentra detras del nucledfilo catalitico en el
dominio RSC Il (Figura 16). Ademas, la subfamilia GH13_20 se caracteriza por
poseer el motivo de secuencia MpKIn en el dominio CSR V (Majzlova et al.,
2013). A pesar de que las glicosil hidrolasas Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757 de L.
plantarum WCFS1 se encuentran anotadas como a-amilasas que pertenecen a
la familia GH13, su identidad de secuencia de aminoacidos es solo del 26,4%,

no encontrandose relacionadas en cuanto a su estructura.

En esta tesis se clonaron los genes amy2 (Ip_0179) y Ip_2757 que
codifican las glicosil hidrolasas Amy2 (Lp_0179) y Lp_2757, respectivamente,
de L. plantarum WCFS1 utilizando las parejas de oligonucleétidos y los
vectores de clonaje que se muestran en la Tabla 11. Ambas proteinas se
hiperprodujeron en E. coli BL21 (DE3), se purificaron mediante columnas de
afinidad, y se dializaron tal y como se describe en los apartados 3.6.1y 5.1 de
Materiales y Métodos. Se obtuvieron 6,6 mg de proteina por litro de cultivo de
la proteina Lp_0179 (Amy2) y 5,3 mg de proteina por litro de cultivo de la
proteina Lp_2757 (Tabla 11).

La pureza de estas proteinas se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura
17), donde se puede observar que en las fracciones eluidas de las columnas
de afinidad con imidazol, aparecen la proteina recombinante Lp_0179 (Amy2)
con un tamafo de 49,9 kDa (440 aa) y la proteina recombinante Lp_2757 con
un tamafo de 64,4 kDa (574 aa), ambas coinciden con sus masas moleculares

tedricas esperadas (Tabla 11).
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Figura 17. Hiperproduccion y purificacion de las proteinas recombinantes
Lp_0179 (Amy2) (A) y Lp_2757 (B) de la familia GH13 de L. plantarum WFCS1.
Las flechas indican las fracciones eluidas de las columnas de afinidad con
imidazol 150mM vy dializadas con tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM,
pH 7,0. Gel SDS-PAGE 10% de acrilamida. EI marcador de peso molecular
Broad-Range (Bio-Rad) aparece a la izquierda.

Posteriormente, con las glicosil hidrolasas Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757
se realizaron ensayos de actividad frente a carbohidratos derivados de p-NF,
tal y como se muestra en el apartado 1.2. de este mismo capitulo. Ambas
glicosil hidrolasas presentaron actividad a-D-maltosidasa; la capacidad para
hidrolizar p-NF-a-D-maltopiranésido indica que ambas glicosidasas hidrolizan
enlaces glucosidicos a-1,4. Sin embargo, sélo la proteina Lp_ 2757 mostré
actividad a-D-maltopentaosidasa (86% de actividad relativa frente a la actividad
a-D-maltosidasa) (Figura 7). En principio, este resultado contrasta con el
obtenido previamente al estudiar la actividad de la proteina Lp_0179 (Amy2)
frente a p-NF-a-D-maltopentadsido, en el que se describioé que la proteina si fue
capaz de hidrolizar los enlaces glucosidicos a-1,4 del p-NF-a-D-
maltopentadsido, liberando maltosa y p-NF-a-D-maltotriosa (Jeon et al., 2016).
Este resultado es aparentemente contradictorio, sin embargo, hay que tener en
cuenta que se trata de enlaces diferentes. Mientras que en esta tesis se
observa la posible liberacion de p-NF a partir del derivado nitrofenilo de la a-D-
maltopentaosa, Jeon et al. (2016) observan la hidrélisis de un enlace

glucosidico a-1,4 interno para liberar p-NF-a-D-maltotriosa y maltosa.

Como ambas a-amilasas hidrolizaron p-NF-a-D-maltopiranosido, se
selecciond este sustrato para caracterizar las glicosidasas Lp_ 0179 (Amy2) y
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Lp_2757 de la familia GH13 de L. plantarum WCFS1. Ambas proteinas
presentaron un comportamiento diferente en relacion con su pH y temperatura
optimos para la actividad enzimética (Figura 18). La glicosidasa Lp_ 2757
presentd su actividad maxima a 30-37 °C, mientras que la proteina Lp_0179
(Amy2) mantuvo una actividad similar en todas las diferentes temperaturas
ensayadas (Figura 18A). El pH 6ptimo fue de 4,0 a 7,0 en la proteina Lp_0179
(Amy2) y de 4,0 a 6,0 para la proteina Lp_2757 (Figura 18B). Una amilasa
formadora de maltosa de la cepa L. plantarum S21, que esta ausente en la
cepa WCFS1, mostré un comportamiento similar a la proteina Lp_0179 (Amy2)
(Majzlova et al., 2013). La amilasa de L. plantarum S21 mostré una actividad
relativa superior al 80% a valores de pH que van de 50 a 6,5, y una
temperatura Optima a todas las temperaturas ensayadas (Majzlova et al.,
2013). Es interesante destacar que cuando se utiliza almidon soluble como
sustrato, la proteina Lp_0179 (Amy2) mostro una temperatura 6ptima de 30 °C
y un pH optimo mas acido (pH 3,0) (Jeon et al., 2016). Como se ha explicado
anteriormente, la razon de las diferencias observadas en pH y temperatura
optimos de la proteina Lp_0179 (Amy2) entre los resultados de esta tesis y el
estudio realizado por Jeon et al. (2016) pueden deberse, en parte, al diferente
enlace glucosidico hidrolizado en ambos estudios. En un estudio realizado con
una a-amilasa de Lactobacillus gasseri ATCC 33323, 44% idéntica a la proteina
Lp_ 2757, la temperatura 6ptima de reaccion fue 55 °C (Oh et al., 2005),
superior a la temperatura Optima observada tanto para la proteina Lp_0179
(Amy2), como para la proteina Lp_2757 en esta tesis. La a-amilasa de L.
gasseri ATCC 33323 mostré su mayor actividad hidrolitica en tampon acetato
sbédico 50 mM pH 5,0, ya que las actividades enzimaticas no sélo dependen del
pH, sino también del tipo de tampdn utilizado (Oh et al., 2005). Las a-amilasas
de Alicyclobacillus sp. y de la cepa Bacillus subtilis XL8 también mostraron una
temperatura 6ptima elevada, 65 y 70 °C respectivamente, y un pH optimo &cido
(Zhang et al., 2018; Wang et al., 2019).

En relacion con su termoestabilidad, ambas enzimas fueron termolabiles
a una temperatura superior a 37 °C. Sin embargo, a 37 °C o temperaturas
inferiores, la proteina Lp_0179 (Amy2) mostr6 mas del 80% de actividad
maxima después de 24 h de incubacién, mientras que la proteina Lp_ 2757
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mostrd sélo un 60% de actividad relativa (Figura 18C y 18D). En una a-amilasa
de Corallococcus sp. se observé un comportamiento mesofilo, ya que casi toda
la actividad hidrolitica se mantuvo después de que la enzima se incubase
durante 60 min a temperaturas superiores a 40 °C; sin embargo, se produjo
una importante pérdida de estabilidad enzimética a temperaturas superiores a
50 °C después de 30 min de incubacion (Zhou et al., 2018). Se han descrito a-
amilasas termoestables en Arthrobacter agilis (Kim et al, 2017) vy
Alicyclobacillus (Zhang et al., 2018) que fueron muy activas después de una

incubacion prolongada a 60 °C.

El efecto de algunos iones metalicos y aditivos sobre la actividad
enzimatica de las proteinas Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757 de L. plantarum
WCFS1 se muestra en la Figura 18E. La actividad enzimatica de la proteina
Lp_0179 (Amy2) fue inhibida significativamente por el i6n metalico Hg?*, y
moderadamente por PMSF. Ninguno de los aditivos utilizados aumento
significativamente la actividad hidrolitica de la proteina Lp_0179 (Amy2) de L.
plantarum WCFS1. Cuando se utilizo el almidon como sustrato, los iones
metdlicos Co?*, Cu?* y Fe® inhibieron completamente la actividad de la
proteina Lp_0179 (Amy2) (Jeon et al., 2016). Contrariamente a lo ocurrido con
la proteina Lp_0179 (Amy2), la adicion de PMSF aument6 moderadamente la
actividad de la proteina Lp_2757 de L. plantarum WCFSL1. Los iones metalicos
Cu?*, Hg?* y Ni?*, inhibieron significativamente la hidrélisis de la proteina
Lp 2757 sobre p-NF-a-D-maltopiranésido. Ambas a-amilasas de L. plantarum
WCFS1, junto con las a-amilasas de L. plantarum S1 (Kanpiengjai et al., 2015)

y Corallococcus sp. (Zhou et al., 2018) se inhibieron por la presencia de Cu?*.

Como la proteina Lp_2757 también mostroé actividad frente p-NF-a-D-
maltopentadsido, también se llevd a cabo su caracterizacion frente a este
sustrato (datos no mostrados). La proteina Lp_2757 mostré un comportamiento
similar frente a ambos carbohidratos derivados de p-NF en relacién con el pH
optimo y la temperatura, aunque presenté una mayor actividad a pH 7,0 para p-
NF-a-D-maltopentadsido. De forma similar al p-NF-a-D-maltopiranésido, los
iones metalicos Cu?*, Hg?* y Ni?* también inhibieron significativamente la

hidrélisis de p-NF-a-D-maltopentadsido con la proteina Lp_2757.
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Figura 18. Caracterizacion de la a-amilasa Lp_0179 (Amy2) y la a-amilasa
maltogénica Lp_2757 de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del
pH (B) en la actividad enziméatica; Lp_0179 (cuadrado morado); Lp_2757 (triangulo
amarillo). Estabilidad térmica; la enzima se incubd a 22 °C (diamante azul), 30 °C
(cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C (aspa morada) y 65 °C (circulo
naranja) en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH 7,0. Lp_0179 (C) y
Lp_2757 (D). Efecto de distintos aditivos (concentracion final 1mM) en la actividad
enzimatica: iones metdlicos (representados en amarillo), detergentes (verde),
agentes caotropicos (marrén), agentes reductores (azul) e inhibidores de
proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (E). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estdndar. En las figuras A y B la maxima actividad observada se consider6 el
100% de actividad. En las figuras C, D y E el control sin incubacién de la enzima y
el control sin aditivo se consideraron respectivamente como el 100% de actividad.
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Los parametros cinéticos de las proteinas Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757
gue se muestran en la Tabla 14 se calcularon utilizando p-NF-a-D-
maltopirandsido como sustrato a diferentes concentraciones (apartado 5.4. de

Materiales y Métodos).

Tabla 14. Parametros cinéticos de las glicosidasas Lp_0179 (Amy2) y Lp_2757 de L. plantarum
WCFS1 como a-D-maltopiranosidasas () y Lp_2757 como a-D-maltopentaosidasa (7).

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)
(Umg™?) (mM) (minh (mintmM1)
Lp_0179° 4,3+0,002 0,3+0,07 231,440,002  720+153
Lp 2757 3,940,001 0,6+0,1 294,940,001  480+97
Lp 2757 " 15,740,003 3,0+0,3 1008,2+0,003 334+33

A pesar de que ambas a-amilasas mostraron para el sustrato p-NF-a-D-
maltopirandsido un valor de Vmax Similar, el valor de Kuv para la proteina
Lp_2757 fue aproximadamente el doble que el valor de Kwv para la proteina
Lp_0179 (Amy2). Por lo tanto, el valor de Ecat (kca/Km) fue notablemente mas
alto para la proteina Lp_0179 (Amy2) que para Lp_ 2757 (Tabla 14). Los
parametros cinéticos de la proteina Lp_0179 (Amy2) se han analizado para
varios sustratos, encontrandose que el mayor valor de Ecat fue para almidon
soluble 2,06 (ml/mg) min' (Jeon et al., 2016), al igual que para la amilasa
maltogénica de Corallococcus sp. (16,91 (ml/mg) min?) (Zhou et al., 2018).
Entre los polisacéaridos, la eficiencia catalitica de la proteina Lp_0179 (Amy2)
fue mayor en amilosa que en amilopectina, 1,44 y 0,45 (ml/mg) min?,
respectivamente (Jeon et al., 2016). La eficiencia catalitica que mostré por
maltosa la a-amilasa de L. plantarum S21 aunque fue mas alta, pero siguio la
misma preferencia en amilosa [3,26 (ml/mg) min-t] y amilopectina [1,98 (ml/ mg)

min-] (Kanpiengjai et al., 2015).

Los parametros cinéticos de la proteina Lp 2757 de L. plantarum
WCFS1 frente al sustrato p-NF-a-D-maltopentadésido mostraron un valor de
Vmax superior al valor obtenido para la proteina LpMA de L. plantarum subsp.
plantarum ST-III utilizando maltopentaosa (3,15+0,11 U mg™). Sin embargo,

este valor fue inferior al del sustrato maltosil-B-ciclodextrina (30,09+3,24 U mg"
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1) (Jeon et al., 2016). La proteina Lp_2757 presentd una Ecat (kca’/Km) para el
sustrato p-NF-a-D-maltopentadsido inferior al que se determiné para el sustrato
p-NF-a-D-maltopiranésido para ambas proteinas. La proteina LpMA de L.
plantarum subsp. plantarum ST-III (Jeon et al., 2016) presentd una Ecat de 8,03
min"t mM-* para el sustrato maltopentaosa y 117,58 min"t mM-* para el sustrato
maltosil-B-ciclodextrina, por lo que LpMA resulta ser cataliticamente menos

eficiente que la proteina Lp_2757 estudiada en esta tesis.

Ambas a-amilasas de L. plantarum WCFS1 mostraron claras diferencias
tanto en su estructura, como en su caracterizacion y parametros cinéticos, por
lo que se realizé de forma complementaria un estudio de su actividad sobre
carbohidratos especificos de a-amilasas para conocer su perfil de especificidad
de sustrato. Se ha descrito que cepas de L. plantarum, L. amylovorus, L.
fermentum, y L. manihotivorans aisladas de diversos alimentos poseen
enzimas a-amilasas, capaces de catabolizar almidén, amilosa, amilopectina y
glucégeno, pero no de degradar pululano o B-ciclodextrina (Oh et al., 2005).
Para conocer la especificidad de sustrato de las a-amilasas Lp_0179 (Amy2) y
Lp 2757 de L. plantarum WCFS1 se realizO un chequeo con doce
carbohidratos relacionados con el metabolismo del almidon y las reacciones se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-RID) y
cromatografia de gases (GC-FID) (apartado 6.2 de Materiales y Métodos).
Los resultados se muestran en la Tabla 15. La proteina Lp_2757 fue capaz de
hidrolizar acarbosa, oligosacaridos y polisacaridos no ciclicos como fécula de
patata, amilosa o amilopectina, y también ciclodextrinas (a-ciclodextrina, B-
ciclodextrina y y-ciclodextrina) lo que apoya su clasificacion como una “amilasa
maltogénica” (EC.3.2.1.133). Sin embargo, el comportamiento de la proteina
Lp_ 0179 (Amy2) en la hidrdlisis de carbohidratos relacionados con el almidon
fue muy diferente al observado para la proteina Lp_2757, lo que esta en linea
con las diferencias encontradas en las caracteristicas estructurales entre estas
dos a-amilasas de L. plantarum WCFS1. Basicamente, la proteina Lp_0179
(Amy2) sdlo hidroliz6 maltopentaosa y dextrina, pero no hidrolizé, por ejemplo,
a-ciclodextrina, B-ciclodextrina 'y y-ciclodextrina, que son sustratos
esencialmente resistentes a la hidrdlisis por las a-amilasas comunes, lo que
corrobora que la proteina Lp_0179 (Amy2) es una “a-amilasa” (EC.3.2.1.1).
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Tabla 15. Hidrdlisis de carbohidratos especificos de a-amilasas mediante Lp_0179 y Lp_2757
de la familia GH13 de L. plantarum WCFS1 analizado por GC-FID.

Carbohidratos Lp 0179 Lp 2757
Almidoén - +

Amilosa -
Amilopectina -
Pululano -
a-Ciclodextrina -
B-Ciclodextrina -
y-Ciclodextrina -
Acarbosa -
Panosa -
Maltopentaosa +
Dextrina +

+ + 4+ + 4+ + ++ ++

Por lo tanto, la caracterizacion bioquimica de las glicosidasas de la
familia GH13 de L. plantarum WCFS1 realizada en esta tesis confirma
bioquimicamente su anotacion empirica en las bases de datos, quedando
demostrado que Lp_2757 es una amilasa maltogénica y que Lp_0179 (Amy2)

es una a-amilasa.

1.2.2.2. Lp_0263y Lp_3220

En esta tesis se han producido 4 proteinas de L. plantarum WCFS1 incluidas
en la familia GH13 (Tabla 11). En el apartado anterior se ha demostrado
bioquimicamente la correcta anotacion de las glicosidasas Lp_0179 (Amy2) y
Lp 2757, como a-amilasa y amilasa maltogénica, respectivamente. Las otras
dos proteinas de la familia GH13 son Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4) que
estdn anotadas como trehalosa-6-P-hidrolasas (EC. 3.2.1.93). La proteina
Lp 3220 (Agl4) ademéas estd anotada como sacarosa-6-P-hidrolasa y a-
glucosidasa (EC 3.2.1.20). Estas enzimas hidrolizan trehalosa-6-P liberando
glucosa y glucosa-6-P, y se ha descrito que también pueden hidrolizar
eficazmente p-NF-a-D-glucopiranésido. La trehalosa se hidroliza menos
eficazmente que la trehalosa-6-P (Helfert et al., 1995). En un apartado anterior
de esta tesis, utilizando carbohidratos derivados de p-NF, se ha demostrado

que las dos glicosidasas de la familia GH13 anotadas como trehalosa-6-P-
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hidrolasas [Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4)] son capaces de hidrolizar p-NF-
a-D-glucopiranésido, aunque la hidrolisis obtenida con la proteina Lp_3220

(Agl4) fue muy superior a la producida por Lp_0263 (TreA).

El derivado p-NF-a-D-glucopiranésido es el compuesto utilizado como
modelo para la identificacion de enzimas con actividad a-glucosidasa. Estas
enzimas, en comparacion con otras glucosidasas, han sido poco estudiadas en
el género Lactobacillus (Ganzle y Follador, 2012). Sin embargo, se han
identificado actividades a-glucosidasa en células enteras y extractos libres de
células de Lactobacillus acidophilus (Li y Chan, 1983), y se ha purificado y
caracterizado una a-glucosidasa de una cepa de Lactobacillus brevis aislada
de cerveza (De Cort et al., 1994). Posteriormente, se han caracterizado a nivel
bioquimico y genético otras a-glucosidasas de Lactobacillus johnsonii (Kang et
al., 2009) y L. acidophilus (Mgller et al., 2012). Mas recientemente, también se
ha caracterizado bioquimicamente la a-1,6-glucosidasa MalL de la cepa L.
plantarum LL441 (Delgado et al., 2017) que, sin embargo, se encuentra
ausente en la cepa L. plantarum WCFS1. Esta a-1,6-glucosidasa MalL de L.
plantarum LL441 presenta un 38,17% de identidad de secuencia con la a-
glucosidasa Lp_3220 de L. plantarum WCFSL1.

Las dos proteinas de L. plantarum WCFS1 hiperproducidas de forma
recombinante en esta tesis y anotadas como trehalosa-6-P-hidrolasas,
Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4), presentan un 38% de identidad entre ellas y
poseen un tamafio similar, 547 y 555 aminoacidos las proteinas Lp_ 0263
(TreA) y Lp_3220 (Agl4), respectivamente (Tabla 11). Aunque ambas proteinas
pertenecen a la familia GH13, sin embargo, la glicosidasa Lp_0263 (TreA) esta
clasificada en la subfamilia GH13_ 29 mientras que Lp_3220 (Agl4) se incluye
en la subfamilia GH13 31. Ambas proteinas presentan los siete dominios
tipicos de la familia GH13, la estructura catalitica de barril TIM (B/a)s (dominio
A), un dominio B, ademas de una regién C-terminal (dominio C) (Figura 19). La
triada catalitica de las proteinas incluidas en las subfamilias GH13 29 y
GH13 31, en este caso consiste en Asp-196, Glu-249 y Asp-324 para la
proteina Lp_0263 (TreA), y Asp-201, Glu-258 y Asp-332 para Lp_3220 (Agl4)

(Figura 19). En estas dos subfamilias generalmente también estan
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conservados los residuos Asp-57, Tyr-60, His-100, Arg-194, His-322, y Arg-409
en Lp_0263 (TreA), y Asp-60, Tyr-63, His-103, Arg-199, His-331, y Arg-418 en

Lp_3220 (Agl4) (Auiewiriyanukul et al.,
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Figura 19. Comparacion de las glicosidasas Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4)
de la familia GH13 de L. plantarum WCFSL1. El alineamiento se realizé utilizando
el programa Clustal Omega. (*) identidad entre aminoacidos, (:) cambio
semiconservativo y (.) cambio conservativo. Los guiones representan espacios
introducidos para maximizar similitudes. Los tres dominios tipicos de la familia
GH13 se encuentran sombreados en azul (dominio A), en verde (dominio B) y en
amarillo (dominio C). Las 7 regiones conservadas (CSR) en las subfamilias
GH13_ 29 y 31 también se encuentran sefialadas (Majzlova et al., 2013) Los
residuos de la triada catalitica de las subfamilias GH13 29 y 31 [Asp-196, Glu-
249 y Asp-324 para la proteina Lp_0263 (TreA), y Asp-201, Glu-258 y Asp-332
para Lp_3220 (Agl4)] se encuentran sefialados en rosa. Los residuos
conservados en a-glucosidasas de la familia GH13 se encuentran sefialados en
rojo (Auiewiriyanukul et al., 2018). El motivo conservado QPDLN (CSR-V)
(Delgado et al., 2017) y el dominio de unién a fosfato HHLK (Lin et al., 2016) en
el dominio A se encuentran sefialados en gris.

2018) como se observa en la Figura 19.
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Dentro de la subfamilia GH13 29, en la trehalosa-6-P-hidrolasa BITreA
de Bacillus licheniformis se ha descrito el dominio tipico de unién a fosfato
HHLK presente en todos los miembros de esta subfamilia (Majzlova et al.,
2013; Lin et al., 2016). La glicosil hidrolasa Lp_0263 (TreA) de L. plantarum
WCFS1 presenta este dominio HHLK de unién a fosfato (Figura 19), por lo que
se confirma su pertenencia a la subfamilia GH13_29. Por otro lado, dentro de la
subfamilia GH13_31, en la oligo-a-1,6-glucosidasa MalL de L. plantarum LL441
se ha descrito el motivo QPDLN en el dominio CSR-V que caracteriza a esta
familia (Delgado et al., 2017). La proteina Lp_3220 (Agl4) de L. plantarum
WCFS1 también presenta este motivo caracteristico (Figura 19), lo que

corrobora su correcta inclusion en la subfamilia GH13_31.

Como se ha comentado anteriormente, y con objeto de caracterizar
bioquimicamente las dos proteinas anotadas como trehalosa-6-P-hidrolasa y
pertenecientes a dos subfamilias distintas de la familia GH13, Lp_0263 (TreA)
(subfamilia GH13_29) y Lp_3220 (Agl4) (subfamilia GH13_ 31), se clonaron los
genes treA (Ip_0263) y agl4 (Ip_3220) de L. plantarum WCFS1 utilizando las
parejas de oligonucledtidos y los vectores de clonaje que se muestran en la
Tabla 11. Mientras que Lp_0263, clonada en pURI2-Cter, se hiperprodujo en E.
coli DH5aF’, Lp_3220, clonada en pURI3-Cter, se hiperprodujo en E. coli BL21
(DE3). Posteriormente, ambas proteinas se hiperprodujeron en E. coli BL21
(DE3), se purificaron mediante columnas de afinidad, y se dializaron tal y como
se describe en los apartados 3.6.1 y 5.1 de Materiales y Métodos. Se
obtuvieron 15,8 mg de proteina por litro de cultivo de la proteina Lp_ 0263
(TreA) y 14,7 mg de proteina por litro de cultivo de la proteina Lp_3220 (Agl4)
(Tabla 11).

La pureza de estas proteinas se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura
20), en donde se puede observar que en las fracciones eluidas de las
columnas de afinidad con imidazol, aparecen las proteinas recombinantes
Lp 0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4), con tamafios de 62,0 kDa y 63,9 kDa,
respectivamente, coincidiendo ambas con sus correspondientes masas

moleculares tedricas esperadas (Tabla 11).
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Figura 20. Hiperproduccion y purificacion de las glicosidasas Lp_0263 (TreA) (A)
y Lp_3220 (Agl4) (B) de la familia GH13 de L. plantarum WFCSL1. Las flechas
indican las fracciones eluidas de las columnas de afinidad con imidazol 150mM y
dializadas con tampon fosfato sodico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0. Gel SDS-
PAGE 10% de acrilamida. El marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-
Rad) aparece a la izquierda.

Anteriormente se ha comentado que las glicosil hidrolasas Lp_ 0263
(TreA) y Lp_3220 (Agl4) se encuentran anotadas como trehalosa-6-P-hidrolasa,
y aunque estan relacionadas en su estructura (Figura 19) sin embargo,
pertenecen a dos subfamilias distintas, lo que puede indicar una diferente
especificidad de sustrato. Por ello se realizaron ensayos de actividad frente a
carbohidratos derivados de p-NF, tal y como se muestra en el apartado 1.2. de
este mismo capitulo. Debido a que ambas glicosidasas presentaron actividad a-
D-glucosidasa (EC 3.2.1.20), se determinaron sus caracteristicas
fisicoquimicas mas relevantes utilizando p-NF-a-D-glucopiranésido (Figura 21)

como sustrato.

Ambas a-glucosidasas mostraron un comportamiento similar respecto a
su temperatura Optima. Las proteinas Lp 0263 (TreA) y Lp 3220 (Agl4)
presentaron su actividad maxima a 37 °C (Figura 21A). Por otro lado, la a-1,6-
glucosidasa MalL de L. plantarum LL441 presentd una temperatura Optima de
30 °C (Delgado et al., 2017), mientras que a esa temperatura las proteinas
Lp 0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4) mostraron un 70% de su actividad maxima.
El pH 6ptimo para la actividad de las proteinas Lp 0263 (TreA) y Lp 3220
(Agl4) difirio ligeramente, puesto que el pH éptimo de la proteina Lp_ 0263
(TreA) fue de 6,0, mientras que la proteina Lp_3220 (Agl4) resulté tener so6lo un
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80% de actividad relativa a ese pH y un 100% de actividad a pH 5,0. (Figura
21B). De manera similar a las proteinas Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4), la a-
1,6-glucosidasa MalL de la cepa L. plantarum LL441, mostr6 un pH 6ptimo
entre 5,0y 6,0 (Delgado et al., 2017).

En relacion con su termoestabilidad, ambas enzimas resultaron ser
termolabiles a una temperatura superior a 45 °C. Sin embargo, la proteina
Lp_0263 (TreA) es mas termoestable que la proteina Lp_3220 (Agl4) tras 24 h
de incubacion a 30 y 37 °C, ya que mantuvo un 80% de su actividad maxima.
Tras 24 h de incubacion a 22 °C, la proteina Lp_3220 (Agl4) conservé el 80%
de su maxima actividad. Estos resultados son similares a los que presenté la a-
glucosidasa BLAG de Bifidobacterium longum subsp. longum JCM1217 en

incubaciones inferiores a 1 h a 55 °C (Kim, N.R et al., 2017).

El efecto de algunos iones metalicos y aditivos sobre la actividad
enzimatica de las proteinas Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4) de L. plantarum
WCFS1 se muestra en la Figura 21E. El detergente SDS y el idon metalico Hg?*
inhibieron significativamente la actividad enzimatica en ambas proteinas.
Ademas, la actividad de proteina Lp_0263 (TreA) también se vio fuertemente
inhibida por la presencia de los iones metalicos Cu?*, Zn?* y Fe?*, coincidiendo
con los resultados que se obtuvieron en la a-glucosidasa BLAG de
Bifidobacterium longum subsp. longum JCM1217 para el caso del ion metélico
Fe?* (Kim, N.R et al., 2017). Por el contrario, la actividad de la proteina
Lp_3220 (Agl4) aumentd ligeramente en presencia de ion Fe?*. Estos efectos
pueden deberse a que diferencias sutiles en las propiedades de los cationes
pueden afectar a las interacciones y solubilidad de las proteinas (Matsarskaia
et al., 2018). Por otro lado, el aditivo que si ejercié un claro efecto potenciador
de la actividad de ambas enzimas fue el inhibidor de proteasas PMSF,
coincidiendo con que no se encuentran residuos de serina en la triada catalitica
del centro activo de estas enzimas (Auiewiriyanukul et al.,, 2018). Cabe
destacar que el aditivo que ejercié un mayor efecto potenciador de la actividad
de la proteina Lp_3220 (Agl4) fue el Tween 20. Este efecto potenciador se
puede deber a cambios conformacionales, por secuestro de iones inhibitorios o

a un efecto tensioactivo sobre la proteina (Otzen, 2011).
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Figura 21. Caracterizacion de las a-glucosidasas Lp 0263 (TreA) y Lp_ 3220
(Agl4) de la familia GH13 de L. plantarum WCFSL1. Efecto de la temperatura (A) y
del pH (B) en la actividad enzimatica; Lp_0263 (cuadrado morado); Lp_ 3220
(triAngulo amarillo). Estabilidad térmica; la enzima se incubé a 22 °C (diamante
azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C (aspa morada) y 65
°C (circulo naranja) en tampén MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH 7,0.
Lp_0179 (C) y Lp_2757 (D). Efecto de distintos aditivos (concentracion final 1mM)
en la actividad enzimética: iones metalicos (representados en amarillo),
detergentes (verde), agentes caotropicos (marrén), agentes reductores (azul) e
inhibidores de proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes
(granate) (E). Los experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la
media y la desviacién estdndar. En las figuras A y B la méaxima actividad
observada se consideré el 100% de actividad. En las figuras C, D y E el control sin
incubacién de la enzima y el control sin aditivo se consideraron respectivamente
como el 100% de actividad.
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En este caso no se pudieron calcular parametros cinéticos de ninguna
de las dos glicosidasas de la familia GH13 de L. plantarum WCFS1 de este
estudio ya que en las condiciones de ensayo no se alcanzaron concentraciones
saturantes de sustrato. Entre las posibles causas, es posible que la enzima
presente una baja afinidad por el sustrato p-NF-a-D-glucopirandésido o bien que
la velocidad de hidrdlisis de este sustrato sea muy baja.

Los ensayos de actividad frente a carbohidratos derivados de p-NF
demostraron que ambas glicosidasas Lp_0263 (TreA) y Lp_3220 (Agl4), tal y
como se muestra en el apartado 1.2. de este mismo capitulo, hidrolizaron p-
NF-a-D-glucopiranésido. Este sustrato fue hidrolizado mas eficazmente por
Lp_3220 (Agl4) que a su vez hidrolizo parcialmente p-NF-a-L-arabinopiranésido
y p-NF-B-D-galactopiranosido, o que parece demostrar que las diferencias
observadas en las estructuras de ambas proteinas pueden estar relacionadas
con diferencias en su especificidad de sustrato. Para profundizar en el
conocimiento de estas diferencias en cuanto a especificidad de sustrato se
realizaron ensayos de su actividad hidrolitica sobre 17 carbohidratos naturales
(Tabla 7). Los resultados obtenidos indicaron que la proteina Lp_0263 (TreA),
gue previamente soOlo habia hidrolizado p-NF-a-D-glucopiranésido, en esta
ocasion unicamente hidrolizé de forma eficaz trehalosa (a-D-Glu-1,1-a-D-Glu) y
sacarosa (a-D-Glu-1,2-B-D-Fruc) (Figura 22). Estos resultados sugieren que la
proteina Lp_0263 (TreA) es capaz de hidrolizar especificamente enlaces (a, a-
1,1) entre residuos de glucosa y enlaces (a, p-1,2) entre residuos de glucosa y
fructosa. La capacidad para hidrolizar trehalosa, ademas de trehalosa-6-P,
convierten a la glicosidasa Lp_0263 (TreA) en una trehalosa-6-P hidrolasa
convencional, y que aparte de sacarosa no fue capaz de hidrolizar ninguno de

los carbohidratos naturales ensayados.
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Glicosil hidrolasas

GH
LACTOSA (B-D-Gal-1,4-B-D-Glu)
TREHALOSA (a-D-Glu-1,1-a-D-Glu)
MELIBIOSA (a-D-Gal-1,6-a-D-Glu)
SACAROSA (a-D-Glu-1,2-B-D-Fruc)
TURANOSA (a-D-Glu-1,3-B-D-Fruc)
MALTULOSA (0-D-Glu-1.4-8-D-Fruc)
LEUCROSA (a-D-Glu-1,5-B-D-Fruc)
ISOMALTULOSA (a-D-Glu-1,6-B-D-Fruc)
MALTOSA (a-D-Glu-1,4-a-D-Glu)
KOJIBIOSA (B-D-Glu-1,2-B-D-Glu)
NIGEROSA (B-D-Glu-1,3-8-D-Glu)
ISOMALTOSA (D-Glu-1,6-B-D-Glu)
CELOBIOSA (B-D-Glu-1,4-8-D-Glu)
GENTIOBIOSA (B-D-Glu-1,6-8-D-Glu)
LACTULOSA (B-D-Gal-1,4-B-D-Fruc)

RAFINOSA (B-D-Gal-1,6-B-D-Glu-1,2-B-Fruc)
2"-FUCOSIL-LACTOSA (Fuc-o-1,2-Gal-B-1,4-Glu)

Lp_0263 13
Lp_3220 13

r

Figura 22. Especificidad de sustrato de las a-glucosidasas Lp_0263 (TreA) y
Lp_3220 (Agl4) de la familia GH13 de L. plantarum WCFS1 frente a 17
carbohidratos naturales. Las muestras se analizaron mediante HPLC-RID (color
azul) o mediante GC-FID (color granate).

Sin embargo, la glicosidasa Lp_3220 (Agl4) que en los ensayos con p-
NF habia hidrolizado p-NF-a-D-glucopiranosido, también fue capaz de
hidrolizar parcialmente p-NF-a-L-arabinopirandsido y p-NF-B-D-
galactopiranésido, transformé un mayor numero de carbohidratos naturales.
Lp 3220 (Agl4) hidrolizé de forma eficaz sacarosa (a-D-Glu-1,2-B-D-Fruc),
turanosa (a-D-Glu-1,3-p-D-Fruc), isomaltulosa (a-D-Glu-1,6-B-D-Fruc), maltosa
(a-D-Glu-1,4-a-D-Glu), kojibiosa (B-D-Glu-1,2-3-D-Glu) y nigerosa (B-D-Glu-1,3-
B-D-Glu) (Figura 22). Estos resultados indican que la glicosidasa Lp_3220
(Agl4) de L. plantarum WCFSL1 es capaz de hidrolizar varios tipos de enlaces;
(a, B-1,2), (a, B-1,3) y (a, B-1,6) entre residuos de glucosa y fructosa, y (a, a-
1,4), (B, B-1,2) y (B, B-1,3) entre residuos de glucosa. Los resultados obtenidos
con carbohidratos naturales en la proteina Lp_ 3220 (Agl4) confirman los
resultados previamente obtenidos con los compuestos derivados de p-NF, lo
gue conduce a que sea clasificada como sacarasa, trehalosa-6-P-hidrolasa y a-
glucosidasa puesto que no soélo es capaz de hidrolizar enlaces a-D-Glu.
Después de analizar los resultados obtenidos en esta tesis, en la anotacion de
Lp 3220 (Agl4) se deberia afadir su actividad hidrolitica sobre los diferentes

tipos de enlaces descritos en este trabajo.
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1.2.3. Familia 32 (GH32): Lp_0187

Segun la base de datos CAZy la familia GH32 incluye glicosidasas que
catalizan diferentes reacciones enzimaticas, como sacarasas 0 J-
fructofuranosidasas (EC 3.2.1.26), endo-inulinasas (EC 3.2.1.7), B-2,6-fructano
6-levanbiohidrolasa (EC 3.2.1.64), endo-levanasa (EC 3.2.1.65), exo-inulinasa
(EC 3.2.1.80), fructano B-(2,1)-fructosidasa/l-exohidrolasa (EC 3.2.1.153) y
fructano B-(2,6)-fructosidasa/6-exohidrolasa (EC 3.2.1.154).

La glicosil hidrolasa Lp_0187 (SacA) de L. plantarum WCFS1 que
pertenece a la familia GH32, se encuentra anotada como sacarosa-6-P-
hidrolasa/B-fructofuranosidasa y posee una estructura similar a la proteina
CscA de B. longum, cuya estructura cristalografica se ha resuelto (Bujacz et al.,
2011). La estructura tridimensional de las glicosil hidrolasas de la familia GH32
se caracteriza por poseer un dominio N-terminal B y un dominio C-terminal,
formado por dos laminas antiparalelas de seis cadenas [3. EI dominio N-terminal
B consiste en una repeticion quintuple de hojas (I-V), cada una de las cuales
contiene cuatro filamentos B antiparalelos (A-D) alrededor de una cavidad
central. El sitio catalitico esta localizado dentro del dominio N-terminal B y se
caracteriza por la existencia de tres residuos acidos altamente conservados en
los motivos WMNDPNG, EC y RDP (Pons et al., 1998; Pons et al., 2004). Estos
residuos se encuentran presentes en la proteina Lp_0187 (SacA) [Asp-47, Glu-
222 y Asp-168 (Mendoza-Llerenas et al., 2016)] como se muestra en la Figura
23. Se ha descrito que el dominio N-terminal determina la especificidad de
sustrato de la proteina. El papel del dominio C-terminal alin no esta claro, pero
es esencial para la estabilidad general de la proteina y no se puede excluir su
papel en el reconocimiento del sustrato (Cimini et al., 2016). La familia GH32
presenta un mecanismo de accion de retencién que implica un desplazamiento
doble a través de un intermediario covalente donde el residuo Glu-222 actua
como nucledfilo y el residuo Asp-168 como un acido o una base (Mendoza-
Llerenas et al., 2016).

La glicosidasa Lp_0187 (SacA) de L. plantarum WCFS1 (SacA) posee
501 aminoacidos, un tamafio similar a la proteina CscA de B. longum (518

aminodcidos), existiendo un 23% de identidad entre ellas. Ambas proteinas
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presentan los dominios tipicos de la familia GH32, el dominio catalitico N-
terminal y el dominio C-terminal, estando ademas conservada la triada

catalitica (Mendoza-Llerenas et al., 2016) (Figura 23).

Lp 0187 IMIWNRKTRYTPYE-—-—-—- OW-—-—-—— P 48
CscA BIFLN el MTDFTPETPVLTPIRDHAAELAK. \NRI

Lp 0187 108
CscA_BIFLN 115
Lp70187 TALPIDDQLFI-MYTGNVR-------— TADWQRESYQLGAWMDTDNHIKKLSRPLIA-HAP 159
CscA BIFLN SAVIDDNGDLRFYYTGHRWANGHDNTGGDWQVQOMT-—--ALPDNDELTSATKQGMIIDCPT) 172
B HE : xRk SREx *oox L x: . B
Lp 0187 219
CscA_BIFLN 232
Lp_ 0187 274
CscA BIFLN 290
- KoKk, oxon ook L Hia *ir. N
Lp70187 ALTQLDDGEFDVYATQAINAPDGRALAVSWIGLPEISYPTDRENWAHCLSLVKELTLKD -G 333
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Lp_0187 ECYIDNGYSVMTGRFFLNATPSRLNVQGDTTAVTGKVWEWRQSEHTGVDNNETKIK 501
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Figura 23. Comparacién de la secuencia de glicosidasas de la familia GH32,
Lp_0187 (SacA) de L. plantarum WCFS1 y CscA de Bifidobacterium longum
(Bujacz et al., 2011). El alineamiento se realizé utilizando el programa Clustal
Omega. (*) identidad entre aminoacidos, (:) cambio semiconservativo y (.)
cambio conservativo. Los guiones representan espacios introducidos para
maximizar similitudes. Los dos dominios tipicos de la familia GH32 se encuentran
sombreados en azul (dominio N-terminal) y en amarillo (dominio C-terminal). Los
motivos conservados encontrados en la familia GH32 aparecen también
sefialados en gris. Los residuos de la triada catalitica (Asp-47, Glu-222 y Asp-
168) (Mendoza-Llerenas et al., 2016) se encuentran sefialados en rosa. El
residuo marcado en verde es el Unico cambio de aminoacido que presenta la
proteina Lp_0187 de L. plantarum WCFS1 respecto a la proteina SacA de L.
plantarum ST-Ill (Chen et al., 2014).

Al comienzo de esta tesis, se habian caracterizado parcialmente las
proteinas SacA de L. plantarum WCFS1 (Mendoza-Llerenas et al., 2016) y la
proteina SacA de la cepa L. plantarum ST-lll (Chen et al.,, 2014). Estas
proteinas son idénticas a excepcion de un Unico cambio en un aminoacido
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(Figura 23). Puesto que no se habia realizado una caracterizacion de su
especificidad de sustrato, ni con carbohidratos derivados de p-NF ni con
carbohidratos naturales, y con objeto también de confirmar las caracteristicas
bioquimicas y pardmetros cinéticos descritos, se decidié producir la proteina
Lp_0187 (SacA) de L. plantarum WCFS1 de forma recombinante y realizar una
caracterizacion bioquimica mas completa, de forma similar a la realizada en

otras proteinas incluidas en este estudio.

En esta tesis se ha clonado el gen sacA (Ip_0187) que codifica la glicosil
hidrolasa SacA (Lp_0187) de L. plantarum WCFS1 utlizando las parejas de
oligonucleétidos y el vector de clonaje que se muestran en la Tabla 11. La
proteina se hiperprodujo en E. coli BL21 (DE3), se purific6 mediante una
columna de afinidad a cobalto, y se dializdé tal y como se describe en los
apartados 3.6.1y 5.1 de Materiales y Métodos. Finalmente, se obtuvieron 6,7
mg de proteina por litro de cultivo de la proteina Lp_0187 (SacA) (Tabla 11).

Figura 24. Hiperproduccion y purificacién de la glicosidasa Lp_0187 (SacA) de la
familia GH32 de L. plantarum WFCSL1. La flecha indica la fraccién eluida de la
columna de afinidad con imidazol 150mM vy dializada con tampén fosfato sddico
50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0. Gel SDS-PAGE 10% de acrilamida. EI marcador
de peso molecular Broad-Range (Bio-Rad) aparece a la izquierda.

La pureza de la proteina se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura 24),
pudiéndose observar que en la fraccion eluida de la columna de afinidad con

imidazol, aparece la proteina recombinante Lp 0187 (SacA) con un tamafio
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qgue coincide con la masa molecular tedrica esperada, aproximadamente 56,7
kDa (Tabla 11).

Con la glicosidasa Lp_0187 (SacA) se realizaron ensayos de actividad
frente a carbohidratos derivados de p-NF, tal y como se muestra en el
apartado 1.2. de este mismo capitulo. De los 25 compuestos analizados, la
glicosil hidrolasa Lp_0187 (SacA) solo presentd actividad frente al sustrato p-
NF-a-D-maltopirandsido, por lo que se determinaron sus caracteristicas
fisicoquimicas mas relevantes utilizando este sustrato (Figura 25). Lp_0187
(SacA) present6 una temperatura 6ptima de 37 °C (Figura 25A) y un pH 6ptimo
(Figura 25B) de 6,0 a 6,5, coincidiendo con los resultados descritos para la
proteina SacA de L. plantarum ST-1lIl (Chen et al., 2014) asi como con los
obtenidos por Mendoza-Llerenas et al. (2016) para SacA de L. plantarum
WCFS1 utilizando 1-kestosa (a-D-Glu-(1-2)-(B-D-Fru)2) y sacarosa como

sustratos respectivamente.

En relacion a los ensayos de termoestabilidad (Figura 25C), los
resultados muestran que la proteina Lp_0187 (SacA) presentd una actividad
enzimatica residual del 60% tras 4 h de incubacion a 22, 30 y 37 °C, siendo
mas termolabil que la proteina SacA de L. plantarum ST-lll que mantuvo
alrededor de un 90% de actividad residual tras 2 h de incubacion a 30 °C (Chen
et al., 2014). La presencia de la mutacion Val-27 por Ala-27 pudiera ser

responsable de la diferencia en la termoestabilidad observada.
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Figura 25. Caracterizacion de la a-D-maltosidasa recombinante Lp_0187 (SacA)
de la familia GH32 de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del
pH (B) en la actividad enzimatica. Estabilidad térmica; la enzima se incubé a 22
°C (diamante azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C
(aspa morada) y 65 °C (circulo naranja) en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM,
DTT 1 mM pH 7,0 (C). Efecto de distintos aditivos (concentracién final 1mM) en
la actividad enzimatica: iones metdlicos (representados en amarillo), detergentes
(verde), agentes caotrépicos (marrdn), agentes reductores (azul) e inhibidores de
proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (D). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estandar. En las figuras A y B la maxima actividad observada se consideré el
100% de actividad. En las figuras C y D, el control sin incubacién de la enzima y
el control sin aditivo se consideraron respectivamente como el 100% de
actividad.

Por otro lado, la Figura 25D muestra el efecto de aditivos, observandose
gue el idbn metélico Hg?* y el detergente SDS ejercieron un efecto inhibidor muy
potente sobre la actividad de la enzima recombinante Lp_0187 (SacA), del
mismo modo que en la proteina SacA de L. plantarum ST-Ill (Chen et al.,

2014). Sin embargo, los iones metalicos Zn?*, Fe?*, Mn?* y los aditivos Tween
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20, PMSF y EDTA actuaron como activadores aumentando la actividad de la
proteina recombinante Lp_0187 (SacA) hasta valores de un 172% de actividad.
Estos resultados son novedosos ya que Chen et al. (2014) no encontraron
ningun efecto positivo del ion Mn?* sobre la actividad de SacA, mientras que en
este estudio se vio aumentada la actividad de la proteina Lp_0187 (SacA) en
un 15%. Esta diferencia puede ser debida a que tanto el sustrato utilizado, 1-
kestosa, como las condiciones de reaccién (tampén fosfato sédico 50 mM, pH
6,0, a 37 °C durante 10 min), asi como la deteccion de la fructosa liberada
mediante un kit comercial, son diferentes a las realizadas en este trabajo. El
efecto activador de los cationes divalentes mencionado en este trabajo puede
ser debido a diferencias sutiles en las propiedades de los mismos que pueden
afectar a las interacciones y a la solubilidad de las proteinas (Matsarskaia et al.,
2018). Por otro lado, el efecto potenciador de detergentes e inhibidores puede
estar producido por cambios conformacionales, por secuestro de iones

inhibitorios o debido a un efecto tensioactivo sobre la proteina (Otzen, 2011).

En esta tesis, los parametros cinéticos de la proteina Lp_0187 (SacA) se
analizaron utilizando p-NF-a-D-maltopiranésido como sustrato a diferentes
concentraciones (apartado 5.4. de Materiales y Métodos). Sin embargo, los
parametros cinéticos descritos por Mendoza-Llerenas et al. (2016) y los de la
proteina SacA de la cepa L. plantarum ST-IlIl (Chen et al., 2014) se calcularon

utilizando sacarosa como sustrato.

Tabla 16. Parametros cinéticos de la glicosil hidrolasa Lp_0187 (SacA) en varias cepas de L.
plantarum obtenidos en esta tesis y en estudios previos.

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)
(Umg™) (mM) (min}) (mintmM?)
SacA wers1 1,2+0,0002 0,3+0,06 65,6+0,0002 200+39
SacA werst ™ 493 66 - 432
SacA st * 115,2+0,25 25,6+2,6 - 510+0,89

Sustrato utilizado: * p-NF-a-D-maltopiranésido, **sacarosa.

Los parametros cinéticos de la proteina Lp 0187 (SacA) que se

muestran en la Tabla 16 se han obtenido utilizando diferentes sustratos, p-NF-
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a-D-maltopiranésido [Lp_0187 (SacA) recombinante en este estudio] y
sacarosa [en el estudio de Mendoza-Llerenas et al. (2016) y en el estudio de
Chen et al. (2014)]. A pesar de que las proteinas SacA de L. plantarum ST-IlI
(Chen et al., 2014) y de L. plantarum WCFS1 en el estudio de Mendoza-
Llerenas et al. (2016) mostraron un valor de Vmax superior al que se obtuvo en
esta tesis para la proteina Lp_0187 (SacA) frente al derivado de p-NF, el valor
de Km obtenido en este trabajo para la proteina Lp_0187 (SacA) fue muy
inferior al valor de Kmv para las proteinas SacA tanto de L. plantarum ST-IlI
(Chen et al., 2014) como para L. plantarum WCFS1 (Mendoza-Llerenas et al.,
2016). De los valores obtenidos se observa que la eficiencia catalitica obtenida
frente a los sustratos empleados en ambos estudios fue notablemente mas alta

gue la obtenida frente al derivado de p-NF empleado en esta tesis.

En este trabajo se han realizado por primera vez ensayos de actividad
de la glicosidasa Lp_0187 (SacA) frente a carbohidratos derivados de p-NF, tal
y como se muestra en el apartado 1.2. de este mismo capitulo. De los 25
compuestos analizados, la glicosil hidrolasa Lp 0187 (SacA) soélo presentd
actividad frente al sustrato p-NF-a-D-maltopirandsido, lo que parece indicar que
es capaz de hidrolizar solo enlaces glucosidicos a-1,4 (Figura 7). Para
comprobar esta especificidad de hidrdlisis, se ensay0d su capacidad para
hidrolizar 17 carbohidratos naturales los cuales presentan diferentes enlaces
glicosidicos. De todos los compuestos analizados, Lp 0187 (SacA) solo fue
capaz de hidrolizar sacarosa (a-D-Glu-1,2-B-D-Fruc) y rafinosa (B-D-Gal-1,6-B-
D-Glu-1,2-B-Fruc). Estos resultados sugieren que la proteina Lp_0187 (SacA)
es capaz de hidrolizar de forma especifica enlaces (a, B-1,2) y (B, B-1,2) entre
residuos de glucosa y fructosa, pero no enlaces (a, a-1,4) entre residuos de
glucosa. Estos resultados coinciden con los resultados descritos previamente
en el trabajo de Mendoza-Llerenas et al. (2016) y los obtenidos con la proteina
SacA de L. plantarum ST-Ill (Chen et al., 2014), en los que se demostro,
mediante TLC, que SacA era capaz de hidrolizar sacarosa y, mediante un kit
comercial de deteccion de fructosa, que SacA es capaz de hidrolizar 1-kestosa.
Ademas, se ha descrito que la proteina Lp_0187 (SacA) desempefia un papel
relevante en la utilizacion de fructooligosacéaridos (FOS) por L. plantarum
(Saulnier et al., 2007).

122



Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en esta tesis han permitido verificar
bioquimicamente la actividad de la glicosidasa Lp_0187 (SacA) de L. plantarum
WCFS1 y confirmar su anotacion como sacarasa o B-fructofuranosidasa (EC

3.2.1.26), actividad incluida en la familia GH42 de glicosil hidrolasas.

1.2.4. Familia 36 (GH36): Lp_3485

Hasta el momento, segun la base de datos CAZy, la familia GH36 incluye
enzimas que presentan sélo actividad a-galactosidasa (EC 3.2.1.22) o a-N-
acetil-galactosaminidasa (EC 3.2.1.49).

La estructura tridimensional de las glicosil hidrolasas de la familia GH36
se caracteriza por poseer un largo dominio N-terminal formado por laminas (3,
un dominio A catalitico con estructura en forma de barril TIM (B/a)s, y un
dominio C-terminal formado por laminas B antiparalelas. Los residuos
cataliticos Asp-482 y Asp-552, de la a-galactosidasa LaMel36A de L.
acidophilus NCFM perteneciente a la familia GH36 y cristalizada por Fredslund
et al. (2011), se encuentran localizados dentro del dominio A. Al igual que las
glicosil hidrolasas de la familia GH1, la familia GH36 presenta un mecanismo
de accidén de retencion. El mecanismo de retencion implica un desplazamiento
doble a través de un intermediario covalente donde el residuo Asp-482 actia
como nucledfilo y el residuo Asp-552 como un acido o una base (Fredslund et
al., 2011).

La comparacion de la a-galactosidasa LaMel36A de L. acidophilus
NCFM (732 aminoacidos) de la familia GH36, con la proteina Lp_3485 (MelA)
de L. plantarum WCFS1 (738 aminoacidos) ha permitido conocer que ambas
proteinas poseen un 53,6 % de identidad. Las dos proteinas presentan los
dominios tipicos de la familia GH36, el dominio N-terminal, el dominio A
catalitico y el dominio C-terminal (Figura 26). Ademas, también estan
presentes en ambas proteinas, los motivos conservados DDGW, tipico de la
familia GH36, y el motivo CSGGGGR tipico del subgrupo | de la familia GH36
(Fredslund et al., 2011) (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion de las glicosidasas Lp_ 3485 (MelA) de L. plantarum
WCFS1 y LaMel36A de L. acidophilus NCFM de la familia GH36. El alineamiento
se realiz6 utilizando el programa Clustal Omega. (*) identidad entre aminoacidos,
(:) cambio semiconservativo y (.) cambio conservativo. Los guiones representan
espacios introducidos para maximizar similitudes. Los tres dominios tipicos de la
familia GH36 se encuentran sombreados en azul oscuro (dominio N-terminal), en
azul (dominio A) y en amarillo (dominio C-terminal). EI motivo conservado DDGW
tipico de la familia GH36 y el motivo CSGGGR del subgrupo | de a-
galactosidasas se encuentran también sefialados en gris. Los residuos cataliticos
de la familia GH36 (nucledfilo Asp-482 y acido/base Asp-552 en LaMel36A de L.
acidophilus NCFM) se encuentran sefialados en rosa (Fredslund et al., 2011).
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La glicosidasa Lp_3485 (MelA), se encuentra anotada en las bases de
datos como una a-galactosidasa. Con objeto de confirmar la actividad
bioquimica de la proteina Lp_3485 (MelA) se cloné el gen que la codifica, melA
(Ip_3485), utilizando para ello la pareja de oligonucleétidos y el vector de
clonaje que se muestran en la Tabla 11. Esta proteina se hiperprodujo en E.
coli BL21 (DE3), se purific6 mediante una columna de afinidad, y se dializé
segun se describe en los apartados 3.6.1 y 5.1 de Materiales y Métodos. Se
obtuvieron 13,5 mg de proteina por litro de cultivo de la proteina Lp_3485
(MelA) (Tabla 11).

La pureza de Lp_3485 (MelA) se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura
27), pudiéndose observar que en la fraccion eluida de la columna de afinidad
con imidazol, aparece la proteina recombinante Lp_3485 (MelA) con un tamafio
de aproximadamente 83,6 kDa, lo que coincide con su masa molecular tedrica

esperada (Tabla 11).

C—

—

Figura 27. Hiperproduccion y purificacion de la glicosidasa Lp_3485 (MelA) de la
familia GH36 de L. plantarum WFCS1. Se muestra el extracto proteico soluble
procedente de células de E. coli BL21 (DE3) (pURI3-Cter) inducidas con IPTG
(1), extracto proteico soluble procedente de células de E. coli BL21 (DE3)
(PURI3-Cter-lp_3485) (2), fraccion eluida no retenida en la resina de afinidad (3),
y fraccion eluida de la columna de afinidad con imidazol (150mM) y dializada con
tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0 (4). Gel SDS-PAGE al 10%

de acrilamida. El marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-Rad) aparece a
la izquierda.
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Se ha descrito que el genoma de la mayoria de lactobacilos posee
genes que codifican a-galactosidasas (Ganzle y Follador, 2012), habiéndose
caracterizado algunas de ellas, incluyendo alguna de Lactobacillus plantarum
(Mital et al., 1973; Tamura y Matsushita, 1992; Garro et al., 1993). El gen melA
de L. plantarum ATCC 8014 se expreso previamente en E. coliy se demostro la
actividad a-galactosidasa de la proteina MelA hiperproducida (Silvestroni et al.,
2002). Sin embargo, en este estudio previo la a-galactosidasa MelA de L.
plantarum ATCC 8014 no se caracteriz6 bioquimicamente. L. plantarum
WCFS1 posee una proteina MelA cuya secuencia de aminoacidos es un 99,9%
idéntica a la proteina MelA de L. plantarum ATCC 8014. Ambas proteinas
poseen 738 aminoacidos y son idénticas excepto en el residuo 672 donde
aparecio un cambio conservativo de Leu a Phe (Delgado-Fernandez et al.,
2019). Posteriormente, durante la elaboracion de esta tesis, se ha descrito otro
trabajo en el que la proteina MelA de L. plantarum WCFS1 se ha clonado,

hiperproducido y caracterizado como a-galactosidasa (Panwar et al., 2020).

En esta tesis, la proteina Lp 3485 (MelA) se caracterizo
fisicoquimicamente (apartado 5.4 de Materiales y Métodos) utilizando p-NF-
a-D-galactopiranosido como sustrato puesto que, de los 25 carbohidratos
derivados de p-NF ensayados, fue el Unico sustrato para el que presento
actividad (Figura 7) (apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos). La actividad
presentada en este sustrato confirma la clasificaciéon de Lp_3485 (MelA) como
a-galactosidasa. En relacion con la temperatura, la proteina MelA es activa a
bajas temperaturas debido a que su actividad maxima se observo entre 4 y 22
°C (Figura 28A). Sin embargo, la proteina MelA estudiada por Panwar et al
(2020) mostré su temperatura Optima a 37 °C, aunque soOlo se estudié su
actividad en un intervalo de temperatura de 30 a 45 °C, no a temperaturas mas
bajas. En nuestro estudio, cuando la temperatura de incubacion se aumento, la
actividad de la proteina MelA disminuy6. A 30y 37 °C, MelA presento sélo el 75
y el 40% de su actividad maxima, respectivamente. Hasta la fecha nuestro
estudio representa la primera descripcion de una a-galactosidasa de bacterias
lacticas que presenta su maxima actividad a temperaturas bajas. De hecho, L.
fermentum posee una enzima MelA termoestable que mostré una temperatura
Optima a 50 °C (Carrera-Silva et al., 2006). La secuencia de la proteina MelA
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de L. plantarum es un 36,3% idéntica a la proteina MelA de L. fermentum; esta
variabilidad de la secuencia de amino&cidos podria explicar el diferente
comportamiento de ambas proteinas respecto a la temperatura. Otras bacterias
lacticas poseen a-galactosidasas, por ejemplo L. reuteri (Wang et al., 2014) y L.
curvatus (Yoon y Hwang, 2008) que presentaron temperaturas optimas entre
30y 37 °C.

La influencia del pH en la actividad de la proteina MelA de L. plantarum
WCFSL1 se estudié en condiciones estandar a 30 °C (Figura 28B). La enzima
mostrd su actividad maxima en el intervalo de pH de 4,0 a 6,5 que coincide con
el pH oOptimo descrito por Panwar et al. (2020) para esta misma proteina.
Ademas, este pH coincide con el éptimo mostrado por otras a-galactosidasas
de bacterias lacticas, cuyos pHs varian de un pH acido a un pH cercano a la
neutralidad. Por ejemplo, y de forma similar a la proteina MelA, la enzima a-
galactosidasa de Lactobacillus curvatus mostré un pH optimo en 6,5 (Yoon y
Hwang, 2008). Sin embargo, el pH optimo de las a-galactosidasas de L. reuteri
y L. fermentum fueron mas acidos, estando alrededor de 4,8 (Carrera-Silva et
al., 2006; Wang et al., 2014).

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la proteina MelA es
una enzima termolabil debido a que cuando se preincubd a diferentes
temperaturas, solo a 22 °C se mantuvo su actividad relativa alrededor del 50%
a lo largo de las 24 h de incubacion (Figura 28C). Entre otras a-galactosidasas
de bacterias lacticas, la a-galactosidasa de L. curvatus mantuvo una actividad
relativa por encima del 65% después de su preincubacion a 40 °C durante 3 h
(Yoon y Hwang, 2008).

El efecto de varios iones metalicos, surfactantes, reductores e
inhibidores sobre la actividad de la proteina MelA de L. plantarum WCFS1 se
muestra en la Figura 28D. La actividad enzimatica se incrementd en un 145% y
139% en presencia de los iones metdlicos Mn?* y Fe?*, respectivamente. De
manera similar a los resultados obtenidos en esta tesis, la presencia de estos
dos iones metalicos también aumenté la actividad de la enzima a-galactosidasa
de L. reuteri (Wang et al., 2014). Ademas, de estos iones metalicos, los

inhibidores de proteasas DEPC y EDTA, y los detergentes Tween 20, Triton-X-
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100 también aumentaron la actividad de la proteina MelA alrededor de un 40%.
Estos aditivos podrian activar la proteina MelA debido a cambios en la
conformacién de la proteina, por un agotamiento de cationes inhibidores, o
debido a un efecto surfactante (Otzen, 2011). Por el contrario, los iones
metalicos Hg?* y Cu?* inhibieron en gran medida la actividad de la proteina

MelA disminuyendo su actividad a valores de 3 y 9%, respectivamente.
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Figura 28. Caracterizacion de la a-galactosidasa recombinante Lp 3485 (MelA)
de la familia GH36 de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del
pH (B) en la actividad enzimatica. Estabilidad térmica; la enzima se incubé a 22
°C (diamante azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo verde), 45 °C
(aspa morada) y 65 °C (circulo naranja) en tamp6n MOPS 50 mM, NaCl 20 mM,
DTT 1 mM pH 7,0 (C). Efecto de distintos aditivos (concentracién final 1mM) en
la actividad enzimatica: Efecto de distintos aditivos (concentracion final 1mM) en
la actividad enzimética: iones metalicos (representados en amarillo), detergentes
(verde), agentes caotrépicos (marrén), agentes reductores (azul) e inhibidores de
proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (D). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estdndar. En las figuras A y B la maxima actividad observada se consider6 el
100% de actividad. En las figuras C y D, el control sin incubacion de la enzima y
el control sin aditivo se consideraron respectivamente como el 100% de
actividad.
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Los estudios cinéticos en la a-galactosidasa Lp 3485 (MelA) de L.
plantarum WCFS1 se realizaron utilizando 0,2 uyg de proteina y p-NF-a-
galactopirandsido como sustrato, en un intervalo de concentracién de 0 a 20
mM (apartado 5.4 de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos son

los que se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Parametros cinéticos de la a-D-galactosidasa Lp_3485 (MelA).

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)

(Umg™?) (mM) (min) (mintmM?)
Lp_3485+2 624+0,0018 0,7+0,07 52.125+0,0018 80.328+8.405
Lp_3485° 3077,4 0,9 - 7245

a este estudio;? Panwar et al., 2020

En comparacion con a-galactosidasas de otras bacterias lacticas, la
actividad especifica que mostro la proteina MelA de L. plantarum WCFS1 fue
notablemente mayor que la actividad exhibida por a-galactosidasas de
Carnobacterium piscicola (2,3 U mg?') (Coombs y Brenchley, 2001), y
Lactobacillus curvatus (5,7+0,4 U mg™) (Yoon y Hwang, 2008). Sin embargo,
aunque el valor de Km de la proteina MelA estudiada por Panwar et al. (2020)
fue similar al valor obtenido en esta tesis para la misma proteina, en el estudio
de Panwar et al. (2020) MelA resultdé tener una actividad especifica muy
superior. La eficiencia catalitica de la proteina MelA de L. plantarum es baja en
comparacion con la a-galactosidasa de Bacillus stearothermophilus que tuvo
una Ecatrde 2,6 x 10° min't mM* (Gote et al., 2006), sin embargo, es superior a

la Ecat calculada por Panwar et al (2020) para MelA de L. plantarum WCFSL1.

Con objeto de confirmar la actividad a-galactosidasa de MelA obtenida
mediante la utilizacion de 25 carbohidratos derivados de p-NF, la actividad
hidrolitica de MelA también se ensayd sobre 17 carbohidratos naturales. De
todos los sustratos ensayados, que representan un variado niumero de enlaces
glicosidicos diferentes, el unico disacéarido hidrolizado fue melibiosa (Gal-a-
(1,6)-Glu) (datos no mostrados). La melibiosa es el Unico disacarido de los
ensayados que contiene a-D-Gal en su composicion. Este resultado confirma la

anotacion de la proteina MelA de L. plantarum WCFS1 como a-galactosidasa
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(EC 3.2.1.22) e implicada en la hidrdlisis de melibiosa en galactosa y glucosa
(Lambert et al., 2007). De los dos trisacaridos ensayados, el Unico que resultd
hidrolizado por la proteina MelA fue la rafinosa (Gal-a-(1,6)-Glu-a-(1,2)-B-Fru).
Por lo tanto, esta galactosidasa tiene la capacidad de hidrolizar eficientemente
el enlace a (1,6) que une una unidad de galactosa, ubicada en el extremo no
reductor, con glucosa, pero no con fructosa, ya que esta proteina es incapaz de

hidrolizar 2’-fucosil-lactosa.

1.2.5. Familia 42 (GH42): Lp_3469

En la actualidad, y segun la base de datos CAZy, la familia GH42 incluye
glicosil hidrolasas que s6lo poseen actividades 3-galactosidasa (EC 3.2.1.23) y

a-L-arabinopiranosidasa (EC 3.2.1.-).

Segun Viborg et al.,, (2017) la familia GH42 incluye la subfamilia A
(GH42_A, actividad a-L-arabinosidasa) y la subfamilia G (GH42_G, actividad -
galactosidasa). De la subfamilia G se ha resuelto la estructura tridimensional de
la B-galactosidasa BlGal42A de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI-04
(Viborg et al., 2014). La estructura de esta -galactosidasa de la familia GH42
se caracteriza por poseer tres dominios, un dominio A catalitico con estructura
en forma de barril TIM (B/a)s, un dominio B formado por siete laminas 8 y cinco
hélices a, y un dominio C antiparalelo formado por laminas B. Los residuos
cataliticos de la p-galactosidasa BlGal42A de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BI-04, son los residuos Glu-324 (nucledfilo) y Glu-164 (acido/base) que se
encuentran localizados dentro del dominio A (Figura 29). La familia GH42
presenta un mecanismo de accion de retencién que implica un desplazamiento
doble a través de un intermediario covalente donde el residuo Glu-324 actua
como nucledfilo y el residuo Glu-164 como un acido o una base (Viborg et al.,
2014). En la p-galactosidasa BaBgal42A de Bacillus sp. KW1 los residuos
cataliticos son Glu-155 y Glu-323 y en la B-galactosidasa Lp_3469 (LacA) de L.
plantarum WCFS1 estos residuos cataliticos corresponden con Glu-141 y Glu-
312.
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Figura 29. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la glicosil hidrolasa
Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1, B-galactosidasa BlGal42A y ao-L-
arabinosidasa BlArap42B de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI-04 y B-
galactosidasa BaBgal42A de Bacillus sp. KW1 de la familia GH42. El alineamiento se
realiz6 utilizando el programa Clustal Omega. (*) identidad entre aminoacidos, ()
cambio semiconservativo y (.) cambio conservativo. Los guiones representan espacios
introducidos para maximizar similitudes. Los tres dominios tipicos de la familia GH42 se
encuentran sombreados en azul oscuro (dominio A), en azul (dominio B) y en amarillo
(dominio C) (Viborg et al., 2014). El motivo conservado WHWHSIHNSFETYW de la
subfamilia GH42_A grupo G1 y el motivo FQWRQSRGGAEKFH de la subfamilia
GH42_G grupo G2, G3 y G4 se encuentran también sefialados en gris (Viborg et al.,
2017). Los residuos cataliticos de las proteinas BlGal42A (E-164 y E-324), BaBgal42A
(E-155 y E-323), Lp_3469 (LacA) (E-141 y E-312) y BlArap42B (E-149 y E-306) de la
familia GH42 se encuentran sefialados en rosa. Los residuos conservados en la familia
GHA42 se encuentran sefialados en rojo (Viborg et al., 2014).

Como ejemplo de la subfamilia A de las GH42 se encuentra la proteina
BlArap42B de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI-04 cuyos residuos
cataliticos son Glu-149 y Glu-306 (Viborg et al., 2017).

De las proteinas incluidas en el alineamiento de la Figura 29, la proteina
Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1 muestra un mayor grado de identidad
con la B-galactosidasa BaBgal42A de Bacillus sp. KW1 (Lin et al., 2019) puesto
gue ambas presentan un 46,5% de identidad entre sus secuencias. Ambas
proteinas poseen los dominios tipicos de la familia GH42, el dominio A
catalitico, el dominio B y el dominio C (Figura 29). En ambas proteinas,
ademas de en BlGal42B de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI-04, se
encuentra presente el motivo FQWRQSRGGAEKFH del grupo G2, G3, y G4
tipico de la subfamilia GH42_ G (Viborg et al.,, 2017) (Figura 29). Estos
resultados indican que Lp_3469 (LacA) seria una B-galactosidasa de la
subfamilia GH42_G de glicosil hidrolasas. Por el contrario, la a-L-arabinosidasa
Blarap42B presenta el motivo conservado WHWHSIHNSFETYW encontrado en
el grupo G1 de la subfamilia GH42_A de a-L-arabinosidasas (Viborg et al.,
2017).

Tanto en L. plantarum como en otras bacterias lacticas se han
caracterizado  bioquimicamente  algunas B-galactosidasas. Las j-
galactosidasas mas estudiadas han sido LacL y LacM (equivalentes a Lp_3483

y Lp_3484, respectivamente, en L. plantarum WCFS1) pertenecientes a la
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familia GH2 las cuales se han caracterizado en varias cepas de L. plantarum.
Igbal et al., (2010) caracterizaron bioquimicamente ambas B-galactosidasas en
la cepa L. plantarum WCFS1 utlizando o-NF-B-D-galactopirandsido como
sustrato, y, ademas, determinaron sus parametros cinéticos utilizando lactosa.
Por otro lado, Schwab et al., (2010) caracterizaron bioquimicamente las B-
galactosidasas LacL (Lp_3483) y LacM (Lp_3484) (GH2) de la cepa L.
plantarum FUA3112, utilizando también lactosa como sustrato.

A pesar de que la proteina LacA de la cepa L. plantarum FMNPOL1 se ha
utilizado para la construccion de una (-galactosidasa quimera (LacA-2)
disefiada para la produccion de oligosacaridos funcionales (Liao et al., 2017), la
proteina LacA nativa solo se ha caracterizado cinéticamente. Por ello, en esta
tesis se ha producido de forma recombinante la [(-galactosidasa Lp 3469
(LacA) de la cepa L. plantarum WCFS1, 100% idéntica a LacA de la cepa L.
plantarum FMNPO1, con objeto de llevar a cabo su caracterizacion bioguimica.
El gen Ip_3469 (lacA) se clond utilizando la pareja de oligonucledtidos y el
vector de clonaje que se muestran en la Tabla 11. La proteina se hiperprodujo
en E. coli BL21 (DE3), se purific6 mediante una columna de afinidad, y se
dializo tal y como se describe en los apartados 3.6.1 y 5.1 de Materiales y
Métodos. La pureza de Lp_3469 (LacA) se analizO mediante SDS-PAGE
(Figura 30), pudiéndose observar que la proteina recombinante presenté un
tamafo que coincide con su masa molecular tedrica esperada, 78,1 kDa (Tabla
11). Se obtuvieron 7,2 mg de proteina por litro de cultivo de la proteina
Lp 3469 (LacA) (Tabla 11).
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Figura 30. Hiperproduccion y purificacion de la proteina recombinante Lp_3469
(LacA) de la familia GH42 de L. plantarum WFCS1.1, extracto proteico soluble
procedente de células de E. coli BL21 (DE3) (pURI3-Cter) inducidas con IPTG; 2,
extracto proteico soluble procedente de células de E. coli BL21 (DE3) (pURI3-
Cter-Ip_3469; 3, fraccion eluida de la columna de afinidad con imidazol (150mM)
y dializada con tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,0. Gel SDS-
PAGE 10% de acrilamida. El marcador de peso molecular Broad-Range (Bio-
Rad) aparece a la izquierda.

Una vez se dispuso de la proteina Lp_3469 (LacA) en estado puro se
confirmé su actividad B-galactosidasa mediante la utilizacion de p-NF-B-D-
galactopiranésido. Simultaneamente se estudié su actividad hidrolitica sobre
los 25 carbohidratos derivados de p-NF disponibles. Los resultados revelaron
gue la enzima Lp_3469 (LacA) es activa frente a los sustratos p-NF-B-D-
galactopiranésido  (98%), p-NF-B-D-fucopiranésido (97%) y p-NF-ao-L-
arabinopirandsido (94%). Estos resultados confirman la actividad -
galactosidasa anotada para la proteina Lp_3469 (LacA) pero a la vez confirman
una multiple actividad hidrolitica presente en las proteinas LacA. La [-
galactosidasa LacA de L. acidophilus FUA3191, 38,2% idéntica a Lp_3469
(LacA) de L. plantarum WCFS1, no present6 actividad frente a los sustratos p-
NF-a-L-arabinopiranésido ni p-NF-B-D-fucopirandsido, sin embargo, mostro
actividad frente a los sustratos p-NF-mandsido, p-NF-glucésido y p-NF-N-acetil-
glucosamina (Schwab et al., 2010). Esta actividad multiple parece ser frecuente
para proteinas de la familia GH42 puesto que la a-L-arabinosidasa BlArap42B
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BI-04, proteina 21,19% idéntica a
Lp 3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1, presenté ademas una ligera actividad

frente a los sustratos p-NF-p-D-galactopiranésido (0,13%) y p-NF-B-D-
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fucopiranésido (2,4%) (Viborg et al., 2017). Por otro lado, la descripcion de que
Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1 presenta elevada actividad B-D-
fucosidasa (E.C 3.2.1.38) conduce a la necesidad de la inclusion de esta nueva
actividad hidrolitica en la base de datos CAZy entre las glicosil hidrolasas de la
familia GH42, puesto que en la actualidad so6lo se incluyen hidrolasas con
actividad 3-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.23) y a-L-arabinosidasa (E.C 3.2.1.-).

Debido a que la proteina Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1
presenta alta actividad frente a los tres carbohidratos derivados de p-NF se
decidioé realizar su caracterizacion bioquimica utilizando cada uno de estos
sustratos. Se utilizé p-NF-B-D-galactopiranésido para caracterizar la actividad
B-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.23) de Lp_3469 (LacA), p-NF-B-D-fucopirandsido
para la actividad B-D-fucosidasa (E.C 3.2.1.38) y p-NF-a-L-arabinopiranésido
para su actividad a-L-arabinosidasa (E.C 3.2.1.-) (Figura 31).

La Figura 31A representa la actividad de Lp_ 3469 (LacA) de L.
plantarum WCFS1 respecto a la temperatura. Se puede comprobar que las
graficas obtenidas con los tres sustratos son muy similares, estando
claramente la temperatura optima comprendida entre 30 y 37 °C. Sin embargo,
la proteina LacA de L. acidophilus FUA3191 (38,2% idéntica a Lp_3469 (LacA)
de L. plantarum WCFS1) presentd un intervalo de temperatura Optima mas
amplio, de 30 a 45 °C. La temperatura Optima mostrada por Lp_3469 (LacA) es
similar a la descrita para otras B-galactosidasas de L. plantarum, como LacLM
(Lp_3483/Lp_3484) de L. plantarum FUA3112 cuya temperatura Optima fue de
37 °C (Schwab et al., 2010). Curiosamente, esta misma B-galactosidasa LacLM
en L. plantarum WCFS1 mostré una temperatura éptima de 55 °C (Igbal et al.,
2010). Esta discordancia entre ambos resultados puede deberse a los

diferentes sustratos y condiciones de reaccion utilizadas en ambos estudios.

Respecto al pH 6ptimo para la actividad, ocurre algo similar que, para la
temperatura Optima, puesto que se obtienen graficas muy similares para los
tres sustratos ensayados, a excepcion de la menor actividad a-L-arabinosidasa
de Lp_3469 (LacA) a pH 7.0 (Figura 31B). Se puede observar que la proteina
Lp 3469 (LacA) presenta un amplio intervalo de pH éptimo entre pH 4,0y 7,0.
De nuevo Lp 3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1 presenta un
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comportamiento diferente a la proteina equivalente en L. acidophilus FUA3191,
la cual presenta un intervalo mas estrecho de pH Optimo, entre 6,5y 7,2
(Schwab et al., 2010). Este estrecho intervalo de pH oOptimo es similar al
descrito para las B-galactosidasas LacLM (Lp_3483/Lp_3484) de L. plantarum
FUA3112 (pH 6,5-7,2) (Schwab et al., 2010) o LacLM (Lp_3483/Lp_3484) de L.
plantarum WCFS1 (pH 7,5) (Igbal et al., 2010). Entre todas estas -
galactosidasas, Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1 es la Unica que
presenta alta actividad a pH &cido (pH 4,0).

La Figura 31C, D y E muestra la actividad B-D-galactosidasa, B-D-
fucosidasa y a-L-arabinosidasa de Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1
después de su incubacion a 22, 30, 37, 45 y 65 °C durante varios periodos de
tiempo. Se puede observar que Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1 es
una glicosidasa termosensible puesto que s6lo mantuvo alta actividad a bajas
temperaturas de incubacion (22, 30 y 37 °C) para los tres sustratos estudiados.
La incubacién durante 30 min a 45 y 65 °C conduce a la desaparicion de la
actividad enzimatica. A 37 °C la actividad B-D-galactosidasa fue la que mas se
mantuvo, siendo superior al 90% de la actividad maxima después de 24 h de
incubacion, mientras que fue inferior al 70% para las actividades [-D-

fucosidasa y a-L-arabinosidasa.

El efecto de aditivos sobre la actividad de Lp_3469 (LacA) se muestra en
la Figura 31F. De nuevo, se puede observar un comportamiento similar de los
aditivos ensayados sobre las tres actividades que presenta, es decir, sobre su
actividad B-D-galactosidasa, B-D-fucosidasa y a-L-arabinosidasa. Ninguno de
los aditivos ensayados fue capaz de aumentar significativamente la actividad
de Lp_3469 (LacA). Por el contrario, los cationes divalentes Hg?* y Cu?*
inhibieron casi completamente la actividad enziméatica de Lp_ 3469 (LacA).
También se puede sefialar que los iones Zn?* y Ni?* ejercieron un mayor efecto
inhibidor sobre la actividad B-D-fucosidasa, que sobre las actividades [B-D-

galactosidasa y a-L-arabinosidasa.
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Figura 31. Caracterizacién de la p-galactosidasa recombinante Lp_ 3469 (LacA) de la
familia GH42 de L. plantarum WCFS1. Efecto de la temperatura (A) y del pH (B) en la
actividad enzimatica; actividad B-galactosidasa (cuadrado morado); actividad B-fucosidasa
(triangulo amarillo); actividad a-L-arabinosidasa (diamante verde). Estabilidad térmica; la
enzima se incubd a 22 °C (diamante azul), 30 °C (cuadrado granate), 37 °C (triangulo
verde), 45 °C (aspa morada) y 65 °C (circulo naranja) en tampén MOPS 50 mM, NaCl 20
mM, DTT 1 mM pH 7,0. Actividad B-galactosidasa (C); actividad B-fucosidasa (D);
actividad a-L-arabinosidasa (E). Efecto de distintos aditivos (concentracién final 1mM) en
la actividad enzimética; Actividad -galactosidasa (liso); actividad B-fucosidasa (rayado);
actividad a-L-arabinosidasa (ladrillo); iones metélicos (representados en amarillo),
detergentes (verde), agentes caotrépicos (marron), agentes reductores (azul) e
inhibidores de proteasas, de ARNasa y agente quelante de iones divalentes (granate) (F).
Los experimentos se realizaron por triplicado. Se representa la media y la desviacion
estandar. En las figuras A y B la méaxima actividad observada se considerd el 100% de
actividad. En las figuras C, D, E y F, el control sin incubacion de la enzima y el control sin
aditivo fueron considerados respectivamente como el 100% de actividad.
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Al igual que en los estudios fisicoquimicos, en esta tesis se pretendio
realizar los estudios cinéticos para cada uno de los sustratos hidrolizados por
Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFSL1. Sin embargo, no se pudieron calcular
los pardmetros cinéticos de Lp 3469 (LacA) para los sustratos p-NF-B-D-
fucopiranésido y p-NF-a-L-arabinopirandsido, ya que no se alcanzaron
concentraciones saturantes de sustrato en las condiciones ensayadas. Esto
podria deberse, como se comenté anteriormente en el caso de Lp 0263 y
Lp_3220, a una baja afinidad de la enzima por el sustrato utilizado, o bien a
una baja velocidad de hidrélisis del mismo entre otras razones. Por todo ello,
los estudios cinéticos so6lo se pudieron realizar con p-NF-B-galactopirandsido
como sustrato utilizando 1,5 ug de Lp_3469 (LacA). Las reacciones se
realizaron en condiciones estandar (apartado 5.4 de Materiales y Métodos)

utilizando un intervalo de concentracion de sustrato de 0 a 24 mM.

Como se ha comentado anteriormente la proteina LacA de la cepa L.
plantarum FMNPO1 se utilizd para la construccion de una [B-galactosidasa
guimera (LacA-2), y aunque LacA no se caracteriz0 bioguimicamente, si se
caracterizd cinéticamente (Liao et al., 2017). Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 18 al igual que los obtenidos en esta tesis para la
proteina Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFS1. Se pueden observar las
evidentes diferencias que existen en los parametros cinéticos obtenidos para
las dos proteinas. Es posible que parte de estas diferencias sean debidas al
diferente sustrato utilizado en cada uno de los ensayos. Las constantes
cinéticas de la proteina LacA de la cepa L. plantarum FMNPOL1 se calcularon
utilizando o-NF-B-D-galactopiran6sido como sustrato, mientras que en esta
tesis en su lugar se ha utilizado p-NF-B-D-galactopiranésido. Las constantes
cinéticas de la proteina LacA de la cepa L. plantarum FMNPO1 se modificaron
significativamente en la B-galactosidasa quimera (LacA-2) construida a partir de

ella, obteniendo los valores que se muestran en la Tabla 18 (Liao et al., 2017).
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Tabla 18. Parametros cinéticos de la B-D-galactosidasa Lp_3469 (LacA) de dos cepas de L.
plantarum y de la B-galactosidasa quimera (LacA-2) de la cepa FMNPOL.

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)

(Umg™?) (mM) (minh (mintmM?)
LacA wcrs1 4,4+0,002 19,1+2,4 343,6+0,002 17,9+2,3
LacA rmnpo1 0,9 6,7 1.350 201,5
LacA-2 emnpo1 2,6 2,9 3.762 1.297,2

La actividad especifica de la B-galactosidasa Lp_3469 (LacA) de L.
plantarum WCFS1 obtenida en esta tesis (UE = 4,440,002 U mg?) fue muy
superior a la actividad especifica de la proteina LacA de la cepa L. plantarum
FMNPO1 (UE = 0,9 U mg?) (Liao et al., 2017). Aun asi, la actividad especifica
de Lp_3469 (LacA) es inferior a la descrita para la proteina LacA de L.
acidophilus FUA3191 (43,2 U mg?) (Schwab et al., 2010).

Con objeto de confirmar la actividad hidrolitica de Lp_3469 (LacA) de L.
plantarum WCFS1 observada sobre los 25 carbohidratos derivados de p-NF,
también se ensay0 su actividad hidrolitica sobre 17 carbohidratos naturales. De
todos los sustratos ensayados, que representan un amplio nimero de enlaces
glicosidicos diferentes, solo se observa la hidrolisis de D-lactosa (B-D-Gal-(1,4)-
B-D-Glu) y lactulosa (B-D-Gal-(1,4)-B-D-Fruc). Estos resultados confirman la
actividad B-D-galactosidasa de Lp_3469 (LacA) de L. plantarum WCFSL1 puesto
gue tiene capacidad para hidrolizar eficientemente el enlace 8 (1,4) que une
una unidad de galactosa, ubicada en el extremo no reductor, con glucosa o con

fructosa.

En esta tesis no se ha estudiado la capacidad de Lp_3469 (LacA) de L.
plantarum WCFS1 para catalizar reacciones de transgalactosilacion. Sin
embargo, la proteina quimera recombinante LacA-2 construida mediante la
duplicaciéon del dominio A de Lp_3469 (LacA) (aminoacidos 1 al 396) ha
demostrado la capacidad para la sintesis de galactooligosacaridos (GOS)
mediante reacciones de transgalactosilacion (Liao et al.,, 2017). La B-
galactosidasa quimera construida, en presencia de lactosa y fructosa mediante
transgalactosilacion, produce dos oligosacaridos, mientras que en presencia de
lactosa y sacarosa produce cuatro GOS diferentes cuyas estructuras
permanecen en la actualidad sin elucidar (Liao et al., 2017).

139



Resultados y discusion

1.2.6. Familia 78 (GH78): Lp_3471y Lp_3473

La familia GH78 de glicosil hidrolasas segun la base de datos CAZy incluye
proteinas que poseen actividad a-L-ramnosidasa (EC 3.2.1.40) o
ramnogalacturonano-a-L-ramnohidrolasa (EC 3.2.1.174). En la cepa L.
plantarum WCFS1 se han identificado dos glicosil hidrolasas incluidas en la
familia GH78, Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) las cuales estan anotadas
como a-L-ramnosidasas (Tabla 10).

Se ha resuelto la estructura tridimensional de glicosil hidrolasas de la
familia GH78, como la a-L-ramnosidasa de Bacillus GL1, y se ha observado
gue esta familia se caracteriza por la posesion de cinco dominios: dominio N-
terminal, dominio D1, dominio D2, dominio A catalitico y dominio C-terminal. Se
ha postulado que los dos residuos Trp-684 y Glu-841 de la a-L-ramnosidasa de
Bacillus GL1 son los posibles residuos cataliticos (Cui et al.,, 2007). En la
Figura 32 los residuos conservados en a-L-ramnosidasas de la familia GH78
(Cui et al., 2007; O'Neill et al., 2015) se encuentran sefialados en rojo. Las
glicosil hidrolasas de la familia GH78 actuan mediante un mecanismo de
inversion en el que intervienen dos residuos que actian como un acido y una
base, posiblemente en la a-L-ramnosidasa de Bacillus sp GL1 correspondan a
los residuos Glu-841 y Trp-684 (Cui et al.,, 2007). En este mecanismo de
inversion se produce una protonacion del oxigeno nucledsidico por parte del
acido y un ataque nucledfilo por parte de una molécula de agua que

previamente es desprotonada por la base.

Como muestra la Figura 32 se ha utilizado la a-L-ramnosidasa de
Bacillus sp. GL1 como modelo estructural para la comparacion de las glicosil
hidrolasas de L. plantarum WCFS1 de la familia GH78. Sin embargo, estas dos
proteinas de L. plantarum, Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2), solo presentan
un 22 y 21% de identidad en su secuencia, respectivamente, con la a-L-
ramnosidasa de Bacillus sp. GL1. La longitud de la secuencia de estas
proteinas es muy diferente, 956 aminoacidos (a-L-ramnosidasa de Bacillus sp.
GL1), 652 aminoacidos Lp_3471(Raml) y 525 aminoéacidos Lp_3473 (Ram2).
Sefialar también que las dos glicosidasas de L. plantarum WCFS1 tan solo

presentan a su vez un 28% de identidad entre ellas.
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Figura 32. Comparacion de las glicosil hidrolasas Lp_3471 (Raml) y Lp_3473
(Ram2) de L. plantarum WCFS1 y la a-L-ramnosidasa de Bacillus sp. GL1 de la
familia GH78. El alineamiento se realizé utilizando el programa Clustal Omega.
(*) identidad entre aminoacidos, () cambio semiconservativo y (.) cambio
conservativo. Los guiones representan espacios introducidos para maximizar
similitudes. Los cinco dominios tipicos de la familia GH78 se encuentran
sombreados dominio N-terminal (azul), dominio D1 (turquesa) dominio D2
(verde), dominio A (morado) y dominio C-terminal (amarillo). Los dos posibles
residuos cataliticos de la familia GH78 (Trp-684 y Glu-841 en la a-L-ramnosidasa
de Bacillus sp. GL1) se encuentran sefialados en rosa. Los residuos
conservados en a-L-ramnosidasas (Cui et al., 2007; O’Neill et al., 2015) se
encuentran sefialados en rojo.

A pesar de esta baja identidad, ambas proteinas poseen los cinco
dominios tipicos de la familia GH78 descritos anteriormente (Figura 32). En
ambas glicosil hidrolasas estan presentes los dos posibles residuos cataliticos
de la familia GH78, equivalentes a los residuos Trp-684 y Glu-841 de la a-L-
ramnosidasa de Bacillus sp. GL1., al igual que otros residuos conservados en
a-L-ramnosidasas (Cui et al.,, 2007; O’'Neill et al., 2015; Li et al., 2019) los

cuales se encuentran sefialados en rojo en la Figura 32.

Las glicosil hidrolasas Lp 3471 (Raml) y Lp 3473 (Ram2) de L.
plantarum WCFS1 se encuentran anotadas en las bases de datos como a-L-
ramnosidasas (EC 3.2.1.40). Este tipo de glicosidasas catalizan la hidrolisis de
residuos de ramnosa en el extremo no reductor de algunos polisacéaridos y
ramnésidos, y poseen multiples aplicaciones en la industria de alimentos, entre
las que se incluyen la reduccion del amargor de zumos de citricos, la liberacidon
de aromas en mosto y vinos, y la produccion de precursores para la fabricaciéon
de edulcorantes, entre otras (Avila et al., 2009). También presentan especial
relevancia en la industria farmacéutica para su uso como precursores en la

preparacion de distintos farmacos (Yadav et al., 2010).

Al comienzo de esta tesis se habian caracterizado, en mayor o menor
profundidad, proteinas equivalentes a Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) de
otras cepas de L. plantarum, de la cepa L. plantarum NCC245 (Avila et al.,
2009) y de la cepa L. plantarum DSM 20205 (Beekwilder et al., 2009). Puesto
gue existian algunas discordancias entre los resultados obtenidos entre ambos

estudios, en esta tesis se decidio caracterizar las glicosidasas Lp_3471 (Raml)
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y Lp_3473 (Ram2) de la cepa L. plantarum WCFS1 con objeto de poder

verificar algunos de los resultados publicados previamente.

Es necesario sefialar que algunas de las diferencias observadas en las
propiedades bioquimicas de estas proteinas pueden ser debidas a pequefas
diferencias en su secuencia de aminoacidos. La proteina Lp_3471 (Raml) de
L. plantarum WCFS1, de 652 aminoacidos, presenta sélo el cambio en el
residuo Gly-146 por Val-146 respecto a la secuencia de las proteinas RhaB1 de
L. plantarum NCC245 (Avila et al., 2009) y Raml., de. L. plantarum DSM
20205 (Beekwilder et al., 2009). Por su parte, la proteina Lp_3473 (Ram2) de L.
plantarum WCFS1, de 525 aminoacidos, presenta ocho cambios respecto a la
proteina RhaB2 de L. plantarum NCC245 (Avila et al., 2009). Los cambios entre
ambas proteinas son GIn-14-Lys, Lys-36-GIn, Arg-45-Leu, Val-195-Ala, Lys-
315-Asn, Glu-222-Ala, Val-430-Ala, y Val-479-Thr (datos no mostrados). Y, por
otro lado, la proteina Lp_3473 (Ram2), presenta siete cambios respecto a la
proteina Ram2., de L. plantarum DSM20205 (Beekwilder et al., 2009). Los
cambios entre ambas proteinas son GIn-14-Arg, Lys-34-GIn, Val-195-Ala, Lys-
315-Asn, Glu-322-Ala, Val-430-Ala, y Val-479-lle (datos no mostrados).

Con objeto de caracterizar bioquimicamente las a-L-ramnosidasas
Lp 3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) de L. plantarum WCFS1, se clonaron los
genes que las codifican utilizando las parejas de oligonucleétidos y los vectores
de clonaje que se muestran en la Tabla 11. Ambas proteinas se
hiperprodujeron en E. coli BL21 (DE3), se purificaron mediante columnas de
afinidad, y se dializaron tal y como se describe en los apartados 3.6.1y 5.1 de
Materiales y Métodos. Se obtuvieron 2,7 y 31,8 mg de proteina por litro de
cultivo de las proteinas Lp_3471 (Raml) y Lp_ 3473 (Ram2) respectivamente
(Tabla 11). La pureza de estas proteinas se analiz6 mediante SDS-PAGE
(Figura 33), pudiéndose observar que las proteinas recombinantes Lp 3471
(Raml) y Lp_3473 (Ram2) producidas poseen un tamafio de 74,8 kDa y 59,7
kDa respectivamente, coincidiendo con las masas moleculares tedricas

esperadas (Tabla 11).
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Figura 33. Hiperproduccion y purificacion de las proteinas recombinantes
Lp_3471 (Raml) (A) y Lp_3473 (Ram2) (B) de la familia GH78 de L. plantarum
WFCSL. Las flechas indican las fracciones eluidas de las columnas de afinidad
con imidazol 150mM vy dializadas con tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 300
mM, pH 7,0. Gel SDS-PAGE 10% de acrilamida. El marcador de peso molecular
Broad-Range (Bio-Rad) aparece a la izquierda.

Una vez purificadas las a-L-ramnosidasas Lp_3471 (Raml) y Lp_3473
(Ram2), se decidio estudiar su actividad hidrolitica frente a 25 carbohidratos
derivados de p-NF (apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos) puesto que en
los estudios realizados previamente en Raml., y Ram2., de L. plantarum DSM
20205 (Beekwilder et al., 2009) o en RhaB1 y RhaB2 de L. plantarum NCC245
(Avila et al., 2009) no se habia realizado un estudio tan exhaustivo sobre este
tipo de sustratos. Los resultados obtenidos y que se muestran en la Figura 7,
indican que, de todos los sustratos analizados, las glicosidasas Lp_ 3471
(Raml) y Lp_3473 (Ram2) hidrolizaron exclusivamente el sustrato p-NF-a-L-
ramnopirandsido. A pesar de que ambas proteinas fueron capaces de hidrolizar
este sustrato, Lp_3471 (Raml) produjo una mayor hidrolisis que Lp_3473
(Ram2) (Figura 7), ya que la cantidad de umol de p-NF liberado en las mismas
condiciones de reaccién fue mayor en el caso de la glicosidasa Lp 3471
(Raml) (5,9 umoles de p-NF en Lp_3471 frente a 0,08 umoles en Lp_3473). En
el estudio realizado por Beekwilder et al. (2009) en Raml., y Ram2., de L.
plantarum DSM 20205 se obtuvo un resultado idéntico, puesto que de los
cuatro carbohidratos derivados de p-NF ensayados (p-NF-a-L-ramnopiranésido,

p-NF-B-D-glucopiranésido,  p-NF-a-D-galactopirandésido 'y  p-NF-  B-D-
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glucurénido) solo fueron capaces de hidrolizar p-NF-a-L-ramnopirandsido,

confirmando asi su actividad a-L-ramnosidasa.

Los estudios previos realizados con las proteinas equivalentes a
Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) en las cepas de L. plantarum DSM 20205
(Beekwilder et al., 2009) o L. plantarum NCC245 (Avila et al., 2009) estuvieron
encaminados fundamentalmente a conocer la capacidad hidrolitica de estas
enzimas sobre sustratos vegetales en los que frecuentemente aparecen
residuos de ramnosa conjugados a compuestos fendlicos. Por ello, en estos
estudios se analizd la capacidad hidrolitica de estas a-L-ramnosidasas sobre
sustratos que contienen L-ramnosa, principalmente flavonoides de origen
vegetal, como naringina, rutina, hesperidina, entre otros, en los que la ramnosa
estd unida por diversos enlaces a diferentes estructuras. En el estudio
realizado en las proteinas Raml, y Ram2.p de L. plantarum DSM 20205 se
analizé su actividad hidrolitica sobre flavonoides ramnosilados (Beekwilder et
al.,2009). Las a-L-ramnosidasas Raml., y Ram2, (equivalentes a Lp_3471y
Lp_3473) hidrolizaron eficazmente rutina, nicotiflorina y narirutina; sin embargo,
ninguna de las dos a-L-ramnosidasas fue capaz de desglicosilar naringina. En
el estudio realizado por Avila et al. (2009) ambas proteinas, RhaB1
(equivalente a Lp_3471) y RhaB2 (equivalente a Lp_3473), liberaron L-
ramnosa a partir de hesperidina, rutina y proscilaridina A. Tampoco se detecto
actividad de RhaB1 y RhaB2 sobre naringina ni otros sustratos ensayados. De
manera que las dos a-L-ramnosidasas hidrolizan el enlace a-1,6 de la L-
ramnosa con B-D-glucosa, siendo rutina y hesperidina los mejores sustratos,
mientras que por el contrario no presentan actividad sobre los enlaces a-1,2
presentes en la naringina (Avila et al., 2009). Los resultados obtenidos sugieren
que las actividades a-L-ramnosidasas de RhaB1 (Raml, o Lp_3471) y RhaB2
(Ram2.p o0 Lp_3473) dependen tanto del tipo de enlace de la L-ramnosa al

sustrato como de su estructura (Avila et al., 2009).

Una vez demostrada la actividad a-L-ramnosidasa de Lp_3471 (Raml) y
Lp 3473 (Ram2) de L. plantarum WCFS1 se determinaron las caracteristicas
fisicoquimicas de ambas proteinas utilizando p-NF-a-L-ramnopirandsido como

sustrato. En el estudio realizado en esta tesis, la proteina Lp_3471 (Raml) de
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L. plantarum WCFS1 present6 una temperatura oOptima entre 30 y 45 °C
(Figura 34A) mostrando una actividad relativa superior al 80% a 65 °C. Este
resultado es similar al descrito para las proteinas equivalentes en las otras
cepas de L. plantarum, RhaBl de L. plantarum NCC245, cuya temperatura
Optima fue de 50°C (Avila et al., 2009) y Raml,, de L. plantarum DSM 20205
con una temperatura Optima entre 37 y 45°C (Beekwilder et al., 2009). Por su
parte, la proteina Lp_3473 (Ram2) presentd una temperatura Optima de 65 °C,
similar a los 60 °C descritos para la proteina equivalente RhaB2 de L.
plantarum NCC245 (Avila et al., 2009). La temperatura Optima para la proteina
Ram2., de L. plantarum DSM 20205 no se determind puesto que resultd ser
una proteina muy inestable durante su almacenamiento (Beekwilder et al.,
20009).

Respecto al pH 6ptimo de estas a-L-ramnosidasas, en la Figura 34B se
puede observar que la proteina Lp_3471 (Raml) presentdé un pH Optimo
préximo a 6,0 mostrando una actividad relativa del 75% a pH entre 4,0 y 7,0,
mientras que a pH 3,0 y 8,0 no presento actividad. De nuevo estos resultados
son coincidentes con los descritos para las proteinas equivalentes en otras
cepas de L. plantarum. La proteina RhaB1 de L. plantarum NCC245 present6
un pH o6ptimo a 7.0 (Avila et al., 2009) y Raml., presentd actividad éptima
entre pH 4,5 y 8,0 (Beekwilder et al., 2009), destacando que por debajo de pH
4.0 la enzima pierde su actividad. Por su parte, la proteina Lp_3473 (Ramz2)
presenté un pH éptimo de 3,0, manteniendo alrededor de un 50% de actividad
relativa entre los pH 4,0 y 7,0. El pH Optimo descrito para la proteina
equivalente RhaB2 de L. plantarum NCC245 fue de 5.0 (Avila et al., 2009).

Como se muestra en la Figura 34C, los ensayos de estabilidad térmica
de la proteina Lp_3471 (Raml) mostraron que en incubaciones entre 22 y 45°C
durante 6 h la enzima mantiene una actividad relativa superior al 70%, mientras
gue la proteina Lp_3473 (Ram2) mantuvo un 90% de su actividad maxima tras
incubaciones de 2 h entre 22 y 45 °C. Estos datos coinciden con los descritos
para las proteinas equivalentes de L. plantarum NCC245 (RhaB1l y RhaB2) que
mantuvieron una actividad superior al 70% después de una incubacion durante

6h a temperaturas inferiores a 45 °C (Avila et al., 2009).
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Respecto al efecto de distintos aditivos sobre la actividad de las a-L-
ramnosidasas Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) sefalar que alguno de los
aditivos utilizados fue capaz de aumentar la actividad de Lp_3471 (Raml),
como por ejemplo Tween-80, EDTA, urea, PMSF y DEPC. Sin embargo,
ninguno aumento la actividad de Lp_3473 (Ram2) (Figura 34D). Tween 80 fue
el aditivo que mas potencié la actividad enziméatica de la proteina Lp 3471
(Raml) aumentando hasta un 157% su actividad. El Tween 80 es un agente
tensioactivo que dificulta el desplegamiento de la proteina por lo que podria
estar actuando como un estabilizador. Ademas, este aditivo es capaz de
interaccionar con la parte hidrofobica de la proteina que tiende a la agregacién
evitando asi una autoasociacion de la misma (Jones et al., 2018). El EDTA
aumento la actividad de Lp_3471 (Raml) (145%), al igual que en la proteina
RhaB1 de L. plantarum NCC245 (Avila et al., 2009). El EDTA es un agente
guelante de iones divalentes lo que parece indicar que Lp_3471 (Raml) no
requiere de cofactores metalicos para la catalisis. Otros aditivos que
consiguieron estabilizar o incluso potenciar la actividad enzimatica de la a-L-
ramnosidasa Lp_3471 (Raml) fueron los agentes caotropicos UREA y DMSO
aumentando su actividad en un 138 y 123% respectivamente. EI PMSF
aumenta la actividad de Lp_3471 (Raml) (130%), al tratarse de un inhibidor de
proteasas capaz de unirse especificamente a la serina del sitio activo de
algunas enzimas, el no tener efecto inhibidor sobre la proteina Lp_3471 (Raml)

parece indicar que no existen residuos de serina en su centro activo.
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Figura 34. Caracterizaciéon de las a-L-ramnosidasas recombinantes Lp_3471 (Raml) y
Lp_3473 (Ram2) de la familia GH78 de L. plantarum WCFSL1. Efecto de la temperatura (A)
y del pH (B) en la actividad enzimatica; Lp_3471 (cuadrado azul); Lp_3473 (triangulo
amarillo). Estabilidad térmica; la enzima se incubé a 22 °C (diamante azul), 30 °C
(cuadrado granate), 37 °C (tridngulo verde), 45 °C (aspa morada) y 65 °C (circulo naranja)
en tampon MOPS 50 mM, NaCl 20 mM, DTT 1 mM pH 7,0. Lp_3471 (C); Lp_3473 (D).
Efecto de distintos aditivos (concentracion final 1mM) en la actividad enzimatica: iones
metalicos (representados en amarillo), detergentes (verde), agentes caotropicos (marrén),
agentes reductores (azul) e inhibidores de proteasas, de ARNasa y agente quelante de
iones divalentes (granate) (F). Los experimentos se realizaron por triplicado. Se
representa la media y la desviacion estandar. En las figuras A y B la méaxima actividad
observada se consideré el 100% de actividad. En las figuras C, D y E el control sin

incubacién de la enzima y el control sin aditivo se consideraron respectivamente como el
100% de actividad.
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Algunos de los aditivos ensayados presentaron un efecto inhibidor de la
actividad de estas a-L-ramnosidasas. El efecto inhibidor mas potente sobre la
proteina Lp_3471 (Raml) lo mostraron los iones metdlicos K*y Hg?*, lo que
coincide con lo observado en las ramnosidasas RhaBl y RhaB2 de L.
plantarum NCC245 (Avila et al., 2009) y también para la a-L-ramnosidasa de
Bacillus sp. GL1, donde se obtuvo a una actividad residual del 0,23%
(Hashimoto et al., 2003). Los iones metalicos Ca?" y Mg?* actuaron como
inhibidores de la proteina Lp_3471 (Raml) disminuyendo su actividad al 60 y
68% respectivamente, coincidiendo con los resultados descritos previamente
para la proteina Raml, de L. plantarum DSM 20205 (Beekwilder et al., 2009).
Respecto a los detergentes ensayados, el SDS fue el Unico que disminuyd la
actividad relativa de la proteina Lp_3471 (Rmal) hasta un 54%.

El estudio cinético se realiz0 en condiciones estandar con 4 ug de
proteina Lp_3471 (Raml) y utlizando p-NP-a-L-ramnopiranésido como
sustrato, llevando a cabo las reacciones en condiciones estandar (apartado 5.4
de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos con la proteina Lp_3471
(Raml) de L. plantarum WCFS1 frente al sustrato p-NP-a-L-ramnopiranésido
se muestran en la Tabla 19. La actividad especifica de la proteina Lp_3471
(Raml) de L. plantarum WCFS1 como a-L-ramnosidasa es superior a la que se
obtuvo en Raml,, de L. plantarum DSM20205 (Beekwilder et al., 2009). A partir
de los valores de Km y Vmax, se calcularon los valores de Kkcat y la Ecat (Kcat/Kwm).
Segun estos resultados, la proteina Lp_3471 (Raml) de L. plantarum WCFS1
es cataliticamente mas eficiente que las a-L-ramnosidasas RhaB1 (133,3 min*
mM™1), RhaB2 (1,9 min't mM?) de L. plantarum NCC245 estudiadas por Avila et
al. (2009) y Raml.p (0,06£1x10° min't mM?) estudiada por Beekwilder et al.
(2009). En el caso de la proteina Lp_3473 (Ram2) de L. plantarum WCFS1 no
se pudieron calcular los pardmetros cinéticos utilizando como sustrato p-NF-a-
L-ramnopiranésido, ya que no se alcanzaron concentraciones saturantes del
mismo en las condiciones del ensayo. De nuevo esto podria deberse a una

baja afinidad de la enzima por el sustrato o a una baja velocidad de hidrolisis.
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Tabla 19. Pardmetros cinéticos de las a-L-ramnosidasas en distintas cepas de L. plantarum.

Vmax KM kcat Ecat (kcat/KM)
(Umg?) (mM) (min™) (mintmM?)
Lp_3471 wcrs1 6,0+0,0009 1,6x0,3 411,1+0,0009 284,6+47,7
RhaB1 nccoas 76 0,57 - 133,3
RhaB2 ncc2ss 1,0 0,51 - 1,9
Ram1 pswm 20205 0,02+0,005 6,3+3,1 3.840 0,06+1x10°

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de las a-L-ramnosidasas
Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) de L. plantarum WCFSL1 coinciden con los
descritos previamente en las proteinas equivalentes de otras cepas de L.
plantarum (Avila et al., 2009; Beekwilder et al., 2009). Las caracteristicas
descritas tanto en esta tesis como en los estudios anteriores para las a-L-
ramnosidasas Lp_3471 (Raml) y Lp_3473 (Ram2) hacen que sean proteinas
de interés para el desarrollo de aplicaciones industriales, en donde la
temperatura y el pH pueden variar a lo largo del proceso. Estas enzimas
pueden aplicarse para mejorar la biodisponibilidad de compuestos fendlicos

beneficiosos para la salud.

2. Relevancia funcional de las glicosil hidrolasas analizadas en el

fenotipo de L. plantarum WCFS1

Una vez realizada la caracterizacion bioquimica de las 20 glicosil hidrolasas de
L. plantarum WCFSL1 hiperproducidas de forma recombinante en esta tesis, se
decidi6é estudiar la implicacion funcional de algunas de ellas en el fenotipo
mostrado por L. plantarum WCFSL1 en el apartado 1.1. Para ello se planificd
construir cepas mutadas de L. plantarum WCFS1 en las que el gen que codifica
una glicosil hidrolasa determinada estuviera interrumpido y, por lo tanto, la
correspondiente cepa de L. plantarum mutada no posea dicha actividad
enzimatica, y de esta manera fuera posible asociar una determinada actividad
glicosidica con una glicosil hidrolasa especifica. Sin embargo, también puede
ocurrir que varias proteinas fuesen capaces de hidrolizar un mismo

carbohidrato derivado de p-NF, por lo que la interrupcion de uno de los genes
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no ocasione ningun cambio en el perfil de hidrdlisis de estos carbohidratos
derivados de p-NF en la cepa de L. plantarum mutada. En este caso, el efecto
de la interrupcién puede quedar enmascarado por la actividad de otras enzimas
gue posean la misma capacidad de hidrolizar ese mismo sustrato. A pesar de
ello, es posible que en algunas ocasiones si se pueda encontrar la asociacion
de la interrupcion de un determinado gen con la desaparicién de una actividad
glicosidica especifica en la correspondiente cepa mutada de L. plantarum
WCFSI1.

Los resultados obtenidos con las 20 glicosil hidrolasas en la hidrdlisis de
carbohidratos derivados de p-NF indican que L. plantarum WCFS1 posee
glicosil hidrolasas que presentan actividad a-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.22)
[Lp_3485 (MelA)], a-D-glucosidasa (E.C 3.2.1.20) [Lp_0263 (TreA) y Lp_3220
(Agl4)], o-L-arabinosidasa (E.C 3.2.1.-) [Lp_3469, (LacA)], a-L-ramnosidasa
(E.C 3.2.1.40) [Lp_3471 (Ram1) y Lp_3473 (Ram2)], B-D-fucosidasa (E.C
3.2.1.38) (Lp_3469, LacA), B-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.23) [Lp_3469, (LacA)],
6-P-p-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.85) [Lp_3525 (Pbg9)], 6-P-p-D-glucosidasa
(E.C 3.2.1.86) [Lp_0440 (Pbgl), Lp_0906 (Pbg2), Lp_1401 (Pbg3), Lp_2777
(Pbg4), Lp_2778 (Pbg5), Lp_3011 (Pbg6), Lp_3132 (Pbg7), Lp_3512 (Pbg8),
Lp 3525 (Pbg9), Lp_3526 (Pbg10), y Lp_3629 (Bgl)], a-D-maltopentaosidasa
(E.C 3.2.1.133) (Lp_2757) y a-D-maltosidasa (E.C 3.2.1.1) [Lp_0179 (Amy2),
Lp 0187 (SacA) y Lp_2757], consiguiéndose asi identificar un total de diez

actividades glicosil hidroliticas distintas.

En este trabajo se abordd la construccion de cepas de L. plantarum
WCFS1 mutantes para cada una de las proteinas caracterizadas
fisicoquimicamente en esta tesis. Hasta el momento se han conseguido
obtener siete cepas mutadas de L. plantarum WCFS1 en genes que codifican
glicosidasas con actividad a-D-maltosidasa [lp_0187 (sacA)], a-D-glucosidasa
[lp_0263 (treA)], 6-fosfo-B-D-glucosidasa [Ip_0906 (pbg2), Ip 2777 (pbg4),
Ip_3629 (bgl)], B-D-galactosidasa [Ip_3469 (lacA)], y a-L-ramnosidasa [lp_3471

(ram1)] como se ha demostrado en apartados anteriores de esta tesis.

Para la construccién de estas cepas de L. plantarum WCFS1 mutantes

se amplificaron fragmentos de los genes que codifican las glicosil hidrolasas a
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interrumpir y se clonaron en el plasmido pUCE191 (apartado 3.3 de
Materiales y Métodos). Tal y como se muestra en la Tabla 5, para amplificar
fragmentos internos de los genes se utilizaron los oligonucleétidos 1857 y 1858
[lp_0187 (sacA)], 1601 y 1602 [Ip_0263 (treA)], 1859 y 1860 [Ip_0906 (pbg2)],
1593 y 1594 [Ip_2777 (pbg4)], 1832 y 1833 [Ip_3469 (lacA)], 1830 y 1831
[lp_3471 (raml)] y 1597 y 1598 [Ip_3629 (bgl)]. Una vez clonados los
fragmentos de los genes de interés en el vector pUCE191, tal y como se
describe en el apartado 3.6.2. de Materiales y Métodos, se llevo a cabo la
transformacion de las células competentes de L. plantarum WCFS1 y se
seleccionaron las cepas mutantes por su resistencia a eritromicina y/o
lincomicina (apartado 4.2. de Materiales y Métodos). Para evitar la seleccion
de mutantes espontaneos resistentes a eritromicina y lincomicina, se comprobdé
la presencia del gen que confiere resistencia a eritromicina mediante su
amplificacion por PCR utilizando los oligonucleotidos 697 y 698 (Tabla 5).
Ademas, se verificd la interrupcion de los distintos genes de L. plantarum
WCFS1 mediante amplificacion por PCR utilizando un oligonucleétido
complementario al plasmido pUCE191 (oligonucleotidos 1224 o 1233) y un
oligonucledtido complementario a una region externa al fragmento del gen
interrumpido, en este caso, se utlizaron los mismos cebadores que se

emplearon para amplificar cada gen para su clonaje (Tabla 5).

La Figura 35 muestra, como ejemplo, la verificacion de la correcta
insercion del plasmido pUCE191 en el mutante L. plantarum WCFS1A3471. En
el mutante se puede observar la amplificacion del gen que confiere resistencia
a eritromicina (Figura 35, carril 4), los fragmentos amplificados
correspondientes a una region del gen Ip_3471 (raml) unida a un fragmento
del plasmido pUCE191 (Figura 35, carriles 1y 2), asi como la ausencia de la

amplificacion correspondiente al gen Ip_3471 completo (Figura 35, carril 3).
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Figura 35. Verificacion de la interrupciéon del gen Ip_3471 (raml) por insercion
del plasmido pUCE191 [p3471 via recombinacion homologa en L. plantarum
WCFS1. (1) Fragmento “inicio gen Ip_3471-plasmido pUCE191” amplificado con
los oligonucleétidos 1224+1706. (2) Fragmento “final plasmido pUCE191-gen
Ip_3471" amplificado con los oligonucle6tidos 1705+1233. (3) Amplificacion del
gen completo Ip_3471 con los oligonucle6tidos 1705+1706. (4) Amplificaciéon de
un fragmento del gen que confiere resistencia a eritromicina con los
oligonucledtidos 697+698. (5) Control negativo, ausencia del gen que confiere
resistencia a eritromicina en ADN de L. plantarum WCFS1 con los
oligonucledtidos 697+698. (6) Control positivo, presencia del gen Ip_3471 (ram1)
en el ADN de L. plantarum WCFS1 con los oligonucleétidos 1705+1706. El
marcador de pares de bases A-EcoT14 | (Takara) aparece a la izquierda.

Con objeto de conocer la implicacién funcional de cada una de las
glicosil hidrolasas en el fenotipo mostrado por L. plantarum WCFS1 se estudio
el perfil de utilizacion de los 24 carbohidratos derivados de p-NF de las siete
cepas mutantes obtenidas y los perfiles obtenidos se compararon con el perfil
mostrado por la cepa silvestre L. plantarum WCFS1. Como se puede
comprobar en la Figura 36 la interrupcion de estos genes provocOd multiples
cambios en el perfil de hidrolisis de algunos de los p-NF ensayados. Cada una
de las cepas mutantes de L. plantarum WCFS1 ensayadas presenta un perfil
de hidrdlisis de p-NF diferente al mostrado por los otros mutantes o por la cepa

silvestre.
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Figura 36. Hidrdlisis de carbohidratos derivados de p-NF mediante células
durmientes y extractos proteicos de L. plantarum WCFS1 y de sus mutantes. Las
intensidades de color reflejan un diferente grado de hidrélisis valorado a 420 nm,
<0,1 (blanco), 0,1-1,0 (color intermedio) y >1,0 (color oscuro). *, disacaridos.

Como se puede observar en la Figura 36, las variaciones son muy
numerosas Yy diversas lo que dificulta su interpretacion. Respecto a los
resultados obtenidos en células durmientes, el Unico carbohidrato derivado de
p-NF gue no mostré variacion en su hidrélisis fue el B-D-ribofuranésido. Los
resultados también muestran que la interrupcion del gen Ip_3469 (lacA), que
codifica la B-D-galactosidasa Lp_ 3469 (LacA), ocasiona la pérdida total de la
capacidad de L. plantarum WCFS1 para hidrolizar p-NF-a-D-galactopirandsido.
De manera similar la ausencia de a-D-glucosidasa Lp_0263 (TreA) o B-D-
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galactosidasa Lp_3469 (LacA) originan la pérdida de la capacidad para
hidrolizar p-NF-B-D-glucopirandsido. Sorprende, y estd en contra de lo
esperado, que la interrupcién de cada uno de los siete genes aumente la
capacidad hidrolitica de L. plantarum WCFS1 sobre a-D-glucopiranésido, a-L-
arabinopiranésido y B-D-fucopirandsido. También se observa la aparicién de
nuevas capacidades hidroliticas en células durmientes, como por ejemplo la
capacidad para hidrolizar p-NF-N-acetil-B-D-glucosaminido en mutantes
carentes de a-D-maltosidasa Lp_0187 (SacA), 6-P-B-D-glucosidasa Lp_0906
(Pbg2) o a-L-ramnosidasa Lp_3471 (Raml). En los resultados obtenidos con
extractos proteicos también se observa una amplia variedad de efectos. El
unico sustrato hidrolizado por L. plantarum WCFS1 cuya hidroélisis no se vio
afectada en ninguno de los mutantes analizados fue el p-NF-B-D-
galactopirandsido. Por el contrario, todos los mutantes analizados afectaron a
la capacidad hidrolitica de L. plantarum WCFS1 sobre p-NF-B-D-xilopiranésido.
Ademas, en extractos proteicos se confirman algunos de los resultados
obtenidos con células durmientes, como por ejemplo la pérdida de la capacidad
para hidrolizar p-NF-B-D-glucopiranésido en ausencia de a-D-glucosidasa
Lp_0263 (TreA) o B-D-galactosidasa Lp_ 3469 (LacA). Es destacable que la
ausencia de la B-D-galactosidasa Lp 3469 (LacA) origina en L. plantarum
WCFS1 la incapacidad para hidrolizar mudltiples sustratos, p-NF-a-D-
glucopiranésido, p-NF-6-fosfo-B-D-glucopirandsido y p-NF-B-D-xilopirandsido,
ademas de p-NF-B-D-glucopiranésido descrito anteriormente. Esto puede estar
relacionado con la multiple actividad hidrolitica que presenta la glicosidasa
Lp 3469 (LacA), puesto que presenta actividad B-D-galactosidasa, B-D-
fucosidasa y a-L-arabinosidasa, segun se ha descrito en un apartado anterior
de esta tesis. La dificil interpretacién de estos resultados refleja la compleja red
metabolica interrelacionada que posee L. plantarum WCFS1 para el
metabolismo de carbohidratos. En este estudio se ha constatado la dificultad
para relacionar la interrupcion de un gen con la pérdida de una Unica actividad
hidrolitica determinada en L. plantarum WCFS1, posiblemente debido a la
existencia de diversas glicosidasas capaces de catalizar una misma actividad
hidrolitica. Sin embargo, también es necesario considerar que muchos de los

genes interrumpidos forman parte de complejos operones, en los que la
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interrupcion de un gen puede ocasionar efectos en los genes adyacentes,

afectando asi al perfil de utilizacion de multiples carbohidratos.

La primera aproximacion basada en el perfil de hidrélisis de
carbohidratos derivados de p-NF para asociar la interrupcibn de una
glicosidasa especifica con el fenotipo mostrado por L. plantarum WCFS1 no ha
permitido encontrar ninguna asociacién evidente. Paralelamente, y con el
mismo objetivo, en esta tesis se utilizé una segunda estrategia experimental.
Esta segunda estrategia esta basada en el estudio en las cepas mutantes de L.
plantarum WCFS1 de los cambios producidos en el perfil de utilizacion de

fuentes de carbono mediante el sistema Phenotype Microarray (Biolog, USA).

Como ya se ha comentado anteriormente, en el caso de que varias
proteinas presenten la misma actividad glicosidica, es posible que la
interrupcion de uno de los genes no ocasione ningun cambio en el fenotipo de
la cepa mutante. El efecto de la interrupcion de una de las proteinas puede
guedar enmascarado por la actividad de las otras. Sin embargo, se puede
encontrar algun caso en el que se asocie la interrupcion de un determinado gen
con la desaparicion de una actividad glicosidica especifica en la cepa L.
plantarum WCFS1.

Las diferencias en la actividad celular respiratoria de los mutantes y de la
cepa silvestre L. plantarum WCFS1 se evaluaron utilizando el perfil de
utilizacion de carbohidratos de alta resolucion Phenotype MicroArray System
(Biolog, USA) mediante medidas de crecimiento a 48 h utilizando un lector de
microplacas a 590 nm. Se tomé una DOsgo de 0,1 como valor para atribuir
incremento del crecimiento a la fuente de carbono ensayada. El grupo de
fenotipos analizados se examiné utilizando las placas PM1 y PM2A las cuales

permiten el ensayo de hasta 190 fuentes de carbono diferentes (Figura 37).

Como ya se ha comentado anteriormente en el apartado 1. de este
mismo capitulo, L. plantarum WCFS1 fue capaz de utilizar 29 de las 190
fuentes de carbono incluidas en las micromatrices analizadas. La interrupcién
de algunos genes que codifican glicosil hidrolasas provocé la induccién de
diversos cambios fenotipicos en la utilizacién de las fuentes de carbono

ensayadas. Los resultados (Figura 37) muestran que 21 de las fuentes de
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carbono ensayadas se utlizaron con una eficiencia similar tanto por los
mutantes como por la cepa silvestre, incluyendo, algunos monosacaridos y
polisacéridos tales como N-acetil-D-glucosamina, a-D-glucosa, D-galactosa, D-
trehalosa, D-sorbitol, D-celobiosa, D-melibiosa, D-ribosa, sacarosa, [B-metil
glucosa, maltotriosa; polisacéridos de origen vegetal como laminarina y pectina;
algunos acidos organicos como &cido acetoacético; principal cuerpo ceténico
gue interviene en el metabolismo de lipidos, y acido oxomalico, de origen
vegetal y alimentario; amigdalina, arbutina, gentiobiosa, D-melezitosa, salicina,
y dihidroxiacetona (Figura 37). Este resultado indica que ninguna de las
mutaciones afecta notablemente a la capacidad de utilizacién de estas fuentes
de carbono. Ademas, se han encontrado otras similitudes en la huella
metabolica de los mutantes estudiados. Aunque la cepa silvestre L. plantarum
WCFSL1 es capaz de utilizar L-fucosa para crecer (aunque a bajo nivel) todos
los mutantes han perdido completamente esta capacidad. Otra similitud en los
mutantes, excepto en L. plantarum WCFS1A3629, fue la pérdida total de cierta
capacidad de la cepa silvestre para utilizar D-glucosa 1-P, un producto de la
degradacion del glucégeno (Figura 37). Finalmente, cabe destacar que todas
las mutaciones eliminaron o redujeron la utilizacion de a- metil-D-galactosa, un
compuesto modelo de polisacaridos que incluyen unidades a-galactosil como

por ejemplo los galactomananos, presente en nichos vegetales.

Por otro lado, los resultados muestran que cada mutante presenta un
perfil de utilizacién de carbohidratos unico y diferente al mostrado por los otros
mutantes o por la cepa silvestre L. plantarum WCFS1 (no mutada),
mostrandose asi una huella metabdlica Gnica para cada mutante. Entre estas
variaciones algunas eran previsibles y respondian a una posible correlacién
con la funcién del gen mutado. Por ejemplo, aunque todos los mutantes
adquirieron la capacidad para fermentar lactulosa, el mutante L. plantarum
WCFS1A3629 fue incapaz de utilizar este sustrato (Figura 37) el cual es

eficientemente utilizado por la proteina pura Lp_3629 (Bgl).
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D-Manosa Inosina

Dulcitol L-Serina

D-Serina L-Treonina

D-Sorbitol Acido acetoacético

Gliceral N-Acetil-b-D-Manosamina

L-Fucosa L-Lixosa

D-Acido glucurdénico D-Acido galacturénico

D-Acido glucénice

D-Xilesa PM2A

L-Acido lactico Glucégeno

D-Manitol Inulina

D-Ribosa Laminarina

Tween 20 Pectina

L-Ramnosa Amigdalina

D-Fructosa Arbutina

Acido acético 2-Deoxi-D-Ribosa

a-D-Glucosa 3-0-b-D-Galactopiranosil-D-Arabinosa

Maltosa Gentiobiosa

D-Melibiosa D-Melezitosa

L-Asparagina Maltitol

D-Acido glucosaminico Palatinosa

Tween 40 Salicina

a-Metil-D-Galactosa D-Tagatosa

a-D-Lactosa Turanosa

Lactulosa N-Acetil-D-Glucosaminitol

Sacarosa Acido butitico

Uridina Acido caprico

D-Glucosa-1-P D-Glucosamina

Tween 80 Acido-D-Lactico Metil Ester

b-Metil-D-Glucosa Acido oxalomalico

Adonitol Dihidroxi acetona

Figura 37. Perfil de utilizacion de carbohidratos de L. plantarum WCFS1 y de sus
mutantes mediante el uso de micromatrices fenotipicas. Se ha establecido un
formato condicional en funcién de los valores de absorbancia medida a 590 nm.

En primer lugar, en relacion al perfil de utilizacion de monosacaridos,
éste refleja que el conjunto de sustratos afectados por la ausencia de las
glicosil hidrolasas estudiadas es amplio. Incluso los mutantes en las 6-P-B-
glucosidasas asociadas a sistemas de transporte PEP-PTS [(Lp_0906 (Pbg2) y
Lp 2777 (Pbg4)] presentan un perfil de utilizacion de monosacaridos diferente
en sus respectivas huellas metabdlicas, lo que implicaria que no son
simplemente sistemas redundantes, sino que posiblemente son especificas
para diferentes B-glucésidos (Michimayr y Kneifel, 2014). La utilizacion de
monosacaridos en el resto de mutantes afectd principalmente a la utilizacién de
xilosa, fructosa, ramnosa, arabinosa, manosa, ribosa y lixosa (Figura 37),
tratandose en su mayoria de carbohidratos de origen vegetal. Aunque el

estudio molecular detallado del efecto de cada mutacién en el perfil metabdlico
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de cada uno de los mutantes esta fuera del objetivo de esta tesis, la utilizacion
dispar por los diferentes mutantes de estos y otros monosacaridos se debe
probablemente a la utilizacion jerarquica de las fuentes de carbono en L.
plantarum la cual podria estar controlada por el fenédmeno de regulacion por
catabolito, como ocurre en la a-D-maltosidasa Lp_0187 (SacA) (L. plantarum
WCFS1A0187) (Chen et al., 2018).

Ademas de en la utilizacion de monosacéridos también se ha observado
gue determinadas mutaciones afectan a la utilizacién de ciertos disacéaridos y
polisacéridos. La mutacién que mas afecta a la utilizacion de disacéridos es en
el gen Ip_0187 (sacA) que codifica la a-D-maltosidasa Lp_ 0187 (SacA). Sin
embargo, las mutaciones en la a-D-glucosidasa Lp_0263 (TreA) y en las 6-P-3-
D-glucosidasas Lp_0906 (Pbg2) y Lp_3629 (Bgl) también afectaron a la
capacidad de utilizacion de disacaridos y polisacaridos. Estos resultados
podrian indicar que la a-D-maltosidasa Lp_0187 (SacA) esta implicada en la
utilizacion preferentemente de disacaridos, mientras que, la 6-P-B-D-
glucosidasa Lp_0906 (Pbg2) esta implicada en la utilizacion de polisacéaridos.
El mutante en la 6-P-B-D-glucosidasa Lp_3629 (Bgl) (WCFS1A3629) que ha
perdido la capacidad para usar lactulosa o el mutante en la a-D-glucosidasa
Lp_0263 (TreA) (WCFS1A0263) que ha perdido la capacidad para utilizar
inulina, parece indicar que la 6-P-B-D-glucosidasa Lp 3629 (Bgl) y la a-D-
glucosidasa Lp_0263 (TreA) también pueden estar implicados en la utilizacion

de estos polisacaridos concretos.

Todos los mutantes analizados, excepto el mutante en la 6-P-B-D-
glucosidasa Lp_ 3629 (Bgl) (L. plantarum WCFS1A3629), modificaron su
capacidad para utilizar alguno de los azUcares alcohdlicos ensayados en las
micromatrices fenotipicas. Esta variacion es un indicador mas de la importancia
gue tienen las glicosil hidrolasas en el metabolismo de carbohidratos en L.
plantarum. Los azucares alcohdlicos, entre los que se incluye el glicerol,
constituyen una fuente de energia que utlizan, sola o junto con otros
carbohidratos, diversas especies de Lactobacillus ( Veiga da Cunha y Foster,
1992; De Féatima Alvarez et al., 2004). El mutante en la a-D-maltosidasa
Lp_ 0187 (SacA) (L. plantarum WCFS1A0187) fue incapaz de utilizar glicerol,

159



Resultados y discusion

aunque aumenté notablemente su capacidad para utilizar sorbitol vy
especialmente manitol. EI mutante en la 6-P-B-D-glucosidasa Lp_0906 (Pbg2)
(L. plantarum WCFS1A0906) perdi6 la capacidad de utilizar dulcitol, pero
aumentd su capacidad, de forma similar al mutante en la a-D-maltosidasa
Lp_0187 (SacA), para utilizar sorbitol y manitol. El mutante en la 6-P-B-D-
glucosidasa Lp_2777 (Pbg4) redujo notablemente su capacidad para utilizar
glicerol, aunque gand capacidad para utilizar adonitol, una caracteristica que no
tiene la cepa silvestre. Los mutantes en la B-D-galactosidasa Lp_3469 (LacA) y
en la a-L-ramnosidasa Lp_3471 (Raml) también adquirieron la capacidad de
usar adonitol y aumentaron el uso de manitol respecto a la cepa silvestre
(Figura 37). La variacion observada en la utilizacion de estos polioles en los
mutantes sefiala la importancia de las glicosil hidrolasas en la utilizacion de
estos compuestos, algunos de los cuales se utilizan como edulcorantes
hipocaldricos en alimentacion y nutricion. Este conocimiento puede servir para
modular mejor nuestra microbiota intestinal ya que algunos de estos polioles
como el sorbitol actian como prebidticos enriqueciendo selectivamente a
algunos Lactobacillus en el intestino (Sarmiento-Rubiano et al., 2007). Ademas,
debido a que la fermentacion de estos compuestos produce acidos grasos de
cadena corta (SCFA), principalmente butirato, que tiene potenciales efectos
preventivos en el cancer de colén, el aumento de la fermentacion de estos
polioles puede ayudar al disefio de estrategias que conduzcan a un aumento

en la produccion de estos SCFA beneficiosos para la salud.

Por otro lado, la mutacion de alguna de las glicosil hidrolasas estudiadas
provocd cambios en la eficiencia de uso de ciertos acidos organicos. Como se
puede observar en el perfil fenotipico, L. plantarum WCFS1 es capaz de utilizar
acido gluconico, constituyendo una de las fuentes de energia mas eficientes
entre las 190 diferentes fuentes de carbono examinadas (Figura 37). Entre los
mutantes ensayados el mutante en la a-D-maltosidasa Lp_0187 (SacA) perdié
su capacidad y los mutantes en la 6-P-3-D-glucosidasa Lp_0906 (Pbg2) y en la
a-L-ramnosidasa Lp_3471 (Raml) redujeron notablemente la capacidad para
utilizar este carbohidrato por lo que cabe especular que estas glicosil hidrolasas
estdn implicadas en su uso. Estos dos dultimos mutantes, L. plantarum
WCFS1A0906 y L. plantarum WCFS1A3471 también tuvieron un
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comportamiento similar en el uso del acido galacturénico y junto con los
mutantes en las a-D-maltosidasa Lp_0187 (SacA), a-D-glucosidasa Lp_0263
(TreA), B-D-galactosidasa Lp 3469 (LacA) y a-L-ramnosidasa Lp_ 3471
(Raml), perdieron la capacidad que tiene la cepa silvestre para usar este
componente mayoritario de las pectinas (Figura 37).

Los mutantes también mostraron huellas metabdlicas con un perfil claro
respecto a la utilizacion de nucleésidos. Las mutaciones en las a-D-maltosidasa
Lp_0187 (SacA), 6-P-B-D-glucosidasa Lp 0906 (Pbg2) y a-L-ramnosidasa
Lp_3471 (Raml) disminuyeron o bien suprimieron (Ip_0187) la utilizacion de los
nucledsidos adenina, uridina e inosina (Figura 37). Estos resultados pueden
indicar que la actividad nucleosidasica de L. plantarum WCFS1 puede estar

directa o indirectamente afectada por las mencionadas mutaciones.

Finalmente, el consumo de Tween (la principal fuente de acidos grasos
en medios de laboratorio) y por consiguiente el metabolismo de acidos grasos
en L. plantarum WCFS1 también resultd afectado por las mutaciones en las
glicosil hidrolasas estudiadas, aunque con efecto diferente. Mientras que en los
mutantes en la a-D-maltosidasa Lp 0187 (SacA) y 6-P-p-D-glucosidasa
Lp_0906 (Pbg2) el consumo de Tween (20, 40 y 80) disminuyd notablemente
respecto a la cepa silvestre, en los mutantes en la 6-P-B-D-glucosidasa
Lp 2777 (Pbg4), a-D-glucosidasa Lp_ 0263 (TreA) y 6-P-B-D-glucosidasa
Lp 3629 (Bgl) en los que, ademas, se observd un ligero aumento en la
utilizacion de estos acidos grasos (Figura 37). Este resultado podria ser
esperable dada la interconexién del metabolismo de &cidos grasos y de
carbohidratos en L. plantarum (Esteban-Torres et al., 2017) y podria estar
causado por las distintas mutaciones en la sintesis de metabolitos implicados

en la interseccidon de ambas rutas metabdlicas.

Entre todos los mutantes ensayados la huella metabdlica del mutante en
la a-D-maltosidasa Lp 0187 (SacA) (L. plantarum WCFS1A0187) es la que
presenta un mayor nimero de capacidades metabdlicas afectadas respecto a
la cepa silvestre. Este mutante es el que presenta un nimero mas elevado de
alteraciones en las capacidades de utilizaciéon de monosacéaridos, es el unico

gue ha perdido la capacidad para utilizar el aztcar alcohdlico glicerol e
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incrementd su crecimiento en presencia de L-aspartico, una capacidad que no
se observa en la cepa silvestre (Figura 37). Es destacable que este mutante es
el Unico en el que se observdé un aumento en la utilizacion de disacéaridos
constituyentes de polisacaridos vegetales (Figura 37). El amplio efecto
observado como consecuencia de esta mutacion puede ser debido a un efecto
polar, pues adyacente al gen Ip_0187 se encuentra Ip_0188 un gen que se co-
transcribe con Ip_0187 y que codifica un represor de la familia Lacl altamente
similar al regulador global CcpA, lo que sugiere que la mutacién, ademas de
efectos locales, puede tener efectos mas amplios sobre el metabolismo de L.
plantarum (Chen et al., 2018). Se ha sugerido que en presencia de
fructooligosacéridos (FOS) el regulador Lp_0188 (ScrR) mantiene su expresion
a cierto nivel para ajustar la utlizacion de carbohidratos a su capacidad

metabolica (Francke et al., 2008; Teixeira et al., 2013).

Para el mutante en la a-D-glucosidasa Lp_0263 (TreA) de L. plantarum
(WCFS1A0263), la proteina Lp_0263 (TreA) pura hidroliza trehalosa (disacarido
de glucosa) y sacarosa (disacarido de glucosa y fructosa). El mutante presenta
una capacidad disminuida para utilizar a-D-glucosa y D-fructosa, sin embargo,
utiliza trehalosa con una eficiencia similar a la cepa silvestre. Es posible que
otras proteinas similares presentes en el genoma de L. plantarum WCFS1,
como por ejemplo la codificada por la proteina Lp_0193 (anotada en NCBI
como trehalasa o exo alfa-1,4-glucosidasa), puedan presentar una actividad
hidrolitica similar, explicando su capacidad para utilizar este disacarido. En
cuanto a la sacarosa, la a-D-maltosidasa Lp 0187 (SacA) presenta actividad
sacarasa y puede explicar el crecimiento del mutante en este sustrato. Este
mutante fue el Unico capaz de utilizar maltitol, aunque con baja eficiencia
(Figura 37).

En la huella metabdlica del mutante en la 6-P-B-D-glucosidasa Lp_2777
(Pbg4) (L. plantarum WCFS1A2777) destaca una caracteristica Unica, su
capacidad para utilizar glucégeno como fuente de carbono y ademas con alta
eficiencia (Figura 37). Es posible que la perdida de la actividad Lp 2777
(Pbg4) afecte a la eficacia para obtener glucosa y galactosa de polisacaridos

vegetales, ya que la 6-P-B-D-glucosidasa Lp 2777 (Pbg4) presenta alta
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actividad hacia los sustratos p-NF-B-D-glucopiranésido-6-P, p-NF-B-D-
galactopiranésido-6-P y lactulosa (Figura 36) por lo que es posible que haya
activado, por un mecanismo todavia desconocido, la capacidad de utilizar

polimeros de mayor tamafio como el glucégeno para obtener monosacaridos.

El mutante en la [B-D-glucosidasa Lp_3469 (LacA) (L. plantarum
WCFS1A3469) mostré una capacidad alta para usar L-treonina y L-prolina,
siendo el Unico mutante capaz de usar estos aminoacidos para mostrar
crecimiento. En bacterias lacticas el metabolismo de carbohidratos y del
nitrégeno estan interrelacionados, al menos por el control del regulador global
CcpA (Zomer et al., 2007). Es posible que la mutacién en la B-D-glucosidasa
Lp_3469 (LacA) afecte a este proceso de regulacion, por mecanismos todavia
desconocidos, y permita incrementar el crecimiento por asimilacion de estos
aminoacidos desde el medio. Como caracteristica unica en la huella metabdlica
de este mutante destaca su incapacidad para utilizar D-glucosamina, un
comportamiento diferente al resto de mutantes y a cepa silvestre que si

pudieron utilizar eficazmente este monosacarido (Figura 37).

En resumen, este primer estudio fenotipico comparativo de mutantes
gue afectan a diferentes glicosil hidrolasas de L. plantarum WCFSL1 revela las
implicaciones que tienen estas actividades en el perfil de utilizaciéon de un
amplio numero de fuentes de carbono en este microorganismo. Cada mutante
afecta a la utilizacion de diferentes monosacaridos generando su propia huella
metabdlica. Esto indica la importancia de las glicosil hidrolasas en la utilizacion
de estos y otros monosacaridos observados que pueden proceder tanto de
nichos vegetales como alimentarios. Estos perfiles fenotipicos reflejan
asimismo la importancia de estas enzimas en la adaptacion a varios nichos
ecolégicos entre los cuales L. plantarum migra frecuentemente (Siezen y van
Hylckama Vlieg, 2011). Por dultimo, es importante destacar que la red
regulatoria por la cual la actividad glicosidica de las enzimas estudiadas
(mutadas) esta interconectada e influye en el metabolismo del nitrdgeno, el
metabolismo de acidos grasos y el metabolismo de carbohidratos permanece
fuera del alcance de este primer estudio fenotipico comparativo, el cual sin

embargo proporciona la base para conducir nuevas investigaciones émicas.
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3. Analisis in silico de la presencia o ausencia de glicosil hidrolasas
en distintas cepas de L. plantarum y de otras especies incluidas

en el grupo plantarum.

Los resultados obtenidos en apartados anteriores de esta tesis demuestran que
L. plantarum WCFS1 presenta, al menos, once actividades glicosil hidroliticas
distintas. Estas actividades son a-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.22), a-D-
glucosidasa (E.C 3.2.1.20), a-L-arabinosidasa (E.C 3.2.1.-), a-L-ramnosidasa
(E.C 3.2.1.40), pB-D-fucosidasa (E.C 3.2.1.38), [-D-galactosidasa (E.C
3.2.1.23), 6-fosfo-B-D-galactosidasa (E.C 3.2.1.85, 6-fosfo-B-D-glucosidasa
(E.C 3.2.1.86), a-D-maltopentaosidasa (E.C 3.2.1.133), a-D-maltosidasa (E.C
3.2.1.1) y 6-fosfo-B-D-tioglucosidasa (E.C 3.2.1.147). Las glicosil hidrolasas que
presentan estas actividades hidroliticas se han caracterizado bioquimicamente

en apartados anteriores de esta tesis.

L. plantarum es una especie de bacteria lactica que se encuentra en una
amplia variedad de nichos, fundamentalmente aquellos con alto contenido en
carbohidratos (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011), ademas de formar parte de
manera natural de la microbiota del tracto gastrointestinal (Ahrné et al., 1998).
Entre las distintas cepas de L. plantarum se ha observado una alta diversidad
genética, por lo que en esta tesis se pretende conocer la presencia de las
glicosil hidrolasas descritas en este trabajo en las diferentes cepas de L.
plantarum y del grupo “plantarum” (L. paraplantarum, L. pentosus, L.

fabifermentans y L. apodemi) (Devi et al., 2016).

En el afio 2003 se publico por primera vez la secuencia completa del
genoma de una cepa de L. plantarum, y fue el genoma de la cepa WCFS1
(Kleerebezem et al.,, 2003). Desde entonces se han secuenciado
completamente los genomas de otras cuatro cepas, las cepas ZJ316 (Li, X. et
al., 2013), 16 (Crowley et al., 2013), DSM 16365 (Bringel, 2005), DSM 10667
(Curk et al., 1996) y se dispone de la secuencia parcial de otras once cepas de
L. plantarum, las cepas WJL (Kim, E et al., 2013), EGD-AQ4 (Qureshi et al.,
2014), AY0l ( Li X.R. et al.,, 2013), KCAl1 (Anukam et al.,, 2013), MP-10
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(Abriouel et al., 2016), IG1 (Maldonado-Barragan et al., 2011), ATCC 14917,
DSM 20314, T30PCMO01, DSM 21115y DSM 16634.

El andlisis de la presencia de las glicosil hidrolasas estudiadas en este
trabajo en las cepas de L. plantarum y del grupo plantarum secuenciadas se
muestra en la Figura 38. Destaca la ausencia en la cepa L. apodemi DSM
16634 de todas las glicosidasas estudiadas, a excepcién de la 6-fosfo-B-D-
glucosidasa Lp_3526 (Pbg10), a pesar de que en esta cepa se ha secuenciado
ya la mitad de su genoma. En cambio, otras cepas en las que también se ha
secuenciado sélo la mitad del genoma poseen 15 de las 20 glicosil hidrolasas
estudiadas (L. fabifermentans T30PCMO01 y L. fabifermentans DSM 21115) o
bien poseen todas, a excepcion de las 6-fosfo-B-D-glucosidasa Lp_0906
(Pbg2), como ocurre en la cepa L. plantarum subsp. plantarum ATCC 149177,
En la Figura 38 se puede comprobar también que existen tres glicosidasas que
estan presentes en todas las cepas secuenciadas total o parcialmente, a
excepcion de L. apodemi DSM 16634. Estas glicosidasas son todas ellas 6-
fosfo-B-D-glucosidasas, Lp_ 2777 (Pbg4), Lp_2778 (Pbg5) y Lp_3011 (Pbg6).
Existen también cuatro glicosidasas que estan presentes en todas las cepas
analizadas, a excepcion de la cepa L. plantarum WJL de la que sélo se dispone
del 25% de su genoma, y son las a-D-maltosidasas Lp_ 0179 (Amy2) y
Lp 2757, la a-D-glucosidasa Lp_0263 (TreA) y la a-L-arabinosidasa Lp_ 3469
(LacA). Ninguna de las dos cepas de L. plantarum cuyo genoma se ha
secuenciado completamente, L. plantarum ZJ316 y L. plantarum 16, posee
todas las glicosidasas estudiadas en esta tesis, las 6-fosfo-B-D-glucosidasas
Lp 0906 (Pbg2), Lp 3132 (Pbg7) y Lp_3629 (Bgl), y la B-D-galactosidasa
Lp_ 3469 (LacA) no estan presentes en estas cepas. De manera similar, la cepa
L. paraplantarum DSM 10667 secuenciada completamente carece de las a-L-
ramnosidasas Lp 3471 (Raml) y Lp 3473 (Ram2) y de la 6-fosfo-B-D-
glucosidasa Lp 3629 (Bgl). En la cepa L. pentosus DSM 20314 cuyo genoma
se ha secuenciado completamente se encuentran ausentes las 6-fosfo-3-D-
glucosidasas Lp 0906 (Pbg2), Lp 1401 (Pbg3), Lp_3132 (Pbg7), y Lp_3512
(Pbg8), la a-D-glucosidasa Lp_3220 (Agl4), y las a-L-ramnosidasas Lp_3471
(Raml) y Lp_3473 (Ram2).
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Varios estudios previos han descrito la alta diversidad genética existente
entre las cepas de L. plantarum mediante diferentes enfoques fenotipicos (Cai
et al.,, 2009; Siezen et al., 2010) y genotipicos, como polimorfismos en
fragmentos amplificados (AFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimorfico
(RAPD) (Bringel et al., 1996; Torriani et al., 2001; Kleerebezem et al., 2003; Oh
et al., 2010; Siezen et al., 2010; Siezen et al.,2011; Frese et al, 2011; Sun et
al., 2015), tipificacion multilocus de secuencias (MLST) (Curk et al., 1996; De
las Rivas et al., 2006; Makarova et al., 2006; Smokvina et al., 2013; Kafsi et al.,
2014; Sun et al., 2015), e hibridacion comparativa del genoma basado en
micromatrices (CGH) (Torriani et al., 2001; Molenaar et al., 2005; Siezen et al.,
2010). Estos enfoques permitieron la diferenciacion de L. plantarum tanto a
nivel inter- como intraespecifico y evidenciaron una posible relacion entre el
genoma y la adaptacion o adecuacion a varios nichos ecologicos (De las Rivas
et al., 2005; Molenaar et al., 2005; De Vuyst et al., 2009; Siezen et al., 2010;
Frese et al., 2011; Dutilh et al., 2013; Smokvina et al., 2013). El proceso de
adaptacion bacteriana a un nuevo habitat se ha asociado con cambios tanto en
el contenido, como en la regulacién del genoma (Kleerebezem et al., 2003;
Molenaar et al., 2005; Klarin et al., 2008; Cai et al., 2009; Siezen et al., 2010;
Siezen et al., 2011).

Los resultados reflejados en la Figura 38 confirman la enorme
variabilidad genética encontrada entre las cepas de L. plantarum y también
entre las especies incluidas en el grupo “plantarum” (L. paraplantarum, L.
pentosus, L. fabifermentans y L. apodemi). L. plantarum WCFS1 posee
numerosas proteinas implicadas tanto en el transporte como en la utilizacion de
carbohidratos, ademas de las correspondientes proteinas acompafiantes
regulatorias. Ello le permite crecer en numerosas fuentes de carbono (Martino
et al., 2016).

A pesar del elevado numero de especies incluidas en el género
Lactobacillus, so6lo unas pocas, entre ellas L. plantarum, incluyen cepas
aisladas tanto de alimentos fermentados como del TGl humano (De Vries et al.,
2006). La especie L. plantarum es una bacteria lactica muy versatil que se

encuentra en una gran variedad de nichos ecolégicos, (Kleerebezem et al.,
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2003). Esta versatilidad es debida a la presencia de una alta capacidad
metabdlica para poder adaptarse a las diferentes condiciones de crecimiento
en los diferentes sustratos. Esta alta capacidad de adaptacién de la especie L.
plantarum se refleja a su vez en una alta variabilidad intraespecifica, en
ocasiones asociada a la capacidad para crecer en determinados hébitats
ecoldgicos lo que genera diferencias en su metabolismo, como, por ejemplo, en

el metabolismo de carbohidratos.

La disponibilidad desde el afio 2003 de la secuencia completa del
genoma de L. plantarum WCFS1 convierte a esta cepa en el modelo més
adecuado para conocer los mecanismos moleculares que determinan la
respuesta frente a los carbohidratos presentes en el medio, tanto en la
fermentacion de alimentos vegetales como en el TGl humano, permitiendo
inferir asi, en ultimo término, los efectos beneficiosos que puede ejercer en la
salud (Douillard y de Vos, 2014).
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Cepas

%secuenciado
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Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917
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Lactobacillus fabifermentans T30PCMO1
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Lactobacillus apodemi DSM 16634
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Figura 38. Presencia de las glicosil hidrolasas estudiadas en esta tesis en los genomas de algunas cepas de L. plantarum y grupo plantarum
secuenciadas.
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El andlisis de la secuencia del genoma de la cepa L. plantarum WCFS1
permitié identificar 55 proteinas anotadas como “glicosil hidrolasas” (GH) y que
posiblemente estaban implicadas en el metabolismo de carbohidratos, tanto en
la sintesis como en la rotura de enlaces glicosidicos. Sin embargo, la mayoria
de las proteinas presentes en las bases de datos no se han caracterizado
experimentalmente. A pesar de que las estrategias de secuenciacion se han
ido perfeccionando en los Ultimos afios, la practica mas comin para asignar
una funcién a una proteina continta siendo su grado de homologia con otras
proteinas. Esta admitido que las bases de datos contienen anotaciones
erréneas en familias de enzimas que catalizan diferentes reacciones y que
estos errores tienden a propagarse como consecuencia del rapido aumento de
las secuencias depositadas en las bases de datos (Nielsen y Krogh, 2005;
Vieites et al., 2009).

A la dificultad para predecir la funcién de una proteina, hay que afadir la
enorme capacidad de las enzimas para adaptarse a nuevas funciones y
catalizar muchas reacciones diferentes. Las proteinas tienen un enorme
potencial para evolucionar, y pequefios cambios en su estructura pueden

ocasionar importantes consecuencias cataliticas (White, 2006).

En esta tesis se ha realizado la caracterizacion fisicoquimica de un
elevado numero de las proteinas anotadas como glicosil hidrolasas en L.
plantarum WCFS1 con objeto de conocer su actividad hidrolitica sobre enlaces
glicosidicos especificos. Esta actividad hidrolitica en ocasiones ha coincidido
con la actividad anotada, pero en otras ocasiones se ha comprobado que

existia una anotacion errénea o incompleta.

La identificacién de la actividad bioquimica de estas glicosil hidrolasas
de L. plantarum WCFS1 se ha intentado relacionar con el metabolismo de
carbohidratos o con el crecimiento en diversas fuentes de carbono mostrado
por esta cepa. Sin embargo, aunque se han construido cepas mutantes
carentes de una determinada glicosil hidrolasa especifica, ninguna de las
mutaciones afectd notablemente a la capacidad de utilizacién de las fuentes de
carbono metabolizadas por L. plantarum WCFS1. Por el contrario, las

mutaciones si afectaron al perfil de utilizacibn de algunos carbohidratos
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(monosacéridos, disacéaridos y polisacaridos), carbohidratos alcohdlicos, &cidos

orgénicos, nucledsidos y acidos grasos, entre otros.

Los variados perfiles fenotipicos observados en las cepas mutantes de
L. plantarum WCFS1 reflejan la importancia de las glicosil hidrolasas en la
adaptacion a diversos y variados nichos ecoldgicos entre los cuales se puede
encontrar L. plantarum frecuentemente (Siezen y van Hylckama Vlieg, 2011).
Como ha quedado demostrado en este estudio, L. plantarum puede conseguir
adaptarse a los diferentes habitats mediante la ausencia y/o presencia en su
genoma de determinados genes que codifican estas glicosil hidrolasas y que le

confieren la capacidad para crecer en unas determinadas fuentes de carbono.

La realizacion de esta tesis ha contribuido a demostrar la compleja y
variada bateria de enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos que
posee L. plantarum WCFSL1 y la compleja red regulatoria por la cual la actividad
glicosidica de las enzimas estéa interconectada e influye en el metabolismo de
otros compuestos (nitrdgeno, acidos grasos, etc). Este estudio proporciona la
base para estudios posteriores encaminados a completar la caracterizacion de
las glicosil hidrolasas y su relevancia funcional en el metabolismo de L.

plantarum.
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Conclusiones

. El estudio de utilizacion de posibles fuentes de carbono ha revelado que la
cepa L. plantarum WCFS1 es capaz de utilizar 29 de las 190 fuentes de
carbono ensayadas. Este perfil metabdlico de L. plantarum es diferente a
otros perfiles obtenidos en otras cepas de esta misma especie, lo que
sugiere que L. plantarum es una especie que presenta una alta diversidad

metabdlica posiblemente originada por una alta diversidad genética.

. Segun la base de datos CAZy, L. plantarum WCFS1 posee 55 glicosil
hidrolasas incluidas en 18 familias. En esta tesis se han conseguido
hiperproducir de forma recombinante y en estado soluble 20 de esas
proteinas que pertenecen a 6 familias: familia GH1, GH13, GH32, GH36,
GH42 y GH78.

. Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran que las asignaciones de
actividad en funcion de la secuencia de las proteinas deben ser verificadas
experimentalmente. En este estudio se ha demostrado que la proteina
Lp 3629 es una 6-P-B-glucosidasa y Lp 3525 ademéas de presentar

actividad 6-P-B-glucosidasa también tiene actividad 6-P-B-galactosidasa.

. En esta tesis se ha comprobado que en ocasiones existe una anotacion
incompleta en lo que se refiere a las actividades hidroliticas asignadas a las
diferentes familias de glicosidasas en la base de datos CAZy. Asi en la
familia GH42 se deberia incluir ademas la actividad B-D-fucosidasa que

presenta Lp_3469.

. Mediante el uso de carbohidratos derivados de p-NF, en este trabajo se han
identificado 11 actividades glicosil hidrolasas distintas entre las 20 proteinas
producidas (a-D-maltosidasa, a-D-glucosidasa, 6-P-B-D-glucosidasa, a-D-
maltopentaosidasa, B-D-galactosidasa, B-D-fucosidasa, a-L-arabinosidasa,
a-L-ramnosidasa, a-D-galactosidasa, 6-P-B-D-galactosidasa y 6-P-B-D-

tioglucosidasa).
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6.

El estudio de especificidad de sustrato, asi como la caracterizacion
fisicoguimica de las 20 glicosil hidrolasas analizadas demuestran que la
existencia de una aparente redundancia bioquimica no implica
necesariamente una redundancia funcional puesto que enzimas que
presentan una misma actividad hidrolitica poseen un comportamiento
fisicoguimico diferente. Ademas, no se pueden excluir diferencias en su

expresion geénica.

Los mutantes en diferentes glicosidasas de L. plantarum obtenidos en este
estudio revelan la dificultad para relacionar la interrupcion de un gen con la
perdida de una Unica actividad hidrolitica. Sin embargo, el hecho de que cada
mutante presente una huella metabdlica Unica sugiere la importancia de
estas enzimas en la adaptacién de L. plantarum a los diferentes nichos

ecoldgicos.
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ANEXO I: Caracteristicas principales de las glicosidasas de L. plantarum WCFS1 estudiadas en esta tesis doctoral.

Anexos

. Familia Actividad p-NF Actividad UE?2 Rtob T2 dptima H Ecat® - .
Proteina GH Gen aa/kDa carbohidrgtos carbohidratos naturales | (Umg?) | (mg/L) (‘PC) éprzimo mint mm-t Activadores Inhibidores
Lp 0179 13 amy?2 440/49,9 | a-D-Maltosidasa a-Amilasa 4,3 6,6 4-37 4,0-7,0 720 - Hg?*, PMSF
Lp_0187 32 sacA 501/56,7 | a-D-Maltosidasa Sacarasa 1,2 6,7 37 6,0-6,5 200 Zn%+, Fe?*, Hg?*, SDS

Rafinasa T20, PMSF,
EDTA, Mn2*
Lp_0263 13 treA 547/62,0 | a-D-Glucosidasa Trehalasa - 15,8 37 6,0 - PMSF SDS, Hg?*, Cu?,
Sacarasa Zn?*, Fe?*
Lp_0440 1 pbgl 478/54,9 | 6-P-B-D-Glucosidasa - 0,01 4,7 22 6,0 0,7 - -
Lp_0906 1 pbg2 500/57,9 | 6-P-B-D-Glucosidasa Lactasa - 14,3 45 7,0 - - -
Lp_1401 1 pbg3 490/55,8 | 6-P-B-D-Glucosidasa - - 18,2 30-37 6,5-8,0 - - -
Lp_2757 13 - 574/64,4 | a-D-Maltosidasa a-Amilasa maltogénica 3,9 53 30-37 4,0-6,0 480 - Hg?*, Cu?*, Ni2*
a-D-Maltopentaosidasa 15,7 30 4,0-6,0 334 - Hg?*, Cu?*, Ni2*
Lp_2777 1 pbg4 480/54,7 | 6-P-B-D-Glucosidasa Lactulasa 39,5 21,4 4-65 5,0-8,0 911,2 - Hg?*, SDS, Cu?*
Lp_2778 1 pbg5 479/54,9 | 6-P-B-D-Glucosidasa - 1,9 1,9 30-45 4,0-8,0 146 -
Lp_3011 1 pbg6 460/53,4 | 6-P-B-D-Glucosidasa - - 16,9 45 6,5-8,0 - -
Lp_3132 1 pbg7 483/55,4 | 6-P-B-D-Glucosidasa - - 20,3 4-30 6,0 - -
Lp_3220 13 agl4d 555/63,9 | a-D-Glucosidasa Sacarasa - 14,7 37 5,0-6,0 - T20, PMSF SDS, Hg?*, Cu?t
Turanasa
Isomaltulasa
Maltasa
Kojibiasa
Nigerasa
Lp_3469 42 lacA 683/78,1 | p-D-Galactosidasa Lactasa 18,7 7,2 30-37 4,0-7,0 17,9 - Hg?*, Cu?*
B-D-Fucosidasa Lactulasa - 30-37 5,0-7,0 - - Hg?*, Cuz*
a-L-Arabinosidasa - 30 5,0-6,0 - - Hg?*, Cu?*
Lp_3471 78 raml 652/74,8 | a-L-Ramnosidasa - 5,9 2,7 45 6,0-6,5 285 T80, EDTA, Hg?*, K*, Ni2*, SDS,
urea, PMSF | Mg?*
Lp 3473 78 ram2 525/59,7 | a-L-Ramnosidasa - - 31,8 65 3,0 - Hg?* Cu?t, PMSF
Lp_3485 36 melA 738/83,6 | a-D-Galactosidasa Melibiasa 624 13,5 4-22 4,0-6,5 | 80.328¢ | T20, Mn2*, Hg?*, cu?*, Zn2+, Niz*
Rafinasa DEPC, Fe?*,
EDTA,
TX100
Lp 3512 1 pbg8 486/55,9 | 6-P-B-D-Glucosidasa - - 2,4 30-37 5,0-7,0 - - -
Lp_3525 1 pbg9 480/54,6 | 6-P-B-D-Glucosidasa - 0,1 3,4 4-65 6,0-6,5 5,8 - -
6-P-B-D-Galactosidasa 1,2 45 4.0 242 PMSF, T20, Hg?*, Ni2*
SDS, EDTA,
FeZ+
Lp 3526 1 pbgl0 | 487/55,4 | 6-P-B-D-Glucosidasa - - 52 4-45 6,0-8,0 - - -
Lp 3629 1 bgl 461/52,7 | 6-P-B-D-Glucosidasa - 2,9 5,8 37 5,0-6,0 27,8 - -

3UE, actividad enzimatica especifica; ’Rto, rendimiento (mg/L); ¢ T20, tween 20; T80, tween 80; PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo; SDS, dodecilsulfato sodico; EDTA, etilendiaminotetraacético;
TX100, Triton X100; DEPC, pirocarbonato de dietilo; BM, B-mercaptoetanol; ¢ estudio cinético realizado sin DTT; Ecat®=k../Ky, ficiencia catalitica
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ANEXO II: Estructuras de los carbohidratos derivados de p-NF utilizados en esta tesis (ChemDraw® Professional 16.0).

pNF-a-D-Galactopiranésido

OH

Ho\éﬁOH
o™ >0

L
NO.

pNF-o-L-Arabinopiranésido

o ‘\\o@/NOz
OH

2

pNF-6-fosfo-B-D-Galactopiranésido

HO( &

o]
P,
Ho 9
BRS
HO! “'OH NO,
OH

pNF-B-D-Ribofuranésido

HO
O~ .0
N . H

HO © NO,

pNF-a-D-Maltopentadsido

206

pNF-a-D-Glucopiranésido

OH

HOW_~
\@AOH
A_o

HO'

L
NO

pNF-a-L-Fucopiranésido

OH
HO, A
o
e
RSt

2

NO,

pNF-B-D-Glucopiranésido

OH

T L
HO' “'oH NO,

OH

pNF-B-D-Xilopiranésido

pNF-a-D-Manopiranésido

OH

HO. :
J\Q\K\OH
)
HO

L
NO

pNF-a-L-Ramnopiranésido

2

OH

pNF-6-fosfo-B-D-Glucopirandsido

HO\P//O
Ho @
o
HO “OH NO,
OH

pNF-B-L-Fucopiranésido

pNF-B-D-Celobiosa
NO,

HO N
HO. ~ o OH
HOTQ"”/OH

OH

pNF-a-D-Xilopirandsido

pNF-a-L-Arabinofuranésido
HO
pENe!
HO OH NO,

pNF-B-D-Galactopiranésido

OH

pNF-NAc-a-D-Glucosaminido

OH

HO™ “'NH NO,

OHo)\

pNF-B-D-Lactopiranésido

OH

L
“NH NO,

OH
[¢)

pNF-B-D-Maltésido

o “'OH NO

2



Lactosa

Maltulosa

OH

Trehalosa

Leucrosa

Isomaltosa

Isomaltulosa

HO
HO
HO™ "'OH
OH
Celobiosa
HO O0._OH

OH

Melibiosa
OH
HOI"[IOH
HO "o ~g 0._OH
HO"

"'OH

Sacarosa

HO_
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ANEXO IV: Matriz de identidad entre las secuencias de aminoacidos de las glicosil hidrolasas de L. plantarum WCFS1 caracterizadas en esta tesis. Clustal Omega.

o ~ ™ o © - N~ ~ o) — I o N re) © o o — ™ o)
~ o) © < o o ) ~ ~ o %) N B N ~ N © N~ N ©
— b IN < o} < ~ ~ ™~ o o N o o o) © < < < < .
S S, S, S S, = N, N, N, ®, ™, ™, ™, ™, ™, ™, ™, ™, ™, ™, Proteina
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o
jr a 4 a 4 a a jar a 4 a a a a a a 4 a 4 a
100 14 24 10 11 13 25 11 11 9 9 24 14 14 11 10 18 7 11 17 Lp 0179
100 14 13 13 13 11 13 12 9 12 13 13 12 15 9 18 13 21 13 Lp_0187
100 13 11 14 25 13 13 7 14 38 14 12 13 8 18 11 9 17 Lp_0263

100 | 40 | 51 | 11 | 64 | 67 | 34 | 50 | 10 | 47 | 54 | 31 | 29 | 18 | 12 | 12 | 15 | Lp 0440
100 | 39 | 11 | 43 | 41 | 32 | 49 9 44 | 44 | 46 | 23 | 14 | 10 9 13 | Lp 0906
100 | 12 | 31 | 51 | 34 | 47 | 12 | 48 | 51 | 50 | 27 | 16 | 10 | 12 | 14 | Lp 1401
100 | 11 | 11 | 10 | 12 | 24 | 12 14 | 11 9 16 | 11 | 13 | 18 | Lp 2757
100 | 66 | 35 | 51 | 12 | 49 | 52 | 33 | 28 | 16 | 12 | 14 | 17 | Lp 2777
100 | 36 | 49 | 11 | 48 | 49 | 30 | 28 | 17 | 12 | 12 | 17 | Lp 2778
100 | 35 | 10 | 34 | 34 | 34 | 30 | 14 8 10 | 11 | Lp 3011
100 | 10 | 30 | 46 | 34 | 28 | 15 | 12 | 11 | 13 | Lp 3132
100 | 12 12 | 11 | 10 | 16 8 10 | 17 | Lp 3220
100 | 50 | 72 | 29 | 16 8 10 | 14 | Lp 3512
100 | 33 | 29 | 17 | 10 | 11 | 16 | Lp 3525
100 | 27 | 15 | 11 9 14 | Lp 3526
100 | 12 9 9 9 Lp_3629
100 | 16 | 14 | 17 | Lp 3469
100 | 25 | 12 | Lp 3471
100 | 12 | Lp 3473
100 | Lp 3485
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ANEXO V: Publicaciones derivadas de los resultados presentados en esta tesis.
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