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RESUMEN

El presente estudio se ha realizado con el objetivo de
caracterizar bacterias con capacidad de subsistir y desarrollarse en
los residuos toxicos procedentes de la industria del aceite de oliva,
como son el alpechin y alpeorujo. La obtencién de aceite de oliva
es un proceso de gran interés econdémico en nuestro pais y como
alternativa biorremediadora a los residuos originados en dicho
proceso, se seleccionaron cepas bacterianas con capacidad de
producir recursos de interés biotecnolégico como son los

biopolimeros de tipo polisacaridico.

La caracterizacion taxondmica polifasica de estas bacterias
nos ha llevado a la descripciéon de una nueva especie dentro del
género Paenibacillus  denominada Paenibacillus jamilae
(“jamila” nombre arabe con el que se significaba “el agua que
corre de las aceitunas”). En dicha especie podemos distinguir dos
fenotipos caracteristicos en funcion del grado de solubilidad en

agua de los exopolisacaridos producidos.

Dado el gran interés de los biopolimeros solubles en agua,
nuestro estudio se ha centrado en la localizacion, identificacion y
caracterizacion del operén de biosintesis del exopolisacéarido

producido poPaenibacillus jamilae. Dicha especie es productora



de biopolimero soluble en agua, que en estudios previos se ha

amalizado a nivel de composicion quimica y actividad biologica.

Los genes que codifican para las enzimas implicadas en la
sintesis, asi como la polimerizacion y exportacion del EPS estan
situados en el cromosoma bacteriano en una misma unidad
policistronica. Las especificidades de las glicosiltransferasas,
enzimas esenciales para la transferencia de los azlcares activados,
gue constituiran las unidades repetitivas en la estructura quimica
del biopolimero (oligosacarido), son galactosiltransferasa,
glucosiltransferasa y manosiltransferasa, junto a una epimerasa
probable que versatiliza la disponibilidad de substrato. Todas ellas
estan codificadas por la region central del operén. Se les ha
realizado un analisis bioinformatico, asignandole funciones por
homologias de secuencias con las ya descritas en las bases de
datos y posteriormente corroboradas con un analisis enzimatico
funcional. Los resultados obtenidos estan en concordancia con la

composicion quimica cualitativa del polisacarido.

El analisis transcripcional realizado nos ha permitido
localizar una unidad transcripcional esencial completa, la
presencia de promotores fuertes internos y zonas reguladoras
delante de las enzimas responsables del inicio de la sintesis del

polimero y un terminador transcripcional en el extremo 3’ de una

Vi



region genética que codifica una enzima que libera el

oligosacarido de la molécula soporte o aceptora en la

transferencia de moléculas activas de azucares, la cual es
necesaria durante todo el proceso de sintesis del biopolimero.
Predecimos con nuestro estudio, que los flancos 5’ y 3’ codifican
para enzimas Yy moléculas necesarias para la polimerizacion,
transporte o exportacion del EPS y su para la regulacion de su

propia expresion.

Con los resultados de este trabajo se establecen los
conocimientos tedricos y experimentales necesarios para un
futuro planteamiento de mejora biotecnologica de cepas
bacterianas mediante ingenieria de polisacéaridos, para la

biorremediacion de alpechin y alpeorujo.
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Capitulo 1. Introduccion a la tesis doctoral.

1. 1. — Proyecto de tesis doctoral.

1. 2. — Tesis doctoral. Presentacion y disefio.

1. 1. — Proyecto de tesis doctoral.

El tema del proyecto provisional de la tesis fue la caracterizacion taxonémica y
estudio genético molecular de cepas bacterianas con interés biotecnolégico. Las areas de
conocimiento basicas en las que se enmarca son la microbiologia y la bioquimica y
biologia molecular. Las palabras claves o descriptores que identifican este estudio son:
biorremediacion, alpechin y alpeorujo, taxonomia molecular, exopolisacaridos, genes-
operdn, mejora biotecnoldgica y potencial industrial.

Esta tesis doctoral ha abarcado parte de los estudios de caracter basico realizados
para el desarrollo de los objetivos de dos proyectos de I+D+l (Investigacion, Desarrollo
e Innovacién) del plan nacional en el &rea utilizacion de recursos naturales.

Los proyectos de investigacion I+D+1 en los que esta fundamentado este trabajo,
se identifican también por las palabras clave que estan relacionadas con el tema,
tecnologias empleadas y aplicaciones del propio proyecto. Describimos de forma breve
las caracteristicas de cada uno de los proyectos, que son a su vez complementarios, para
tener una vision panoramica de la contribuciéon puntual de este estudio a un objetivo
general comun, que es el aprovechamiento de subproductos nocivos originados en la

extraccion del aceite de oliva.

- Proyecto |+D+| 1

1. Titulo: *“Producciéon de biopolimeros microbianos como alternativa al
aprovechamiento de los residuos originados en el proceso de elaboracion del aceite
de oliva”.

2. Proyecto Estratégico-Movilizador Sobre “Aceite de Oliva”.
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3. Identificacion por palabras clave: Alpechin, aceite de oliva, biopolimeros,
exopolisacéridos, subproductos, fermentadores y microorganismos.

4. Resumen. En este proyecto se propone utilizar microorganismos productores de
biopolimeros, especialmente polisacaridos extracelulares, en la biorremediacion de
sustancias residuales de la industria derivada de la obtencion del aceite de oliva. Asi
mismo, se estudiaran los polisacaridos obtenidos y sus posibilidades para una posible
aplicacion industrial. También se pretende caracterizar taxondmicamente, a nivel
molecular, la mejor de las cepas seleccionadas, especialmente la que sea utilizada para
inocularla a nivel de biorreactor. Se realizara la caracterizacion y determinacion de
genes presuntamente implicados en el proceso de biosintesis y se analizara su expresion
genética. Se determinara la toxicidad resultante de los efluentes del proceso de

biorremediacion.

- Proyecto |+D+l 2:

1. Titulo: “Mejora del proceso de produccion de un nuevo exopolisacarido por
Paenibacillus jamilae a partir de alpechin y alpeorujo”

2. Programa nacional de recursos naturales.

3. lIdentificacion por palabras clave: alpechin, alpeorujo, biopolimeros,
biorremediacion, exopolisacaridos microbianos.

4. Resumen.El objetivo principal del presente proyecto es aplicar microorganismos
productores de biopolimeros (exopolisacéaridos), en particular la especie Paenibacillus
jamilae, o ésta con asociaciones de otras bacterias, a la biorremediacion de sustancias
residuales de la industria derivada de la obtencion del aceite de oliva, tales como
alpechin y alpeorujo. Se realizara una mejora biotecnolégica de la produccion de
biopolimero. Se evaluaran las posibilidades de aplicacibn a nivel industrial

(alimentacién y biomedicina)

Ambos proyectos presentan una integracion multidisciplinar de interés puesto
gue conecta aspectos técnicos con estudios basicos en los que se aborda el tratamiento
de productos residuales. La biorremediacion del alpechin, alpeorujo y otros residuos
derivados de la producciéon del aceite de oliva estd considerada como prioritaria en
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nuestro pais, bajo el punto de vista de la contaminacién del medio ambiente. La utilidad
derivada de los resultados del proyecto parece obvia y de potencial aplicacion en las
empresas alimentarias y agricolas colaboradoras.

1. 2. — Tesis doctoral. Presentacion y disefio:

Esta tesis doctoral consta de cinco partes:

PARTE |I: ANTECEDENTES E HIPOTESIS
PARTE Il: PLANTEAMIENTO DE OBJETIVOS
PARTE Ill: DESARROLLO DE OBJETIVOS
Parte I1l.1. Estudio taxonomico de cepas con interés biotecnoldgico.
Parte 111.2: Estudio molecular de la biosintesis de EPS en Paenibacillus jamilae.
PARTE IV: DISCUSION FINAL
PARTE V: CONCLUSIONES FINALES

En la primera parte presentamos este estudio y describimos el planteamiento de
un problema de contaminacién medioambiental de interés regional y nacional que
genera la necesidad de continuos estudios cientificos para obtener una solucion.

En la segunda parte justificamos el planteamiento de los objetivos especificos
para contribuir al cumplimiento de un objetivo general.

La tercera parte presenta el nucleo del estudio, el desarrollo de los objetivos y su
contribucién al conocimiento, estableciendo hipotesis que seran las bases cientificas de
posteriores estudios. Estd subdividida en dos partes bien diferenciadas, con sus
respectivos capitulos desglosados en varias partes: un resumen, una introduccion del
tema en cuestién, material y métodos, resultados, discusion y conclusiones parciales. La
parte Ill.1 presenta un estudio taxonomico polifasico en el que describimos una nueva
especie bacteriana, que crece al 100% (v/v) de alpechin y produce un nuevo
exopolisacérido. La parte IlIl.2 desarrolla un estudio genético y bioquimico de la
biosintesis de exopolisacérido.

Con ambos estudios establecemos las bases de conocimiento para una mejora

biotecnolégica de microorganismos, que contribuya en dltimo término a la
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biorremeciacion de los residuos del aceite de oliva, ademas establecemos nuevos
campos de accién segun los resultados obtenidos, que se describen y resumen en la

cuarta y quinta parte, respectivamente.
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Capitulo 2. Biorremediacion de alpechin y alpeorujo.

2.1. -Alpechin y alpeorujo
2.2. - El problema del alpechin y alpeorujo
2.3. - Depuracion y aprovechamiento del alpechin

2.4. - Nuevas perspectivas de biodegradacion

2.1. - Alpechin y alpeorujo

La aceituna esta compuesta aproximadamente de un 25% de aceite, 25% de
sélidos y un 50% de agua. La extraccién del aceite es basicamente un proceso de
separacion solido-liquido en el que se obtiene una fase sélida denominada orujo y una
fase liquida o mosto que se separa en una oleosa (aceite) y otra acuosa (alpechin).
Dependiendo del sistema el orden de obtencion de las fases varia: en el sistema
continuo de tres fases se obtienen directamente tres y en el de dos fases se obtienen sélo
dos ya que la acuosa se incorpora a la sélida dando lugar a un nuevo tipo de residuo que
se ha denominado alpeorujo. En el proceso se utiliza agua para lavar las aceitunas,
favorecer la extraccion del aceite, enfriar la maquinaria y arrastrar solutos acuosos del
aceite. Esta agua se incorporan a la fase acuosa de la aceituna constituyendo las aguas
residuales de las almazaras o alpechin. Las definiciones de dichos residuos son:

- Alpechin: Liquido oscuro y fétido que sale de las aceitunas cuando estan
apiladas antes de la molienda, y cuando, al extraer el aceite, se las exprime con auxilio

del agua hirviendo.

- Alpeorujo: Es el nombre que se da a los residuos procedentes de los nuevos
procesos de extraccion de aceite de oliva en dos fases. Es un residuo pastoso, la mezcla
de alpechin y orujo, el cual se compone principalmente de residuos sélidos de la

molturacion de aceite, algo de aceite retenido (2-4%) y agua (50-60%).
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La capacidad de extraccion de aceite de los residuos, alpeorujo y alpechin,
subproductos en los distintos modos de extraccidén en dos y tres fases, respectivamente,
gueda reflejado en la siguiente tabla, resumen de un estudio realizado por Aatirante
al., 1993.

Composicion quimica/ Caracteristicas fisicoquimicas
Tabla de los principales componentes del alpechin:

Extraccion en dos Extraccion en tres
fases tases
|Capan::idad de extraccidn de aceite | a6 a | a82%0 a
|ij.:~
S]Eﬁad L llleg € 725 a 50.7 b
Humedad { %) | 57.5a | 527 b
Aceite (96) | 316 a | 318a
|_.":"._CEitE (%0 materia seca) | T4 a | 6 6B a
Aceite (kg/100kg de olivas) | 228a | 1.60%
Orujo seco(kg/100kg de olivas) | 307 a | 23.9 b
\Alpechin
(Cantidad (litros/100kg de olivas) | 830 a | 97.2 b
Aceite (gflitro) | 134 a | 12.6 a
Aceite (kg/100kg de olivas) | 0.14 a | 1.20 b
Residuo seco (kgf100kg de olivas) | 1206 | 23t
Aceite en los subproductos 547 4 5 20 4

(ke 100ke de olivas)

Los walores seguides de letras idénticas mndican que no son estadishcamente
diferentes a P<= 0.05.

Estudio realirads por Smirante P, T Eenzo G2 i GRoevacchine 1., Bianchi B
Catalane P, 1993, Ohvae n=4ds, 435,

Otros componentes organicos de los residuos, de interés para procesos de
biorremediacion mediante microorganismos resistentes a los componentes tdxicos, son
los azucares, que constituyen de un 2 aun 8% de la materia organica. @arcia
al.,1990; Ragazzi y Veronese 1967; Carola et al.,1975).
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2.2. - El problema del alpechin y alpeorujo

La problematica dehlpechin deriva de sus multiples efectos adversos sobre el
medioambiente, que han ido en aumento con el acelerado proceso de industrializacion,

los problemas se deben a su elevada composicion de componentes toxicos.

Una solucién seria diluirlo adecuadamente para eliminar dichos efectos, lo cual
es de dificil aplicacion por la carestia de agua. Una de las soluciones propuestas fue el
vertido en balsas de evaporacion, pero la capacidad de retencion de las mismas era

insuficiente (Rodrigo Roman en 1990), ademas de su impacto ambiental negativo.

La administracién, en nuestro pais, en 1994, creia haber encontrado los cauces
para una correcta soluciéon a la problematica planteada por la contaminacion del
alpechin, con el establecimiento de la produccion del aceite de oliva por el sistema de
dos fases (Agencia del Medio Ambiente, 1995), mediante el cual, ciertamente, deja de
formarse alpechin. Sin embargo, se ha comprobado que tal tipo de solucién no es todo
lo acertada que parecia, al generarse un nuevo tipo de residuo, al que los cientificos
hemos denominado comoalpeorujo”, y que lamentablemente plantea nuevos
problemas, como son la elevada concentracion de los componentes téxicos, y de forma
preferente a los extractores-orujeros, a pesar de las nuevas propuestas como la

reutilizacion de residuos por métodos de cogeneracion.

Asi, hablar de los residuos derivados de la obtencion del aceite de oliva es
referirse a residuos de un elevado indice de contaminacion, donde el alpechin y el

alpeorujo constituyen los mas dificiles de reciclar.

Destacamos su composicién en polifenoles y fenoles simples (que suponen en
alpechin entre el 0,5-1% de la materia organica), ya que se le atribuyen efectos nocivos
medioambientales e influencia negativa sobre procesos biodepurativos. Los compuestos
fendlicos de bajo peso molecular y simples estan presentes en ambos residuos pero a

distintas concentraciones y son los principales responsables del poder fitotoxico,
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antibacteriano y contaminante. Martinez-Nieto et al. en 1992 realizaron una amplia
revision de los que han sido identificados por diversos autores.

La coloracion de estos residuos, segun estudios de Ragazzi et al. en 1967 y
posteriores de Saiz-Jimenez et al. en 1986, es debida a un polimero macrolecular
constituido por fenoles libres y polimerizados que forman una matriz similar a la lignina
en la que se engloban polisacaridos, monosacaridos, proteinas, lipidos, metales y

polifenoles como flavonoides, antocianos y oleuropeina.

Las vias de solucion se han ido modificando, ya que las tradicionales no han
tenido el impacto deseado (Rodrigo Roman, 1990), asi ha sido considerado el alpechin
un producto de uso potencial para su aprovechamiento (Fiestas 1953; Ramos-

Cormenzana et al., 1995).

2.3. - Depuracion y aprovechamiento del alpechin

La trayectoria investigadora en las lineas de depuracion y biorremeciacion o
aprovechamiento o ambas utilizadas conjuntamente, ha sido extensa y la mayoria de las
propuestas han sido objeto de revisidbn por varios autores (Janer del Valle, 1980;
Amirante, 1990; Fiestas y Borja, 1992, Ramos-Cormenzana et al., 1995).

- Depuracion.

A continuacion se mencionan las principales técnicas de tratamiento que se han
ensayado como posible solucién al efecto contaminante del alpechin, las cuales
involucran métodos fisicoquimicos, quimicos y bioldgicos.

- Depuracion por métodos fisicoquimicos.

Implican técnicas bastante eficaces, sin embargo su alto costo de instalacion y

mantenimiento, son impedimentos para su aplicacion en el ambito industrial.

Ultrafiltracion y 6smosis inversa.- (Reimers Suarez 1983)

Evaporacion forzada. (Martinez Nieto et al., 1994).
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Congelacion. (Franzione et al., 1986).

Evaporacion natural. (Escolano Bueno, 1975)

- Depuracion por métodos quimicos.

Fiestas Ros de Ursinos (1977) ensayo el efecto de la adicion de 6xido de calcio y
sales de aluminio y hierro, sobre las caracteristicas del alpechin. Lo Gnico que dio
resultados, en principio aprovechables para la depuracion, fue la adicion de 6xido de
calcio. Aun asi, este método tiene poco interés debido a la aparicion de fangos, lo cual

supone un nuevo problema de eliminacién.

- Depuracion por métodos bioldgicos.

El tratamiento biolégico de un agua residual tiene por objeto eliminar la materia
organica que ésta contiene mediante la accion de diferentes grupos de microorganismos
gue metabolizan una parte de aquella e inducen a procesos de coagulacion que facilitan

su separacion (Metcalf y Eddy, 1977).

Entre estos métodos encontramos:

Depuracion anaerobia.-

El residuo requiere un pretratamiento para eliminar compuestos téxicos o bien
diluirlo hasta que no sea toxico para las bacterias, que realizaran la biodepuracion

anaerobia (Toerien et al., 1969; Fiestas et al.,1982; Borja et al.,1993).

Depuracion aerobia.-

Los microorganismos que intervienen en los procesos bioldgicos pueden ser
bacterias, hongos, algas y protozoos. Cualquier materia organica puede servir de

alimento para los microorganismos y el tipo de alimento disponible sera el factor

determinante del organismo que prevalezca.
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- Biorremediacion.

En los ultimos afios y como resultado del desarrollo industrial, la amenaza que
suponen los residuos de las industrias para el hombre y para el medio ambiente se ha
hecho muy patente. Los vertidos del petroleo, los vertidos quimicos, los residuos
agroindustriales, los plaguicidas, los herbicidas y los metales pesados son sélo algunos
de tales peligros.

La biotecnologia constituye en la actualidad una herramienta tecnoldgica de la
cual el hombre esta haciendo uso como alternativa para la solucion de los problemas
ambientales. La aplicacion de procesos biotecnoldgicos en el tratamiento parcial y de
eliminacién del alpechin, ha sido revisada por Ramos-Cormenzana et al. (1995),
sefialando que la solucion a la problematica del alpechin no sélo debe considerar
aspectos ambientales, sino el potencial econémico que ésta posee por su composicion,
qgue lo hace aprovechable como substrato para la obtencion de productos de interés
industrial y/o comercial. Habiendo sido propuestos los siguientes usos potenciales:

(1) Bioremediacion del alpechin para su empleo como fertilizante (Russell,
1994) (Cegarra et al.,1996)

(2) Su uso en la produccion de proteinas unicelulares y biomasa para la industria
de alimentos.

(3) Su utilizacién como sustrato para el crecimiento de algas.

(4) Produccién de biopolimeros.

(5) Su uso para la produccién de bioenergia.

(6) El empleo como una fuente de productos biofarmaceduticos.

En la actualidad algunas de estas aplicaciones biotecnolégicas estan siendo
desarrolladas en un nivel experimental por nuestro grupo de investigacion.

A continuacion se describiran brevemente el potencial uso que ha orientado el
avance del trabajo que presentamos:

Aunque el empleo del alpechin como fertilizante parece ser una alternativa

viable, otros métodos de bioremediacion deberian ser ensayados, debido a que este
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proceso por si solo, no seria suficiente para tratar la enorme cantidad de alpechin

producido.

Produccion de biomasa y proteinas unicelulares para la industria de
alimentos.- Investigaciones realizadas por Fiestas Ros de Ursinos (1958), han
demostrado que las levadurBsrulopsis utilisy Candida utilis son capaces de crecer
en alpechin y transformar los azlcares en proteinas insolubles con un rendimiento del
50%, los cuales son apropiados para la alimentacién animal, no sélo por su contenido en
aminoacidos esenciales, sino también por su elevada concentracion en vitaminas del
grupo B.

Se han empleado hongos como agentes fermentativos, ya que éstos metabolizan
otros compuestos ademas de los azlcares, lo que en principio puede aumentar el
rendimiento, al mismo tiempo que elimina una mayor proporcion de sustancia organica,
lo que mejora la calidad de los efluentes. Entre los hongos experimentados se
encuentran: Geotrichum candidum, Aspergillus sp. y Fusarium sp. (Vacoatrino
al.,1986). Como subproducto se obtiene una biomasa de hongos con un contenido en

proteinas del 30% de alta digestibilidad, utilizable para la alimentacion de rumiantes.

Zervakis et al.,(1996), realizaron investigaciones dirigidas al estudio de la
posibilidad de utilizar el alpechin para el cultivo de hongos comestibles del género
Pleorotus para lo cual se ensayaron tres espedreseryngii, P. ostreatus y P.
pulmonarius Los resultados revelaron la capacidad de dichas especies para colonizar un
substrato basado en pasta de orujo suplementado con alpechin en una concentracion de

15 a 25% p/v, siendo incapaces de desarrollarse a mayores porcentajes.

Empleo como medio de crecimiento para algaskEn un estudio sobre la
capacidad de la poblacion microbiana de crecer y desarrollarse en el alpechin (Ramos-
Cormenzana, 1986), se encontré que un gran espectro de microorganismos eran capaces
de hacerlo; sugiriéendose que debido a las altas temperaturas prevalentes en el sur de
Espafa, estos residuos acuosos podrian emplearse como medio para el cultivo de algas,
llegando a demostrarse con el cultivo de las espBeiraliella oSpirulina,capaces de

producir biomasa y{8aroteno (Ramos-Cormenzana, 1989).
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Sanchez Villasclarast al., (1996), empleando alpechin a una concentraciéon
Optima de 10%, sin la adicion de nitratos y con un nivel de aireacién de 1 v/v min.;
obtienen una biomasa de microalg&hdrella pyrenoidosa), con un contenido en
proteina bruta del 20 %, y en lipidos de un 21,5 %, con relacion a la biomasa seca. En la
fraccion lipidica de la biomasa, el porcentaje de acidos grasos polinsaturados esta entre
el 20% y el 25%. Siendo esta biomasa utilizable para la produccion de distintos

productos quimicos tales como proteinas, lipidos, pigmentos y otras biomoléculas.

Produccion de biopolimeros a partir de alpechin.uUno de los biopolimeros
de gran interés y aplicacién industrial en los udltimos afios son los polisacaridos
extracelulares producidos por microorganismos. En la actualidad se estan realizando
investigaciones con la finalidad de emplear residuos agricolas como sustratos
industriales en los procesos de fermentacion para asi disminuir los costos de
produccion. El alpechin teniendo en cuenta su composicién quimica y sus propiedades
fisicoquimicas, reune cualidades que lo han hecho sujeto de investigacion como sustrato

para procesos de produccion de exopolisacaridos.

El alpechin se ha empleado con satisfaccibn como substrato organico de buena
calidad para la producciéon de pululano por fermentacion en experimentos preliminares
realizados por Israilidest al.,(1994) en el Instituto Tecnolégico de Productos Agricolas

de Atenas.

Investigaciones realizadas por el grupo de trabajo del profesor Ramos-
Cormenzana, han obtenido resultados prometedores: una relativa alta conversion de
alpechin a polisacarido xantano y pululano. La concentracién Optima para el
crecimiento y produccion de pululano psureobasidium pullulanfue 70% (vol/vol),
proporcionando niveles de producciéon de 3 g/l (Quevedo-Sarngent91991).

El uso de alpechin como substrato para la produccion por microorganismos

halofilos moderados ha sido también investigado en los laboratorios del Departamento.
de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de La Universidad de Granada. Buenos
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resultados fueron obtenidos trabajando dafomonas eurihalina, una bacteria haldéfila
moderada descrita por Quesadaal.,(1993), que produce un polisacarido extracelular,
con propiedades fisicas y quimicas de interés para multiples aplicaciones industriales.

En los Ultimos afios se han realizado investigaciones en el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada sobre la
posibilidad de producir el polisacarido extracelular xantano empleando alpechin como
substrato, con cultivos de la cepaxt@tomonas campesti$RRL-B-1459-S4LII. Los
resultados han demostrado la capacidad de dicha cepa de crecer y producir xantano en
un medio con un 30-50% vol/vol de alpechin, como Unica fuente de nutrientes,
alcanzando niveles de produccion de 4 g/l de xantano, siendo resultados prometedores
tanto en los niveles de produccion, como en cuanto a las propiedades reoldgicas (Lopez-
Lopez, 1996).

En la actualidad la contaminacion ambiental y el agotamiento de fuentes no
renovables han aumentado el interés en los materiales biosintéticos como los
polihidroxialcanoatos (PHAS). Se considera a los PHAs como los poliésteres similares
al propileno y polietileno, originando por lo tanto un gran interés en la explotacion
comercial de este material biodegradable (Anderson y Dawes, 1990). En estudios
realizados sobre el efecto del alpechin sobre el crecimiento de la eSpetbacter
chroococcumfue observado que este residuo estimula la produccion de PHB por el
microorganismo (Garcia-Barrionuevo, 1992).

Gonzalez-Lépez et al.,(1996), describieron la produccion de homo vy
copolimeros de PHAs por la bactefaotobacter chroococcupepa H23, cuando crece
en medios de cultivo adicionados con alpechin. La cepa de A. chrococcum crecida en un
medio-NH™ suplementado con alpechin forma PHAs en un 50% del peso seco celular
después de 24 horas. Los resultados muestran que el alpechin mantiene el crecimiento
de la cepa H23 y también que este residuo puede ser utilizado como fuente de carbono.
La produccion de PHAs utilizando alpechin parece prometedora, ya que el empleo de
substratos baratos para la obtencion de PHAs es esencial si los bioplasticos llegan a ser
productos competitivos. Asi mismo, en ultimos estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion se han obtenido resultados prometedores en la produccién de PHAs como
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plasticos biodegradables a partir de alpechin empleando cepas transformadas de

Pseudomonas putida (Garcia, 1999).

Métodos mixtos:

Combinan métodos de depuracion y biorremediacion, estos métodos han sido
revisados por diversos autores, INDELPA, S.A (1989), Gonailet., 1994, Quesada
Lucas (1989), Israeides (1990); Hamdi et al.,1992; Fiestas y Borja 1990.

2.4. - Nuevas perspectivas de biodegradacion

Actualmente se baraja la posibilidad de optimizar un método que incluya la
biodegradacion o depuracion y la biorremediacion, lo cual s6lo es posible con la
utilizacibn de comunidades microbianas que contengan equipos enzimaticos
compatibles y cuya accion sea complementaria y efectiva para disminuir la toxicidad del

residuo a la vez que es aprovechable para la produccion de un nuevo recurso.

Los estudios de utilizacion individualizada de microorganismos para biorremediar o
biodegradar residuos organicos cuya composicion es muy variada y variable
dependiendo de muchos factores, como es el caso del alpechin y alpeorujo (Martinez et
al. 1986; Ramos-Cormenzana, 1986; Moreno et al. 1990; Fiestas y Borja, 1990), estan
siendo complementados por estudios globales de comunidades o agrupaciones
microbianas naturales, aisladas del propio residuo o artificiales, modificados
genéticamente, con actividades bioquimicas especificas que actian sobre diferentes

compuestos recalcitrantes de tipo fendlico (Ramos.J:L 2000 )

Para analizar la variabilidad de las comunidades microbianas de otros residuos
sélidos organicos (Harutat al.,2002), se estan empleando actualmente, técnicas
moleculares con gran eficiencia, por ejemplo DG-DGGE (Siglas inglesas de Doble
Gradiente-Electroforesis en gel con Gradiente Desnaturalizante) (Muyzer 1999), con la

gue se puede estimar las especies bacterianas presentes y analizar la secuencia
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nucleotidica si hay una buena resolucion de bandas, asi pues es una técnica que permite
hacer un andlisis cualitativo y cuantitativo. FISH (Hibridacion In Situ con
Fluorescencia) es una técnica cuantitativa, qgue permite mediante la utilizacion de varias
sondas especificas de generos, grupos o especies, detectar in situ la presencia de los
mismos (Amann et al. 1990; Alm et al. 1996).

Las comunidades microbianas presentes en alpechin y alpeorujo son diferentes
principalmente a nivel cuantitativo. Estudios recientes realizados por nuestro grupo de
investigacion (Aguilereet al.,2002), han demostrado que en alpechin y alpeorujo se
pueden utilizar herramientas moleculares potentes, por ejemplo T-RFLP (Polimorfismo
de la longitud de fragmentos de restriccion terminales) y SSCP ( Polimorfismo
conformacional de hebras simples), que tienen una gran capacidad resolutiva y con
aplicaciones directas en ecologia microbiana, para buscar una comunidad 6ptima para

su biodegradacion.

La utilizacion de estas técnicas moleculares se pueden dirigir hacia la busqueda
de microorganismos que se desarrollen y que contengan genes especificos de una ruta
enzimatica necesaria para biodegradar el residuo en cuestion, en el caso del alpechin y
alpeorujo, aquellas enzimas que metabolicen compuestos fendélicos (Descarboxilasas de
Acidos fendlicos (Barthelmebs et al. 2001); enzimas implicadas en las rutas de
degradacion del protocatecuato (PCA), intermediario comun de degradacion de los
acidos fendlicos, por ejemplo dioxigenasas esenciales descritas en diferentes
microorganismos Hseudomonas sp. (Overhaget al.,1999); Sphingomonas
paucimobilis (Nishikawa et al. 1998); Actinomicetos (Hammann y Kutzner, 1998);
AcinetobactefGerischergt al.,1995; Segurat al.,1999), implicadas en el catabolismo

aromatico.
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Uno de los mayores problemas de contaminacion ambiental en el area
mediterrdnea, y concretamente en la region andaluza, son la existencia en el medio
ambiente de residuos recalcitrantes, subproductos de la obtencién de aceite de oliva. Se
han propuesto de forma continuada numerosas soluciones relacionadas con la
biorremediacion de tales suproductos (Fiestas, 1981; Israelidis 1990) y otras soluciones
de caracter técnico, como la obtencion de aceite de oliva mediante el sistema de dos
fases (Alba, 1998), que evita la formacién de alpechin pero origina un nuevo material de
desecho, “alpeorujo” también contaminante. Actualmente se baraja la posibilidad de
utilizar comunidades microbianas que posean un sistema enzimatico especifico natural o
artificial con capacidad complementaria de biodegradar compuestos toxicos como son
los derivados fendlicos (Ramos J.L., et al.,2000).

Nuestro grupo de investigacion considera que una de las alternativas mas
acertada para paliar este problema, es la posibilidad de obtener nuevos recursos,
mediante el reciclado, como por ejemplo son los biopolimeros obtenidos a partir de
cepas microbianas capaces de desarrollarse en dichos residuos, tanto de fipo poli-
hidroxialcanoato (Nufiez-Mulleet al.,1995; Aguileraet al.,1999), asi como los
exopolisacaridos microbianos (Lopez y Ramos-Cormenzana 1996; Ramos-Cormenzana,
1997), intentando ademas conseguir que los efluentes no sean contaminantes (Ramos-
Cormenzana et. al., 1995).

Las composicion quimica del alpechin, concretamente su elevada proporcion de
carbono y nitrégeno favorece su uso para la produccion de EPS (ebp&z2001)por
microorganismaos.

Los polisacéaridos de origen microbiano ofrecen varias ventajas en su aplicacion
frente a los obtenidos de algas y plantas, entre las que resaltamos la variabilidad de
composicién y propiedades, que consecuentemente amplia sus posibles aplicaciones, las
cuales se derivan en su mayoria de su capacidad para modificar las propiedades de los
sistemas acuosos (Sutherland, 1986), como por ejemplo la solubilidad, viscosidad
pseudoplasticidad, capacidad de formacion de biofilms y la capacidad captadora de
iones metalicos. Otra ventaja de los polisacaridos microbianos es que su obtencién no
esta expuesta a factores ambientales y en cuanto a cantidad y calidad es controlable
influyendo sobre las condiciones del medio o por manipulacion genética. Los avances

en ingenieria de polisacaridos microbianos han sido espectaculares en estos ultimos
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afnos, sobretodo en aquellas especies bacterianas cuya produccion de EPS tiene interés
industrial comoXanthomonas campestriecker et al.,1998), bacterias del acido
lactico (De Vuyst et al. 2001) y agentes causales de enfermedades (Kolman et al.,1997).

Trabajos previos al presente estudio han demostrado la produccion de nuevos
exopolisacaridos en altas cantidades, por un conjunto de cepas bacterianas no
caracterizadas taxonémicamente, todas ellas seleccionadas por su capacidad de utilizar
el alpechin como Unica fuente de carbono y energia (Guerra, 1999).

Partiendo asi de cepas bacterianas que reunian dos premisas necesarias para
biorremediar el residuo, desarrollo viable en el alpechin y produccion de un recurso Uutil,
EPS, en este trabajo nos hemos planteado varios objetivos con la finalidad de
caracterizarlas y de estudiarlas a nivel molecular para en un futuro explotar las
posibilidades de un control genético sobre la cantidad y calidad de sus EPSs.

Teniendo en cuenta las argumentaciones precedentes, los objetivos fundamentales

gue planteamos fueron los siguientes:

Objetivo general:

Con la presente tesis doctoral se pretende establecer las bases de conocimiento
adecuadas para realizar una mejora biotecnolégica de cepas microbianas productoras de
exopolisacarido y capaces de crecer sobre alpechin y alpeorujo, subproductos de la

extraccion de aceite de oliva.

Obijetivos especificos:

I. - Caracterizacion taxonomica de cepas bacterianas con interés biotecnoldgico,
seleccionadas por ser capaces de crecer al 100% de alpechin y producir un nuevo

exopolisacérido.

II. — Caracterizacion molecular del operon responsable de la biosintesis de
exopolisacarido de una de las cepas descritas por su 6ptima produccion del
biopolimero y por sus caracteristicas especiales. Este objetivo esta desarrollado en

tres apartados:
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IILA. - Estudio genético de la biosintesis de exopolisacarido.

II.B. - Estudio funcional de las proteinas implicadas en la biosintesis de

exopolisacarido.

Il.C. - Estudio transcripcional del operén de biosintesis de exopolisacérido.
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Capitulo 4. Descripcion Taxondmica deéPaenibacillus jamilae

4.1. — Resumen

4. 2. — Introduccion

4. 3. — Objetivos

4. 4. — Material y métodos
4. 5. — Resultados

4.5.1.- Resultados de las pruebas fenotipicas:
4.5.1.1.- Clasificacion fenotipica basica
4.5.1.2.-Ensayos de solubilidad
4.5.1.3.- Morfologia bacteriana
4.5.1.4.- Pruebas fenotipicas generales
4.5.1.5.- Produccion de &cidos
4.5.1.6.- Dendrograma de Taxonomia numérica
4.5.2.- Resultados de las pruebas genotipicas:
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4. 1. - Resumen

En este capitulo se desarrolla el estudio taxondmico de diez cepas bacterianas
que fuerorseleccionadas en un trabajo de investigacion pr&ierta 1999), partiendo
de un total de 60 cepas aisladas a partir de un compost de maiz tratado con alpechin, y
sometidas posteriormente a presidn selectiva de concentraciones crecientes de alpechin,
y preseleccionadas por su capacidad de crecer al 100% del residuo y producir
exopolisacaridos. Se seleccionaron cepas productoras de dos tipos distintos de
exopolisacaridos, soluble e insoluble en agua, con productividades especificas
diferentes. Las diez cepas fueron identificadas mediante pruebas fenotipicas y
bioquimicas basicas que, de forma preliminar, las incluyé dentro del géaeitus
Posteriormentese les realizé un estudio de taxonomia numérica, comparandolas con
cepas de referencia. También se han realizado de forma paralela pruebas genéticas, que
incluyen la determinacion del contenido en bases nucleotidicas (G+C), la
secuenciacion del gen de RNA ribosémico 16S y la hibrideddMA-DNA entre las
diez cepas y con la especies bacterianas de coleccion fenotipica y filogenéticamente mas
cercanas.

El analisis de los resultados de las pruebas fenotipicas contrastado con el de las
pruebas genotipicas dio lugar a la descripcibn de una nueva especie bacteriana
denominadd@aenibacillus jamilagcon caracteristicas especificas que la constituyen en
una unidad taxondmica aislada del resto de las especies ya descritas dentro del género

Paenibacillus.

-34 -



Parte Ill.- Capitulo 4 Descripcion Taxonomica de Paenibacillysmilae

4. 2. — Introduccion

4.2.1.- Taxonomia microbiana. Generalidades.

4.2.1.1.- Taxonomia numérica

4.2.1.2.- Taxonomia molecular
4.2.1.2.a. — Contenido en G+C:
4.2.1.2.b. - Secuenciacion RNAr 16S
4.2.1.2.c. - Hibridacion DNA-DNA

4.2.1.3.- Taxonomia del Genero Bacillus

4.2.1.- Taxonomia microbiana. Generalidades.

La taxonomia comprende la clasificacion, identificacion y nomenclatura de los
organismos, incluyendo las actividades implicadas en la construccion de sistemas
clasificatorios que agrupan los seres vivos de acuerdo con criterios preestablecidos

(Ramos-Cormenzana, 1979).

Por Clasificacién entendemos la agrupacion de los organismos de acuerdo con
los caracteres y atributos que poseen. Las clasificaciones biolégicas son de tipo
jerarquico y se pueden representar en un arbol filogenético.

La Identificacion es el proceso por el cual los organismos con determinadas y
desconocidas afinidades taxondmicas se sitlan dentro de un grupo taxondmico
preexistente.

Sistematica es la agrupacion de organismos vivos de los que se puede facilitar
el conocimiento de los mismos y de sus relaciones. La base de la taxonomia bacteriana
es el “Taxon” o taxa en el que debe realizarse la mayor informacién posible. El
establecimiento de un taxon determinado , debe implicar la existencia de unos
caracteres afines en las especies agrupadas en aquel taxon en el que puede existir un

rasgo fundamental. Y deben establecerse unas afinidades, porque de otro modo podria
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darse el caso que quedara excluida una bacteria que careciera del rasgo fundamental,
aungue todos los demas rasgos si fueran afines con el taxon.

El estudio que presentamos esta basado en el manual de sistematica de Bergey
(Sneathet al., 1986), que estad aceptada mundialmente y que se ha compendiado en
publicaciones recientes.

Las clasificaciones bacterianas se basan en una serie de caracteres
morfologicos, fisioldgicos, antigénicos, ecoldgicos y genéticos. Por supuesto debe
basarse en caracteres no adaptacionales y a ser posible filogenéticos, es decir, los
miembros deben ir relacionados de acuerdo con la procedencia de un ancestro comun,
pudiendo considararse como mayor inconveniente, el que se desconocian las vias de
descendencia genética en la mayor parte de los casos, cuestion que se parece resolver
ahora con las relaciones filogenéticas establecidas con la secuenciacion del RNA
ribosémico 16S.

La taxonomia da lugar al establecimiento de una jerarquia dentro de la
diversidad de los organismos cuyos conceptos basicos son:

Especie Bacterianague es el pilar fundamental del esquema taxondmico asi
como la unidad basica para entender la biodiversidad microbiana. No existe unanimidad
entre los microbidlogos sobre cuales son las fronteras que circunscriben esta unidad
taxonOmica. Se esta poniendo en entredicho la validez de las fronteras demarcadas por
el comité de taxonomia bacteriana en 1987 (Wayne), argumentando, en la mayoria de
los casos, que se trata de un concepto demasiado conservador Yy que subestima la
diversidad real. Los conceptos universales son:

Concepto evolutivo de especides el concepto con mas carga tedrica, y se basa
en la definicion de especie como una linea de desarrollo, donde se puede reconocer una
trayectoria evolutiva.

Concepto fenético de especieEs el concepto mas pragmatico y con menos
carga teorica; se concibe la especie como una unidad basada en el grado de semejanza
entre los organismos que lo conforman.

Concepto filogenético de especieSe basa en el reconocimiento de grupos
monofiléticos que se pueden definir por un numero determinado de caracteres, en

principio Unicos y exclusivos del taxon.
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Género: Grupo taxondémico de especies relacionadas.

Familia: En la clasificacién biolégica, nivel intermedio de la jerarquia
taxonOmica. Contiene varios géneros, cada uno con una 0 mas especies. Es el taxon
superior que se emplea de manera rutinaria en estudios taxonémicos de procariotas.

Dominio: Es el nivel mas elevado de clasificacion biolégica. Segun la propuesta
de Carl Woese, los tres dominios de los seres vivos son Bacteria, Arquea y Eukarya
(Woese et al., 1990).

La taxonomia bacteriana moderna esta basada en las relaciones filogenéticas,
medidas de las similitudes entre las secuencias del RNA 16S ribosémico (Woese, 1987).
Aunque por si sola no permite una identificacion certera de los taxones. Algunos autores
utilizan el término de taxonomia polifasica para englédaombinacion de métodos

fenotipicos y genotipicos (Colwell, 1970; Vandamme et al.,, 1996).

4.2.1.1.- Taxonomia numérica

La idea de taxonomia numérica surge por la necesidad de darle igual valor a los
caracteres fenotipicos comparados de diferentes microorganismos. La realidad es que no
todos los caracteres son homologos.

La taxonomia numérica es la evaluacion numérica de la afinidad o semejanza
entre las unidades taxonémicas comparadas; asi como la ordenacién de estas unidades

en taxa, bajo la base de su afinidad. Para realizar este estudio se necesita:

- Disponer de los microorganismos que queremos comparar; que
constituirdn lo que denominamos Unidad Taxondmica Operativa (OTU: Operational
Taxonomic Units).

- Estudio de la presencia o ausencia en los OTUs de un determinado
namero de caracteres; es decir, lo que llamamos el calculo de similitud.

- Analisis de grupos: disponiéndose los OTUs en grupos de similitud con

la correspondiente construccion de tablas y dendrogramas.
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- Construccion de claves: se ordenan los caracteres de las categorias
reconocidas para preparar las descripciones y encontrar los caracteres que deban ser mas
usados en la realizacion de claves diagnosticas. Trabajar en taxonomia puede implicar la

existencia de caracteres o rasgos no comparables (NC).

La aplicacion de la taxonomia numérica es especialmente Gtil cuando se trabaja
con un nimero de bacterias elevado que se quieren situar relativamente a otras bacterias
perfectamente conocidas y pertenecientes a cultivos tipo. Se realiza con programas
informaticos en los que se implementan algoritmos especificos, de los que se obtiene la
matriz de semejanza y se realiza posteriormente el analisis de grupos. Se selecciona
arbitrariamente un nivel en la escala de los coeficientes de semejanza. La seleccion de
un nivel alto nos dara solo pequefios grupos y de esta manera se pueden construir el

dendrograma.

4.2.1.2.- Taxonomia molecular

Con el mismo objetivo de identificar, clasificar y nombrar microorganismos se
han ideado técnicas que permiten el analisis a nivel molecular, concretamente han
evolucionado mas las genéticas ya que actuan sobre un material resistente, invariable,
de facil manipulacion y en el que reside toda la informacion necesaria para el desarrollo

de un ser vivo.

4.2.1.2. a. — Contenido en G+C:

La composicidén de bases del DNA determinada por métodos fisicos es sencilla.
Se basa en la “temperatura de fusion” del DNA, es decir, en la temperatura a la cual se
desnaturaliza por ruptura de los puentes de hidrégeno que mantienen unidas las dos
cadenas, que esta directamente relacionada con el contenido en G+C, ya que los puentes
de hidrogeno entre pares GC son mas fuertes que entre los pares AT, ya que son tres y
dos puentes de hidrégeno, respectivamente los que se forman en cada caso. La

separacion de las cadenas va acompafiada de un marcado incremento en la absorbancia
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a 260 nm, el maximo de absorcion del DNA, y esto puede medirse con facilidad en un

espectrofotometro. Cuando una muestra de DNA se va calentando gradualmente, la
absorbancia se incrementa cuando se van rompiendo los puentes de hidrogeno,
alcanzandose un tope a aquella temperatura a la cual todo el DNA ha pasado a ser
unicatenario. El punto medio de subida, la temperatura de fusion (Tm), es una medida
del contenido en G+C. Dicho contenido puede calcularse también por centrifugacion en

un gradiente de densidad ya que ésta depende del cociente (G+C):(A+T) (Johnson,
1985; Owen el al., 1985).

La pendiente de la curva en la transicion térmica esta directamente relacionado

con la homogeneidad del contenido G+C de la poblacion de moléculas de DNA.

El DNA como consecuencia inevitable de la manipulacion por el cizallamiento
se puede fragmentar, a pesar de ello las preparaciones de genoma bacteriano
permanecen relativamente homogéneas de acuerdo con estos criterios, lo cual indica que
el contenido medio en G+C varia poco en las diferentes partes del genoma. Las Unicas
excepciones importantes son las preparaciones obtenidas de organismos que contienen

dos elementos genéticos de diferente contenido en G+C.

Ninguna preparacion de DNA muestra una homogeneidad molecular absoluta,
asi el contenido en G+C sera siempre un valor medio y representa el valor maximo de

una curva de distribuciéon normal.

- Implicaciones taxonémicas de la composicion de bases del DNA

El promedio de composicion de bases caracteristico del DNA nuclear de los
principales grupos de organismos son mas variables en el reino protista (25-80 % molar
de G+C ) que en animales y plantas que se centran alrededor del 35 al 40 % molar de
G+C.

Cada especie bacteriana posee un contenido medio en G+C caracteristico, que
puede considerarse una de sus propiedades mas importantes. Las diferencias
sustanciales en la composicion de bases del DNA de dos organismos son reflejo de un
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namero elevado de diferencias individuales en las respectivas secuencias de bases de
sus DNA. El margen tan amplio de valores caracteristicos de los procariotas viene a
indicar la enorme diversidad evolutiva de este grupo particular de seres vivos,

sugiriendo, asimismo, su antigiiedad en la escala de la evolucion.

Las divergencias evolutivas no tienen por qué ser reflejo necesariamente de
distintas composiciones de bases. Si dos organismos tienen una gran semejanza en la
composicion de bases de su DNA sdlo podra tomarse como base firme que indique su
afinidad genética y evolutiva cuando, ademas, compartan un gran numero de
propiedades fenotipicas, 0 sea, que se asemejan en su constitucion genética (por
ejemplo dos cepas diferentes que pertenecen a la misma especie). En tal caso, la casi
identidad de composicion de bases del DNA si que aporta una base firme para apoyar la

semejanza geneética y evolutiva.

En bacterias el promedio en bases que integran el DNA es una caracteristica de
gran importancia taxonomica, dado el margen tan amplio de valores que se dan en este
grupo.

El margen dentro de cada género es en general bastante pequefio (raramente, la
variacion es mayor de un 10 6 15 %) , aunque existe el caso contrario que a pesar de una

gran semejanza fenotipica, no muestran semejanza geneética.

4.2.1.2. b. - Secuenciaciéon del RNAr 16S

La secuencia del 16S RNAr es polinucleotidica de aproximadamente 1500 bases
y que funciona como parte de la subunidad pequefia del ribosoma de procariotas, la
secuencia de donde se puede extraer informacion evolutiva (el equivalente en
eucariotas es el RNAr 18S). Contiene secuencias signatura, que son oligonucleoétidos
cortos de secuencia definida en los RNAr 16S 6 18S, caracteristicos de organismos
concretos o de grupos de organismos relacionados filogenéticamente. Contiene también
regiones conservadas y regiones variables, que son elementos que sirven para establecer

las relaciones parentales.
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La metodologia de la secuenciacién puede ser directa o indirecta:

- Andlisis de la secuencia RNAr 16S directa:

Los extractos crudos se someten a una reaccion con transcriptasa inversa y el

método de secuenciacion de los dideoxinucleodtidos.

- Amplificacién de los genes del RNAr, es decir el trozo de DNA que codifica el

RNAr 16S, usando como moldes de la PCR, cebadores o primers que son moléculas
generalmente oligonucleotidos que se obtiene sintéticamente y son complementarios de
secuencias conservadas en el RNA. La amplificacion mediante la PCR, del DNA que
codifica el RNAr requiere menos material celular que la secuenciacion directa del RNAr

y es mas rapida y adecuada que el método directo cuando se realizan estudios a gran
escala. EI DNA amplificado es una cadena monohebra, por lo que se puede secuenciar
directamente usando el método de secuenciacién del dideoxido o método de Sanger
(Sanger et al., 1977).

Los arboles filogenéticos se obtienen a partir de las matrices de distancia, de la
secuencia de RNA. Se alinean dos o mas secuencias de RNAr y se calcula una distancia
evolutiva () registrando en un ordenador el nUmero de posiciones en la secuencia que
ambos difieren se introduce un factor de correccion estadistica para compensar la
posbilidad de que, a través de los diferentes cambios que puedan haberse producido, se
obtenga de nuevo la secuencia inicial. La matriz de distancias evolutivas, generada a
partir de la comparacion de secuencia, se analiza luego mediante un programa
informatico disefiado para producir arboles filogenéticos a partir de las medidas de E
Esto equivale a examinar todas las posibilidades de ramificaciones para el conjunto de
distancias comparadas, y disponer luego las longitudes de las ramificaciones para
ajustar los datos de la mejor manera. badtie separa dos organismos es directamente
proporcional a la longitud total de las ramas que los separan.
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4.2.1.2. c. - Hibridacion DNA-DNA

Mediante esta técnica se determina la similitud a nivel de especie entre dos cepas
bacterianas, de ahi su gran importancia dentro de las técnicas de identificacién
bacteriana (Stackebrandt et al., 1994).

La estructura y las propiedades fisicoquimicas propias del DNA han permitido
el desarrollo de técnicas genéticas de gran utilidad en bacteriologia. EI DNA nativo es
de doble hélice, se puede desnaturalizar térmicamente. Si una disolucién se enfria
rapidamente las cadenas permanecen separadas. En las disoluciones que se mantienen a
una temperatura de 10 a 30° C por debajo de la Tm, tiene lugar una reasociacion
especifica de cadenas complementarias, formandose moléculas de doble cadena.
Siempre hay algo de apareamiento al azar, pero como un duplex emparejado al azar
contiene numerosos pares de bases que no forman doble cadena, la estabilidad térmica
resulta baja y las cadenas se separan muy rapidamente a temperaturas proximas a la
Tm, soOlo permanecen aquellos duplex entre cadenas con un elevado grado de
complementariedad.

Al mezclar preparaciones de DNA procedentes de dos cepas bacterianas
relacionadas se forman moléculas hibridas de DNA, lo que significa la base de un
planteamiento totalmente nuevo para el estudio de la semejanza genética en las
bacterias.

Los experimentos de reasociacion DNA-DNA in vitro permiten evaluar el grado
total de homologia genética entre dos bacterias. También es posible la asociacién entre
DNA unicatenario y cadenas de RNA complementario, por lo que se puede también
estudiar la reasociacion analoga DNA-RNA. Si las moléculas de RNA contiene RNAt o
RNAr, se puede evaluar la homologia genética de dos bacterias con respecto a
fragmentos especificos y relativamente pequefios del genoforo: aquellos que codifican

las secuencias de bases de los RNA de transferencia o de los RNA ribosémicos.

El fundamento de los métodos para medir el grado de reasociacion de acidos
nucleicos es la formacion de duplex entre dos muestras de DNA desnaturalizado, una de
ella marcada bien con marcaje radiactivo 0 inmunoenzimético que sera a su vez
detectado por medicion posterior de la radiactividad o por un lector de ELISA. Siempre

se necesita una misma cepa de referencia. A esta hibridacién se le da arbitrariamente el
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valor de 100, la reasociacion del DNA de referencia y otros DNA heterélogos se
expresa como porcentaje del valor correspondiente a la reasociacion del DNA
homologo.

Los factores que influyen en la formacion de moléculas bicatenarias son los
siguientes: temperatura, la fuerza ionica del diluyente y el tamafio medio de los
fragmentos de DNA. Hay que ajustar o estandarizar estos factores, y después la
reasociacion viene influida Unicamente por la concentracion de DNA y el tiempo de
incubacion.

La temperatura es el factor de mayor importancia, debe de estar siempre por
debajo de la Tm del DNA de referencia. Existen temperaturas restrictivas, 10 6 15° C
por debajo de la Tm, en las que solo las cadenas complementarias con un grado muy

elevado de homologia pueden formar duplex estables.

Estudios preliminares de identificacion basica, nos encuadraron las bacterias
objeto de estudio dentro del génd&acillus, género de gran heterogeneidad genética,
cuya taxonomia ha ido evolucionando con el avance de las técnicas genéticas. A

continuacion hacemos un resumen de esta evolucion.

4.2.1.3.- Taxonomia del Genero Bacillus

Son eubacterias Gram-positivas formadoras de endosporas (&maith 1952).
Las bacterias formadoras de endosporas se reproducen todas por fisibn binaria
transversal y, con escasas excepciones, tienen forma bacilar. La reaccion de Gram es
positiva si se determina sobre células en crecimiento exponencial; sin embargo, muchos
formadores de esporas se convierten en gram-negativos rapidamente después de entrar
en la fase estacionaria. La movilidad esta extendida, y se efectua por flagelos peritricos.
Son aerobios o anaerobios facultativos. La morfologia colonial es muy variable,
presentando pigmentacion en determinados medios. Exhiben una amplia diversidad de
capacidades fisiolégicas: psicrofilas-terméfilas, la mayoria son mesoéfilas. También hay
especies del géneRacillus acidofilos-alcaléfilos y algunas cepas son halotolerantes y

otras presentan requerimientos de sales.
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Las bacterias formadoras de endosporas son quimioheterotroficas; el
catabolismo de compuestos organicos tiene lugar por respiracion aerobia , respiracion
anaerobia con nitrato o fermentacion. Algunas, pero no todas, requieren factores de
crecimiento. La mayoria de las especies estan ampliamente distribuidas en la naturaleza,
y no necesariamente relacionadas con su habitat natural por la distribucion pasiva y

persistencia de las endosporas.

La especie tipo e8acillus subtilis (Cohn 1872, 174). El desarrollo de la
genética deBacillus con la demostracion de la susceptibilidad de transformacion de la
especieB.subtilis Spizizen. 1958) avanzé rapidamente, habiéndose secuenciado hasta
el momento el genoma completo Besubtilis (Kunstet al., 1997) con la participacion

de numerosos autores.

En la actualidad la situacién de la taxonomiddeillus refleja una amplia

diversidad en este género (Forsyth et al.,.1998).

El contenido de G+C del DNA del géneBacillus es 32-69% , varia en un
intervalo mayor a un 30%, lo cual indica que el género es heterogeneo genéticamente.
El menor porcentaje corresponde a la espeBieereus, 32%y el mayor a

B.thermocatenulatus, 69%

Desde una perspectiva historica, en la taxonomia del g&amitius se
describe una primera clasificacion, basandose en criterios morfolégicos, de movilidad y
esporulaciéon(Cohn, 1876). En la segunda clasificacion, a través del Manual Bergey,
Winslow et al.,. en 1920 definieron la familgkacillaceaecomo bacilos productores
de endosporas, Gram positivos con flagelos peritricos y que poseian un sistema
enzimatico proteolitico, aerobios, la mayoria saprofitos, hidrolizaban la gelatina y

formaban colonias rizoides.
Los trabajos de Smith, Gordon y Clark (Clark, 1937; Smith et Clark, 1937;

Gordon, 1940 a y b; Smitkt al., 1946; Smithet al., 1952), establecieron nuevas

técnicas y pruebas para la identificacion del géBawllus, en los que se discutian las
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diferencias entre mesodfilos y termofilos, segun exigencias nutricionales. Estos datos se

encuentran recogidos en la 72 edicion del Manual Bergey (Breed et al.,1957).

Posteriormente, (Gibson et Gordon, 1974), se relizaron distintas recopilaciones
entre las que se describen Becillus psicroéfilos (Larkin et Stockes, 1967), ademas se
incluye un método numérico en la 82 edicion del Manual Bergey (Gibson et Gordon,
1974). En 1980, se aprueba la lista oficial de nomenclatura bacteriana, que incluye el
género Bacillus y estd publicada en el International Journal of Sistematic

Bacteriology (Skermaat al., 1980).

La taxonomia numérica supuso un avance en la separacién de especies del
géneroBacillus En los afios ochenta se realizé una reclasificacion radical incluyendo la
descripcion de 32 especies nuevas. Los progresos en técnicas genéticas han permitido
un reagrupamiento de 146 especies consideradas diferentes desde 1939 (descritas en las
ocho ediciones del manual Bergey), en 22 especies en 1974, permitiendo ademas la

descripcion de especies nuevas.

Los estudios del RNA ribosémico 16S (Fetxal.,. 1977, 1981; Stackebraradt
al., 1987), confirman la heterogeneidad del gén8arillus. En la Ultima edicion del
Manual Bergey (Sneatét al., 1986) se describen 41 especies y algunas semiespecies
inciertas. La subdivision del genero se hace necesaria y se realiza atendiendo a los
criterios basados en el 16SRNA (Feixal., 1992; Stackebrandt et Goebel, 1994). No
obstante, no se pueden considerar como datos conclusivos los estudios del RNA

ribosomal por si solos (Clayton et al., 1995).

Los avances informaticos y la técnica de determinacion del RNAr 16S, de
importancia reciente, han permitido que el gémaoillus se subdivida en numerosos
géneros, haciendo una reestructuracion de algunas especies ya descritas, del género
Bacillus dentro de los nuevos géner8sicillus, Paenibacillus(Ash et al., 1993 Shida
et al., 1997 a, b)Brevibacillus y Aneurinibacillus (Shida et al.,1996) , ambos estan
muy préximos filogenéticamente y el généyicyclobacillus (Wisotzkeyet al., 1992),
el género Halobacillus (Spring et al., 1996), Amphibacillus y Virgibacillus
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(Heyndrickx, M. et al., 1998).Gracilibacillus y Salibacillus (Wain¢ et al., 1999),
Coprobacillus (Kageyama & Benno, 2000).

4.3. — Objetivos

Planteamiento y justificacion de objetivos:

Se han estudiado diez cepas que fueron preseleccionadas en un trabajo previo
(Guerra, 1999) a partir de un total de 60 cepas aisladas de un compost tratado con
alpechin. Dichas cepas fueron sometidas a presion selectiva de crecimiento en
concentraciones crecientes de alpechin.

La capacidad de crecer y de producir exopolisacarido al 100% (v/v) de alpechin
constituyo la base de la seleccién de las cepas con interés biotecnologico para su
caracterizacion como paso previo a otros analisis experimentales posteriores, tales como
la genética del exopolisacérido, que se desarrolla en los siguientes capitulos de la
presente memoria.

En la Figura 4.1 se muestra la capacidad que presentaron las diez cepas para
crecer al 100% (v/v) de alpechin, asi como su capacidad de produccién de biopolimero
polisacaridico (EPS) y su productividad especifica; pudiendo resaltar las cepas CP-38 y
CP-50 por ser las de mayor productividad especifica respecto al total de las cepas

estudiadas.
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Productividad especifica de EPS a
concentracion de alpechin de 100% (v/v)

mBiomasa EPS g/l g Productividad especifica

Figura 4.1. Produccion y Productividad especifica del EPS producido por las diez cepas
crecidas a una concentracion de alpechin del 100% (v/v).

Los resultados preliminares de caracterizacion taxondémica béasica realizados en
un trabajo previo (Guerra, 1999) encuadraron a las diez cepas dentro del género
Bacillus

El género Bacillus se considera muy heterogéneo genéticamente, hecho
demostrado por su amplio intervalo en composicion de bases, entre el 32% y el 69%
moles de G+C. Los avances informaticos y la técnica de determinacion del RNAr 16S,
de actual importancia, permiten situar los microorganismos a nivel de género, tomando
como referencia el mayor numero de géneros descritos hasta el momento mediante un
alineamiento local de secuencias (BLAST, Astcletllal., 1997), lo que permite
comparar una secuencia con las que hay depositadas en las bases de datos. Esto puede
constituir un arma de doble filo y llevar a conclusiones rapidas y/o errbneas que
requieren una revision precisa, ya que el control de acceso y depdésito de secuencias no

esta controlado de forma exhaustiva.

Los métodos de hibridacibn DNA-DNA son de relevancia taxonOmica
(Stackebrandet al., 1994), con ellos se ha llegado a establecer relaciones entre los
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microorganismos a nivel de especie bacteriana (Retest, 1981). La descripcion de
especies ha ido evolucionando a lo largo del tiempo desde la utilizacion de las
caracteristicas fenotipicas exclusivamente, a otros caracteres mas estables, por ejemplo
guimiotaxonomicos con la utilizacion de espectrometria de masas Ehalte1988),
electroforesis de proteinas (Kerstetsal., 1980) o patrones enzimaticos (Bapist
al.,1978). Aunque los progresos realmente espectaculares en la clasificacion de
microorganismos se han producido con las metodologias basadas en técnicas genéticas.

La especie procariota esta circunscrita por la combinacion de un buen nimero
de caracteres independientes, tanto fenotipicos como genotipicos. Siendo lo que entre
microbidlogos se conoce como una especie polifasica, que es un sinébnimo inadecuado

del concepto fenético o politético de especie.

Por tanto, para la definicibn de una especie bacteriana nueva es necesario disponer,
al menos, de un fenotipo identificativo del grupo de cepas en cuestion, del grado de
similitud gendmica interna y con cepas tipo de las especies mas cercanas, asi como
disponer del grado de oscilacion interno del porcentaje G+C. Al utilizar la secuencia
del RNAr 16S podemos conocer la posicidbn de los organismos en un esquema de
relaciones genealdgicas, asi como identificar cuales son los taxones mas cercanos. La
descripcion ideal es aquella que se realiza con un nimero significativo de cepas, y en la
que se aporta el mayor niumero de datos posibles, tanto fenotipicos como genotipicos,
guedando patente que este grupo se trata de una unidad coherente, aislada del resto de

organismos conocidos.

Basandonos en estas indicaciones y averiguacionesomstante desarrollo y
cambio, sobre todo en el ambito genético, hemos realizado un estudio polifasico,
plantedndonos el objetivo dmracterizar taxonOmicamente a nivel de especias
cepas seleccionadas por nuestro grupo de trabajo como productoras de EPS a partir de

alpechin, para lo cual abordamos secuencialmente los siguientes apartados:

1.- Estudio fenotipico de las cepas bacterianas seleccionadas objeto de

estudio.
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2.- Estudio taxondémico-numérico basico comparativo con los datos
fenotipicos de 34 cepas d@acillus descritas en el manual de Sistemética
Bacteriana Bergey (Sneath et al. 1986).

3.- Determinacion de la composicion de bases del ADN de las cepas
bacterianas objeto de estudio.

4.- Determinacion de las distancias evolutivas filogenéticas con especies del

grupo Bacillus a través de estudios del RNA ribosémico 16S .

5.- Hibridacion DNA-DNA entre las cepas objeto de estudio y con las cepas

mas préximas segun el estudio taxondomico numeérico, la composicion de bases y

estudio filogenético.

4.4. — Material y Métodos

4.4.1. -Cultivos Bacterianos y Técnicas Microbiolbgicas

4.4.1.1. - Cepas Bacterianas y Plasmidos.

Las cepas bacterianas objeto de estudio, junto acepas de coleccién estan

representadas a continuacion.

Tabla 4.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepa bacteriana | Caracteristicas relevantes Referencia/Origen
Cepa CP-3 Aislada de compost Guerra 1999
CepaB.1
CepaB.2 Cepa CP-7 Aislada de compost Guerra 1999
CepaB.3 Cepa CP-10 Aislada de compost Guerra 1999
CepaB.4 Cepa CP-14 Aislada de compost Guerra 1999
CepaB.5 Cepa CP-19 Aislada de compost Guerra 1999
Cepa B.6 Cepa CP-27 Aislada de compost Guerra 1999
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Cepa B.7 Cepa CP-38 Aislada de compost Guerra 1999
Cepa B.8 Cepa CP-41 Aislada de compost Guerra 1999
CepaB.9 Cepa CP-50 Aislada de compost Guerra 1999
Cepa B.10 Cepa CP-57 Aislada de compost Guerra 1999
Bacillus firmus Cepa de coleccién CCM 2213T
Bacillus lentus Cepa de coleccion CCM 2214T,
Cepa de coleccion CCM 2116T
Brevibacillus
laterosporus
Cepa de coleccion CECT 153

Paenibacillus

polymyxa

E.coliXL1Blue Cepa de coleccion -
Plasmido

pGEMT Con colas de dT para clonar
(Promega) directamente productos de PCR

4.4.2- Medios de cultivo

Todas las cepas fueron crecidas en medio de cultivo YM-liquido o YM-sélido
(Difco) segun procediera. Para ver diferentes morfologias coloniales se adicion6 al
mismo medio YM-solido un 0,005% del colorante azul de toluidina (Sigma). Para
extraer el DNA en las cepas B.1-B.10, se disminuyo la relacion C/N con el objetivo de
que disminuyera la mucosidad, fueron asi crecidos en TSA (Difco) y TSB (Difco)
suplementado con 0,5% (P/V) de glicina. El medio LB era preparado (Bacto-Triptona
10g, extracto de levadura 5g, NaCl 10g, si procedia *Bacto-Agar 15g (Difco)), para el
cultivo de cepas det.coli utilizadas como cepas receptorae los plasmidos
recombinantes. El medio SOC se utiliz6 para favorecer el crecimiento de las cepas de
E.coli electroporadas.

Los medios de cultivo especificos para las pruebas bioquimicas se prepararon
segun se describen en el manual de Sistematica bacteriana Bergey €¢6akAtA86D).
Los medios de cultivo de las bacterias utilizadas para realizar los Api (Biomeriux)

se realizaron segun las indicaciones de los manuales comerciales.

4.4.3.Pruebas de identificacion fenotipica
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4.4.3.1. - Pruebas morfoldgicas:

4.4.3.1.a.- Caracteristicas de cultivo:

- Morfologia colonial

Se observé de cada cepa el aspecto, el borde , la consistencia, la forma, el
tamafio y la pigmentacion de sus colonias tras crecer en medio sélido YM tras
incubacion a 30°C+2 durante 48h.

Ensayo de crecimiento en un medio YM con Azul de Toluidina. Una vez
preparadas las placas YM-Azul de toluidina se siembran en masa las distintas cepas,

desde un preindculo de YM-liquido de 24h, que se cultivan a 30° C durante 48 h.

- Determinacion de fenotipos coloniales productores dediferentes

exopolisacaridos.

- Ensayo de disolucién en agua y fenol

Una vez crecidas las distintas cepas sobre placa de YM-sélido, se toma con un asa
una parte proporcional de cada cultivo y se pone en 1ml de mezcla agua:fenol, se agita
vigorosamente mediante vortex y se analiza el aspecto de las dos fases transcurridos uno
minutos.

- Crecimiento en medio liquido

Se observo el tipo de crecimiento en medio YM liquido tras incubacién a
30°C+2 durante 48h. Se observaron caracteristicas tales como formacion de velo en la

superficie del medio, depdsitos en el fondo, crecimiento homogeneo y turbidez.

4.4.3.1. b.- Estudio Microscopico:
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La apariencia microscopica, se hizo sobre los cultivos jovenes (18-24 h) crecido

en medio YM liquido, con agitacion de 150 r.p.m. para permitir una buena aireacion,
con incubacion a 30°C+2. Se realizaron la tincion de Gram, tincién de capisuias,

deesporas y observacion en fresco de todas las cepas.

- La microscopia electronica de transmisionse utilizé para examinar la
morfologia celular de las cepas B.7 y B.3, diferentes en cuanto al fenotipo mucoso de
sus colonias, su tamafio y el EPS que se tifie especificamente con Rojo Rutenio.

Para dicho propdésito el microorganismo se hizo crecer en el mismo medio de
cultivo liquido descrito para el mantenimiento y conservacion e incubada a 30°C
durante 48 horas en agitacion a 100 rpm. Los cultivos fueron remitidos al Servicio de
Microscopia Electronica del Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de
Granada, donde se procesaron para su posterior observacién por microscopia electronica
de transmisién. Se observaron, estudiaron y fotografiaron en un Microscopio

Electronico de Transmision Zeiss 902 a 80 Kuv.

4.4.3.2.-Pruebas fisioldgicas:

- Crecimiento a diferentes temperaturas.-Se observo la viabilidad de los
microorganismos diariamente y tras incubacion a las temperaturas de 5, 10, 30, 40, 50,
55 y 65°C con una oscilacion maxima de +0,5°C. Las lecturas de los cultivos se
realizaron despues de 3 dias a 55°C o temperatura mas alta, después de 5 dias a 30-
50°C , después de 14 dias a 20°C y 25°C y después de 21 dias a temperaturas menores
de 20°C.

- Crecimiento en anaerobiosis.Se realizé en tubos con medio sélido YM con
un indculo al que se le agregé el mismo medio en sobrefusion. Se observo el
crecimiento y el desplazamiento del medio por el gas producido en el metabolismo de la

bacteria.
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- Crecimiento a diferentes pH.-Se determiné el crecimiento de cada cepa en
medio YM liquido a los pH siguientes: 5, 5.7, 6, 6.8, 7, 8, 9, 10, 11, 12. Los tubos
fueron incubados durante 3 dias con agitacion de 150 r.p.m y 30+2°C.

- Crecimiento a diferentes concentraciones de NaClSobre el medio de
crecimiento YM liquido se adicionaron las siguientes concentraciones de sal: 2,5, 7 y
10 %. Se observ6 el crecimiento a los 10 dias de incubacién a 30+2°C.

4.4.3.3. - Pruebas Bioquimicas:

- Las pruebas bioquimicas fueron realizadas de acuerdo a Claus & Berkeley,
1986, incluimoda produccion de catalasa, las pruebas de la oxidasa, Voges-Proskauer,
formacion de acidos y gases a partir de diferentes carbohidratos, hidrélisis de la
caseina (Skim-MilR"<9), hidrélisis de la gelatina, hidrélisis del almidén. La utilizacion
de citrato (Simmons), reduccion de nitrato a nitrito, formacién de Indol, rojo de Metilo.
Los requerimientos de NaCl o KCI, y el crecimiento en presencia de un 10% de
lisozima (Sigma).

Con estas pruebas realizamos un somero estudio de taxonomia numeérica,
comparando estos resultados con los de las distintas cepas de referencia del género
Bacillus contenido en el Manual Bergey’s, para valorar sus propias similitudes y
disimilitudes entre las cepas de referencia.

Otras pruebas adicionales fueron realizadas a las cepas B.3 y B.7 para conocer Si
existian diferencias en la utilizacién y produccion de gases a partir de sustratos como
Unica fuente de carbono, que fueron realizadas con el sistema API 50CHB (Biomeriux)
utilizando P. polymyxacomo cepa control. Completamos este estudio diferencial con

caracteristicas contenidas en el sistema API 20E (Biomeriux).

4.4.4. Taxonomia numérica.

Comparamos algunos de los resultados de las pruebas de identificacion
fenotipica de las cepas objeto de estudio y 34 cepas de referencia delBg&ilkre

(Sneath, 1986), para obtener un primer resultado de similitudes orientador.
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El analisis de los datos fue realizado utilizando el prograaxan 2.0 para
Taxonomia numérica desarrollado por el Instituto de Biotecnologia de Maryland,
Estados Unidos. El coeficiente de correlacion cofenética, fue obtenido de acuerdo a
Sneath y Sokal (1973).

Procesamiento de los datos. Cada cepa estudiada, se refiere a una unidad
taxonOmica operacional (OTU), las caracteristicas de los OTU fueron descritas como
binarias en la naturaleza, la presencia o ausencia de un atributo es un ejemplo de dato
binario. El coeficiente de correlacion utilizado fue el de MICHENER y SOCAL, que
incluye tanto las concordancias positivas como las negativas,S®kal y Michener,

1958) Para el andlisis de agrupacion se utilizé la técnica de agrupamiento UPGMA
(Unweighted Pair Group Mean Average ¢ acoplamiento promedio binario

contrapesado), (Sneath y Sokal, 1973).

Una matriz de distancia o similaridad puede ser agrupada e interpretada por el
programa informatico TAXAN. Las agrupaciones pueden ser interpretadas desde el

dendrograma o el triangulo de similaridad producido en la agrupacion.

Codificacion de los datos. ElI numero de OTUs son 44 vy las pruebas
realizadas y que han formado parte del analisis de taxonomia numérica son 33 en total ,
presentadas en la tablas 4.2 y 4.3; no hemos considerado otras que presentaban
resultados idénticos para todas las cepas estudiadas porque indicaban caracteres no
discriminatorios (Sneath y Sokal, 1973).

Tabla 4.2. Cepas de referencia utilizadas en taxonomia numérica

1.B.subtilis 10.B.circulans 19.B.lentus 28.B.polymyxa

2. B.acidocaldarius 11.B.coagulans 20.B.licheniformis 29.B.popilliae

3. B.alcalophilus 12.B.fastidiosus 21.B..macerans 30.B.pumilus
4.B.alvei 13.B.firmus 22.B.macquariensis 31.B.schlegelii
5.B.antracis 14.B.globisporus 23.B.marinus 32.B.sphaericus
6.B.azotoformans 15.B.insolitus 24.B.megaterium 33.B.stearotermophilus
7.B.badius 16.B.larvae 25.B.mycoides 34.B.turingiensis
8.B.brevis 17.B.laterosporus 26.B.pantothenticus 35.B.3

9.B.cereus 18.B.lentimorbus 27.B.pasteurii 36.B.9
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Tabla 4.3. Caracteristicas fenotipicas para taxonomia numérica*

*Diametro de la célula > 1 0n
*Esporas redondas
*Esporangio hinchado
*Catalasa

*Cristales parasporales

*Requerimiento de NaCl o KClI

*Formacion de acidos
D-glucosa
L-arabinosa
D-xilosa
D-manitol

*Hidrolisis de:
Caseina
Gelatina
Almidén
*Formacion de gas de la glucosa

*Utilizacion de Citrato
*Reduccion de nitrato a nitrito
*Formacion de Indol
*\Voges-Proskauer
*Crecimiento anaerébico

*Crecimiento en NacCl

2%

5%

7%

10%
*Crecimiento a

5°C

10°C

30°C

40°C

50°C

55°C

65°C
*Crecimiento a Ph

6.8

5.7

*Crecimiento en lisozima

4.4.5.- Descripcion taxondmica molecular.

4.4.5.1.- Extraccion de DNA:

Previa realizacion de las determinaciones genaipiextrajimos DNA
cromosémico de las bacterias segun el método de Marmur, 1961.

Se extrajo DNA por este método a las cepas B1-Bl€irculans, B.firmus,
Br.laterosporus, B.lentus, P.polymyxa.

Este método fue modificado en el presente estudio para aplicarlo a bacterias Gram-
podtivas que ademas son productoras de EPS, se realiz6 de acuerdo al siguiente
protocolo:

Partimos de 200 ml de cultivo en fase exponencial (D.O a 600nm = 0,5 - 1)
crecido en TSB + Gly al 0,5%. Se centrifugd para obtener el sedimento de células a

9000rpm/15 minutos en una centrifuga Sorvall RC 5B utilizando frascos de 250 ml
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(Sorvall). Se lavé con 20ml GTE pH 8.0 (Glucosa-Tris-EDTA) , este paso se puede
repetir dos veces. Centrifugamos en las mismas condiciones anteriores, se afiadieron 20
ul de Lisozima (Sigma) de una concentracién de 50 mg/ml y se incuba a 37°C / 2 horas,
observar si se ha producido lisis (+ transparencia). Se afiade SDS del 25% para
conseguir una concentracion final de 2,5% y se incuba a 60°C/ 10-15 minutos.
Enfriamos en hielo y afiadimos Perclorato Sodico 5M hasta conseguir una
concentracion final de 1M . Se afiadio cloroformo / Alcohol Isoamilico en la Proporcién
24:1 se agitdé a 37°C durante 15 minutos, se dejo unos minutos para que se separasen las
fases y se centrifugo a 7000 rpm/ 15 min, se recogio la fase superior y se precipito el
DNA afiadiendo 0,1 volumen deAcetato Sédico 3M, pH 5.2 y 0,56 volimenes de
Isopropanol, se recogid el DNA precipitado con varilla de cristal y se resuspendio el
DNA en 4ml de 0,1x SSC (Citrato sédico), se llevo a una concentracion final de 1x SSC
afladiendo SSC 20X y se incub6o con RNAsa (Ribonucleasa-A)gdtl a 60°C /2
horas, se afiadié una punta de espéatula de Proteinasa Kl @®&@e una concentracion
de 10 mg/ml, se afiadid Cloroformo/Alcohol Isoamilico en la proporcién 24:1. Se agit6é
a 37°C durante 15 minutos y se dej6é unos minutos para que se separasen las fases y se
centrifugé a 7000 rpm/ 15 min.

Se recogi0 la fase superior y se precipitd el DNA afiadiendo 0,1 volumen
deAcetato Sédico 3M, pH 5.2 y 0,56 voliumenes de Isopropanol. Se recogié el DNA

precipitado con varilla de cristal, se resuspende en agua destilada 0,5 ml.

- Purificacion del DNA

Para la técnica del G+C, o sea, para la determinacion del contenido de Guaninas
y Citosinas y para la técnica de hibridacion se necesita un alto grado de pureza del DNA
para lo cual aplicamos el siguiente protocolo.

Partimos de una disolucion de DNA de 500./Afiadimos 250 lude fenol y 250
ul de la mezcla cloroformo:isoamilico en la proporcion 24:1. Centrifugamos durante 5
min. a 13000 r.p.m. Se forman dos fases separadas por una interfase, que dependiendo
de su limpieza se repite los pasos anteriores hasta conseguir una interfase limpia.
Anadimos RNAsa (Ribonucleasa A-Sigma)u(@&le una concentracion de 10 mg / ml -
), e incubamos a 60°C durante 2 h. Afiadimos Proteinasa K(Boeringer N°cat.84437023-
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65) (6,5ul de una concentracion de 10 mg/mk)incubamos a 37 °C durante 1 h.
Anadimos 500 ul de cloroformo:alcohol isoamilico en la proporcion 24:1.
Centrifugamos a 13000 rpm durante 5 min. y recogemos el sobrenadante donde esta
disuelto el DNA. Precipitamos el DNA con 0,1 volumen de Acetato Sédico 3M , pH
5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto purisimo. Se deja toda la noche a - 20°C y se
centrifuga durante 15 min a 13000rpm, se tira el sobranadante y se lava qdrdé00

etanol del 70 %. Descartar el etanol y dejar secar durante 20 minutos a 55 °C o bien en
el desecador de vacio. Segun la cantidad de precipitado de DNA se resuspende en 500,
100 6 50ul de HO milliQ. Finalmente se cuantifica y se mide la pureza por

espectrofotometria.

- Cuantificacion y calculo de la pureza del DNA.

La cuantificacion de DNA y la determinacién de la pureza del DNA gendomico
bacteriano extraido se calculé por Espectroscopia de Absorcion. Mediante medida de
D.O a 260 nm en el Biofotbmetro de Eppendorf. Modelo, seleccionando la opcién de
ds-DNA, expresando sus unidades pggiml. El indice D.O 260nm/D.O 280nm son
indicativos de la pureza de los acidos nucléicos, debe ser igual o superior a 1.8. La D.O
a 325 nm es indicativa de las particulas en suspension y de la suciedad de la cubeta. La
D.O a 230 nm es indicativa de los contaminantes con enlaces peptidicos y grupos

aromaticos como son el fenol y algunos residuos de las proteinas.

4.45.2.- Determinacion del contenido en Bases Guaninas-Citosinas (mol % G+C).
Técnica del G+C(Tm)

Se determind la cantidad de Citosinas y Guaninas que hay en el DNA gendémico por
el método de Marmur y Doty, 1962.

Se determinaron los valores de G+C experimentadéasddiez cepas B.1-B.10
y de cinco cepas bacterianas de referencia, que tienen un grado de similitud por
taxonomia numérica superior al 70% y cuyo G+C tedrico no varia en + 5 % del de las

cepas B.7 y B.3. Incluyendo una cepa de refereritsgherichia coli en cada
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experimento para asegurar que todos los parametros externos eran correctos. De cada

cepa se realizan 4 ensayos y después se obtiene la media *+ desviacion estandar.

Para el analisis espectrofotométrico se utilizé el equipo Spectrophotometer
Lambda 3B, Recorder R 100 A- Perkin-Elmer, USA y las cubetas de cuarzo (Hellma
115F-QS) de 0,5 ml de volumen y con tapén hermético para evitar la evaporacion de la

muestra.

El DNA debia estar cuantificado; se tomo6 un volumepleque disuelto en un
volumen final de 500 ml de SSC al 1x (el tampén utilizado es 0,15 M de NaCl; 0,015 M
de citrato de sodio) diera un valor de absorbancia de 1.000. Se ajusté el cero del
espectrofotometro con una disolucion de SSC. La variacion de temperatura se establecio
en 1° C/ min. La velocidad con que registra los cambios de absorbancia se establece en
5mm/min. (SPD). EI RNGE =1000 mV.

- Analisis de la curva de G+C y tratamiento de datos:

La curva debia cumplir unos requisitos de forma que asegurara que el proceso
de desnaturalizacion se llevé a cabo correctamente. A modo de ejemplo ponemos la

curva de desnaturalizacion del DNA de Escherichia celpa de referencia.

Para calcular el porcentaje de G+C se determiné la temperatura de fusion (Tm)
para cada curva. La Tm es la temperatura donde el 50% de las moléculas de DNA se
encuentran desnaturalizadas, se corresponde con el punto medio de la curva. Una vez
calculadas las temperaturas de fusion se calculé el porcentaje G+C con la siguiente

expresion:

Tm=69,3 + 0,41 (mol % G+C)
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4.4.5.3.-- Secuenciacion y analisis del gen del RNA ribosomico 16S

Metodologia Indirecta:

El primer paso fue extraer y purificar DNA de las bacterias a las cuales se le
queria realizar la secuenciacion de su DNAr 16S. Una vez obtenido y purificado el
DNA de las cepas B.7 y B.9 se procedio a realizar las siguientes técnicas:

- Amplificaciéon del fragmento de DNAr 16S, por PCR, mediante los
oligonucledtidos especificos.

- Secuenciacion de dicho fragmento una vez purificado, por el método de
Sanger,1977.

- Analisis filogenético basado en las secuencias del gen del RNAr 16S.

- Amplificacion del fragmento de DNAr 16S

Se realizé una reaccion de PCR con los oligonucleétidos o cebadores especificos
del gen del 16S RNAr de eubacterias que se denomi&27 y 16R1525
(Ziemke,1998) y quefueron sintetizados por Pharmacia Biotelch.temperatura de la
reaccion de polimerizacion en cadena fue de 55° C. Se realiz6 en el termociclador DNA

Thermal cycler, modelo 480 de Perkin Elmer.

Los productos de PCR se cargaron en un gel de 1,7 % de agarosautate 10
muestra para observar el resultado, junto con una cantidad de marcador fija. Se pudo
determinar la existencia del producto de PCR y también su pureza y cantidad

aproximada segun la intensidad de las bandas del marcador comparativamente.

El producto de PCR que nos interesaba era del orden de las 1500 Pb. Si ademas
de este producto se observa arrastre de DNA hay que purificar dicha banda, bien
mediante una columnas (QIA PCR CLEAN) o por el método clasico de agarosa
LMP(low melting point) o pasando la mezcla a través de columnas de Microcon-100
(Amicon).
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- Secuenciacion del fragmento obtenido por PCR una vez purificado.

Los oligonucledtidos utilizados en la secuenciacion del DNAr 16S para
eubacterias son los llamad@sF357, 16R519 y 16F945Fox et al.,, 1992).Los
oligonucleotidogueron sintetizados por Pharmacia Biotech.

Los DNA 16S purificados fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacion
del centro Lépez-Neyra utilizando un secuenciador de DNA modelo ABI 373 Stretch
Applied Biosystems, siguiendo el protocolo recomendado para la secuenciacion ciclica
por Polimerasa AmpliTagFS y terminadores (dideoxinucleétidos) marcados con
colorantes fluorescentes (Kit ABlI PRISMBigDye Terminator Cycle Sequency Ready
Reaction de Perkin Elmer), de acuerdo al método de Sastgat., (1977). Las
secuencias fueron analizadas por los programas ABIPHs373x| Collection 2.0 y
Sequencing Analysis 3.3 en un Macintosh G3.

Tabla 4.4. Oligonucleo6tidos RNA ribosomico 16S

Cebador Secuencia (Orientacién 5'-3") Tm/Posicion de union
16SF27 5 -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ Amplificacion
16SR1525 5 -AAGGAGGTGWTCCARCC-3’ Saikiet al. 1988
16SF357 Secuenciaciéon
16SR519 Fox et aI,1992

Lane, 1991
16SF945

- Analisis filogenético basado en las secuencias del gen del RNAr 16S

Para el analisis filogenético comparativo de las cepas B.7 y B.3 se utilizaron las
secuencias del gen del RNAr 16S de Rexillus incluidos en el estudio taxonémico
numérico, todas las especies descritas hasta el momento del Béraibacillusy
Bacillus representativos de los nuevos grupoBacfllus Alicyclobacillus
Aneurinibacillus  Virgibacillus, Brevibacillus  Amphibacillus  Halobacillug
Gracilibacillus y Coprobacillusdescritos en bibliografia (Forsyth G. 1998). Los datos
de las secuencias estan recogidos en la tabla 4.5., fueron obtenidos desde las bases de
datos mediante su n° de acceso.
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Tabla 4.5. N° de acceso a los RNAr 16S de las especies comparadas con B.3y B.7

Especie bacteriana N° ColecciGh  NC°Acceso-Base de datos
Alicyclobacillus acidoterrestris | DSM3923 X60743
Amphibacillus xylanus JCM7361 D82065
Aneurinibacillus aneurinilyticus NCIMB 10056 X60645
Bacillus lentus IAM 12466 D16272
Bacillus subtilis NCDO 1769 X60646
Bacillusfirmus NCIMB 9366 X60616
Brevibacillus laterosporus IAM 12465 D16271
Coprobacillus catenaformis NCIMB 9251 AB030218
Gracilibacillus halotolerans - AF036922
Halobacillus halophilus NCIMB 9251 X62174
Lactobacillus lactis DSM 20072 M58823
Paenibacillus alginolyticus DSMZ5051T D78465
Paenibacillus alvei ATCC 6344 X57304
Paenibacillus amylolyticus JCM7540 D85396
Paenibacillus apiarius NRRL NRS-1438 | U49247
Paenibacillus azotofixans ATTC 35681 X60608
Paenibacillus chibensis NRRL B-142T D85395
Paenibacillus chondroitinus DSMZ5051T D82064
Paenibacillus curdlanolyticus | IFO15724T D78466
Paenibacillus durum DSM 1735 X77846
Paenibacillus glucanolyticus | DSMZ5188 D88514
Paenibacillus illinoisensis NRRL NRS-1356T| D85397
Paenibacillus kobensis IFO15729T D78471
Paenibacillus larvae ATCC 9545 X60619
Paenibacillus lautus NRRL B-142T D78473
Paenibacillus lentimorbus - AF071861
Paenibacillus macerans JCM2500 D78319
Paenibacillus macquariensis | NCTC 10419 X60625
Paenibacillus periorae IFO15541T D78476
Paenibacilluspolymyxa 1AM 13419 D16276
Paenibacillus popilliae ATCC14708 AFO71859
Paenibacillus thiaminolyticus | JCM7540 D88513
Paenibacillus validus DSM3037 D78320

Se realiz6 un alineamiento multiple con las secuencias rDNA 16S de B.3y B.7
mediante el programa Clustal w (Thompsral, 1994). Los valores de similitud de
los rDNA 16S fueron calculados a partir de los alineamientos. Las distancias evolutivas
se calcularon utilizando el programa Dnadist del paquete Phylip 3.5 (Felsenstein,1989)

con el modelo de Jukes & Cantor (1969). El arbol filogenético se construyo utilizando
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el algoritmo de Fitch & Margoliash(1967), implementado en un programa informéatico.

El arbol fue dibujado con el programa Treeview (Page, 1996).

4.4.5.4.- Hibridacion DNA cromosomico-DNA cromosémico

Para determinar el grado de similitud de DNA entre las cepas estudiadas y las
cepas de coleccidn descritas mas proximas tanto por taxonomia numérica como por
analisis filogenético se realizaron pruebas de hibridacion utilizando la técnica propuesta

por Ziemke et al., (1998) la cual describimos a continuacion.

Requisitos del DNA:
Se necesita DNA altamente puro, cuyo coeficiente de pureza de@ y
de concentracion 0.3g/ul en una cantidad total de 200 u
Se realiza una electroforesis en gel de agarosa 0.8% para ver las
condiciones en las que esta el DNA y ver su cantidad. Colocando en los pocijlde 1(
cada muestra+ dude marcador del frente+agua en cantidad suficiente patadd

volumen final.

Marcaje del DNA:

Se realiza mediante el Kit comercial de Nick-Translation (Boehringer

N.Co0.976776).

DNA.....ooiriieeeeens 0,5g1(x )
[ P @ 10-7-% u
Mezcla de dNTP*.......... 5lu
Tampon (10X)............... Up
Enzma.........cccccceiinn Uu
Volumen final 100 u

*Preparada previamente del Kit:
3 volumenes de dATP

3 volimenes de dGTP
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3 volumenes de dCTP
2 volumenes de dTTP
1 volumen de dig-UTP: 0,75 digoxigenina+0,25 de biotina
La preparacion de esta mezcla se hace manteniendo los reactivos siempre en
hielo.
Se reunen los volimenes en la microcentrifuga.
Se incuban a 15° C / 90 min.

Se procede a la precipitacion del DNA , adicionando @BO®H,0 milli-Q
esterilizada y filtrada , se adicionan 4bde Acetato de sodio 3M (0,1 volumen) y
finalmente se afiaden 890de etanol absoluto a -20°C(2 volimenes).

Centrifugamos, lavamos con etanol del 70% , volvimos a centrifugar,
descartamos el sobrenadante, secamos en estufa durante 10 min / 45° C y resuspendimos
en 100 ulde HO estéril.

Comprobacion del marcaje:

Agregamos a los pocillos de las microplacas de ELISA (Streptavidin-Coated
Microtiter Plates, Boehringer cat. 1645692) - Ensayo de inmunoabsorcion ligado a un
enzima. Enzyme linked inmunoabsorbent assay. Inmunoensayo que usa anticuerpos
especificos para detectar antigenos o anticuerpos en fluidos del cuerpo. Los complejos
que se forman se observan mediante enzimas asociados al anticuerpo. Afiadiendo
sustrato al complejo enzima-anticuerpo-antigeno (Boehringer, cat 1093274) se obtiene
un producto coloreado.

- 200 ulde tampon fosfato a pH=6.8, 0.14 My 0.2% de SDS.

-5/ de Albumina al 4%

- 1 4l de DNA marcado desnaturalizado mediante calor a 100°C
durante 5-10 min. Y pasandolo a hielo inmediatamente para evitar la renaturalizacion.

- Incubamos a Temperatura ambiente en agitacion fuerte 450 rpm
durante 1 hora.

Deteccion y Revelado del marcaje:

Deteccion:
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- Se tira la solucion de los pocillos.
- Se lava tres veces en tampén 1* y secar bien.
- Se agrega 20@l por pocillo de solucion de deteccion*, que de
preparacion extémporanea.
- Incubar 1 hora a temperatura ambiente en agitacion constante a
450rpm.
Tampon 1.
NaCl............... 0.15M
Acido Maléico...0.1M
Ajustar a pH=7.5 con NaOH
Autoclavar a 121°C / 20 min.
Solucion de deteccion:
5 ml de tampodn 1
0,5% de Albumina
1 ul de Anti-dig ( Antidigoxigenina-fosfatasa alcalina Cat. N°. 1093274
Boehringer)

La cantidad a preparar se calcula previamente (Rp0rpocillo).

Revelado:

- Tirar la muestra de los pocillos.

- Lavar los pocillos 3 veces con tampén 1 y secar muy bien.

- Agregarle 250 lude solucion “developer” o de desarrollo*.

- Leer en el lector de ELISA a una D.O de 405 nm.

- Incubar a 37°C / 30 min. y volver a leer la D.O.
*Solucion de Desarrollo:

5 ml de Coating buffer o Tampdn de recubrimiento.

5 ml de HO milli-Q

3.5ul de MgC} 3M (0.1 mg/ml)

10 ng de PNPP (paranitrofenilfosfato = 1mg/ml) (Sigma, cat N-9389)
Se calcula la cantidad necesaria para preparar de acuerdo con el n° de pocillos

(250 ml por pocillo).
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Hibridacion:
Se realiza a 30°C menos que la Tm.
1. En un tubo de PCR de capacidad 0.5 ml se mezclan:
4-12 ( de DNA marcado
151g de cada DNA
CP....... 72 hde HO milli-Q
2. Desnaturalizamos a 100°C / 10 min. y ponemos en hielo inmediatamente para
evitar la renaturalizacion.
3. Agregamos 28lde tampon fosfato 1M*.
4. Ponemos a Tm-30°C durante 16 horas, para evitar la evaporacion de la
muestra se le pone unas gotas de aceite mineral a cada tubo.
*Tampon fosfato 1M:
1M de NaHPO,
1M de NaHPO,
H>O milli-Q csp
pH=6.8
Se preparan por separado las disoluciones acidas y basicas, primero se adiciona
la disolucion &cida al matraz y después la disolucién basica hasta alcanzar el pH, y

finalmente completamos con agua hasta un volumen de 1litro.

Equilibrar la hidroxiapatita:

Un gramo de hidroxiapatita en 10 ml dgCHmiIlli-Q .

- Centrifugamos la cantidad necesaria de la hidroxiapatita a 13000rpm / 1 min.

- Descartamos el sobrenadante y agregamos 1ml de tampoén fosfato 0.14 M al
0.2% de SDS, se mezcla con el agitador.

- Centrifugamos a 13000 rpm / 1 min. Y descartamos sobrenadante. Esta
operacion se repite dos veces mas.

- Resuspendimos en 1ml de tampon fosfato 0.14M al 0.2% de SDS y agitamos
para mezclar.

- Repartimos las alicuotas de 2Q0, centrifugamos y decantamos el

sobrenadante.(Depende del n° de muestras).
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La hidroxiapatita a 0.14 M retiene las cadenas dobles de DNAy a 0,4 M las
libera.

Purificacion de las cadenas simples:

La muestra hibridada que esta en D@ 0.28M de tampodn fosfato, se agregan
1004l de HO milli-Q para obtener una concentracion de 0.ldiMampon fosfato.

De estos 20 se toman 2 alicuotas de B0y se pasan a dos tubos eppendorf
con hidroxiapatita equilibrada.

Mezclamos con el agitador y después incubamos durante 15 min. A Tm-35°C.

Centrifugamos a 13000rpm / 1 min. Y recuperamos los 5@ de
sobrenadante(con cadenas simples d).

Volvemos a lavar la hidroxiapatita con 45Qu de tampdn fosfato de
0.14M0.2% SDS. Se mezcla bien y se incuba a la Tm-35°C durante 5 min.
Centrifugamos 1 min. y recuperamos el sobrenadante.

Volvemos a lavar con 50@ de tampon fosfato 0.14 M/0.2%SDS, mezclamos e
incubamos a Tm-35°C / 5 min. Y centrifugamos , recogiendo después el sobrenadante.

Obtenemos de volumen final 1 ml de tampdn 0.14M con las cadenas simples no
hibridadas. Quedandose en la hidroxiapatita las cadenas dobles.

Purificacion de las cadenas dobles:
A la hidroxiapatita que tiene unidas las cadenas dobles se le agrego:
- 2004l de tampdn fosfato 0.4M, se agita para mezclar homogéneamente
y centrifugamos a 13000rpm / 1 min.
- Recuperamos el sobrenadante en otro tubo, y volvemos a lavar con 200
ul de tampon fosfato 0.4M, mezclamos, centrifugamos y recuperamos el sobrenadante.
El resultado es un tubo con 4(0 de tampon fosfato 0.4M con las cadenas
dobles hibridadas en disolucion.
Desnaturalizamos las cadenas dobles a una temperatura de 100°C / 10 min. Y se
pasan a un bafio de hielo-agua hasta el momento de depositar en la placa de ELISA(

evitar que las muestras se congelen).
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En paralelo se realiza un patron para ver como evoluciona el marcaje a traves del
tiempo.

Pusimos 4ul de DNA marcado con 80@ de tampon 0.14M a 0.2% de SDS.
Tomamos 40Qd de estos y los pasamos a un ependorf que contiend 480 mismo
tampodn y asi sucesivamente hasta obtener 8 diluciones.

Se agrega albamina al 0.1%.

Los valores obtenidos de estas muestras en el lector de ELISA nos serviran para

realizar la curva patron de la que se obtendran los valores finales.

Colocacion y lectura de las muestras en las placas:

Las microplacas que contienen “estreptoavitdinee se une especificamente a la
Biotina que a su vez forma parte del DNA marcado también [Bmwxigenina
mediante la deteccibn y revelado se le une al DNA marcado Ila

Antidigoxigeninafosfatasa alcalinaque por la adicion del sustrato especifico de esta

enzima, PNPP se obtiene un sustrato coloreado _de amaglie aumenta su color
conforme el tiempo de reaccidn progresa, la intensidad del sustrato coloreado se puede
medir en el lector de ELISA a una D.O de 405 nm.

Se colocaron en las placas 20@le disolucion con las cadenas simples, 200
de disolucién con las cadenas dobles, se colocan todas las muestras por duplicado y se
intercalaron blancos que estan constituidos por 20@e tampon 0.14M / 0.2% de
SDS.

35RO

§) @D 0 ™

g

- Una de las filas de la placa se ocupo con el patron.
- Se le agregé albumina a todos los pocillos para que quedara a una

concentracion final de 0,1% , o sea, agregamdsi® una disolucion del 4%.
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- Se mantuvo en agitacién constante a 450 rpm durante 2 horas a temperatura
ambiente.

Pasamos al revelado, deteccion(igual que en los pasos anteriores) y lectura de la
D.O en el lector que previamente debe ser programado segun la colocacion de los
blancos.

Las lecturas de la placa se hicieron cada media hora, manteniéndolas a 37°C,
hasta que el patron se salga de los margenes posibles del propio lector (Microplate
Reader de Behring, modelo EL 311).

- Determinacion de la concentracion de DNA marcado utilizado como patron

Para obtener la recta patron del DNA marcado, que nos permitira saber la
concentracion empg de las cadenas simples y cadenas dobles de cada muestra, es

necesario determinar los pg de DNA de la muestra patron.

El DNA marcado que esta a una concentracion deu@/d se resuspende en
10Qul de agua desionizada. Por lo tanto por gddenemos 5 x I®ug/ul de DNA, de
esto se toman 4l y se diluyen en 80@l de tampodn fosfato 0,14 M para preparar la
muestra patron. Entonces, tenemos Q02(20 ng) de DNA marcado en 8@0 de

tampon.

La primera dilucién de la muestra patréon que contiene el
DNA marcado queda entonces con una concentracion de 0,025
ng/l. Finalmente, de ésta se toman /A0para depositar en los
pocillos de la microplaca, por lo tanto la concentracion real es de
5 ng/d lo que expresado gy corresponderia a 5000. A partir
de esta muestra se diluye a la mitad obteniendose los valores
siguientes.

- Calculo de la concentracion de DNA hibridado

Los valores de densidad ¢ptica obtenidos en la microplaca deben convertirse en

concentraciéon de DNA expresadamn Para esto, se hace una recta de regresion con
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los valores del patron que contiene solo el DNA marcado. Con los valores de la recta se

determina la concentracion de DNA para cada muestra.

- Tratamiento de los datos de hibridacion:

Los datos de las reasociaciones homoélogas y heterélogas obtenidas por la lectura
a 405 nm en el lector de ELISA, fueron procesados simultdneamente. El célculo del
porcentaje de las cadenas apareadas o grado de reasociacién BR (Binding Ratio), se
expresd como el porcentaje del DNA marcado liberado con 0,4M de tampon fosfato
(cadenas dobles), comparado con el total de DNA marcado liberado (suma de cadenas
simples y cadenas dobles). La tasa de union relativa de DNA heterdlogo (RBR) se
expres6 como el porcentaje de los heterélogos relativo al 100% BR que se debe al
homologo.

BR= 100xDNA* total de cadenas dobles/DNA*total cadenas simples+DNA* total
cadenas dobles
RBR= 100x BR heterélogo / BR Homologo.
4. 5. — Resultados
4.5.1.- Resultados de las pruebas fenotipicas:

4.5.1.1.- Clasificacion fenotipica basica:

Tras la realizacion de pruebas fenotipicas basicas a las diez cepas seleccionadas,
inicialmente todas quedaron incluidas dentro del géBamllus con las siguientes
caracteristicas: bacilos Gram variables, esporulados, catalasa positivo y oxidasa

negativo.

Asi mismo en la tabla 4.6. se describen las caracteristicas fenotipicas comunes a

las diez cepas seleccionadas.
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Tabla 4.6. — Caracteristicas fenotipicas de las 10 cepas estudiadas.

Prueba Resultado
Forma celular: Bacilo.
Colonia: Mucosa, irregular.
Movilidad: Positivo.

Tincion Gram:
Produccion de endosporas:

Positivo en cultivos jovenes.
Positivo.

Catalasa: Positivo
Oxidasa: Negativo.
Acido a partir de Glucosa: Positivo.
Gas a partir de Glucosa: Positivo.
Crecimiento en 5% de NaCl: Positivo.
Hidrolisis de almidén: Positivo.
Hidrolisis de caseina: Positivo.
Hidrolisis de gelatina: Positivo.
Utilizacién de citrato: Negativo.
Test de Voges-Proskauer: Negativo.
Formacion de Indol: Negativo.
Reduccion de Nitrato: Positivo.

4.5.1.2- Ensayos de solubilidad

Como prueba de caracterizacion se realizé un ensayo de solubilidad en agua y
fenol de cada uno de los EPS producidos por las cepas seleccionadas (Tabla 4.7). Los
resultados se compararon y confirmaron visualmente mediante crecimiento en YM-azul
de toluidina, técnica que permite establecer claras diferencias entre las colonias de cepas
productoras de EPS solubles en agua (morfologia colonial blanca) e insolubles en agua

(morfologia colonial azul) , tal como se muestra en la Figura 4.2.
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Tabla 4.7.- Clasificacion de las cepas seleccionadas en funcion de la solubilidad del
exopolisacéarido producido

Cepas con EPS insoluble en agua

CepaB.1

Cepa B.2

Cepa B.3

Cepa B.5

Cepa B.6

Cepa B.8

Cepa B.10

Cepas con EPS soluble en agua

Cepa B.4

Cepa B.7

Cepa B.9

CepaB.3 | CepaB.7 |

I —

Figura 4.2.- Aspecto colonial diferencial de cepasipctoras de EPS en medio

YM-azul de toluidina.
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Tras los resultados previos descritos anteriormente se seleccionaron las cepas
B.3y B.7, en representacion de cada tipo de biopolimero, con el objetivo de realizar un
estudio fenotipico completo. Ademas, dichas cepas son las que presentaron una mayor
productividad especifica en la produccion de EPS. Los resultados obtenidos se

describen a continuacion
4.5.1.3- Morfologia bacteriana

En la figura 4.3. se muestra el resultado de larasiopia electronica realizada

alascepasB.3yB.7 a Is 48 horas de cultivo.

Figura4.3.- Microscopia electronica. de la cepa B.7 a las 48 h cultivo (Tincion de Rojo

Rutenio) Barra 1um.

4.5.1.4- Caracteristicas fenotipicas de las cepas B.3y B.7

Los resultados obtenidos tras la realizacion de las distintas pruebas
morfolégicas, bioquimicas y fisiolégicas a las cepas seleccionadas, B.3 y B.7, se

muestran en las tablas 4.8 y 4.9.
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Tabla 4.8. Caracteristicas fenotipicas de las cepas representativas.

CARACTERISTICAS CEPAB.3 CEPAB.7
FENOTIPICAS
Diametro Colonial >4 mm - +

Diametro Celular > 1j0m - -

Esporas redondas - -

Esporangio hinchado + +
Cristal parasporal - -
Catalasa + +
Crecimiento Anaerobico + +
Voges-Proskauer + -
Hidrdlisis de

Caseina + +

Gelatina + +

Almidon + +
Utilizatiéon de:

Citrato - -

Propionato - -
Nitrato reducido a nitrito + +

Formacion de Indol - -

Crecimiento a pH
68 + +
5.7 + +

Crecimiento en NaCl
2% + +
5% - -
7% - -
10% - -
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Tabla 4.9. Produccion de acidos a partir de distintos substratos

PRODUCCION DE ACIDO Cepa Cepa Control

P.polymyxa

Glicerol B.3 B.7 +

Eritritol -

D-arabinosa + +

L-arabinosa - -

Ribosa - -

D-xilosa + +

L-xilosa + + -

Adonitol + +

-methyl-xyloside - -

Galactosa - -

D-glucosa - -

D-fructosa + +

D-manosa + +

L-sorbosa + +

Ramnosa + +

Dulcitol - - -

Inositol - - -

Manitol - - +

Sorbitol

a metil-d-manosida

o metil-d-glucosida

n acetil glucosamina

Amigdalina

Arbutina

Esculina

Salicilina

Celobiosa

Maltosa

Lactosa

Melibiosa

Sacarosa

Trehalosa

Inulina

Melezitosa

Rafinosa

Almidoén

Glucégeno

Xilitol

Gentiobiosa

D-turanose

D-lixosa

D-tagatosa

D-fucosa -

D-arabitol } } -

L-arabitol -

Gluconate -

2-Keto-gluconate -

5-Keto-gluconate -

+ + 0+
+ 0+
++ A+ o

+++ 4+ A+
+++ A+ + 4

+ + +
+ + +

1
+ +
1
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4.5.1.5- Dendrograma de Taxonomia numérica:

La valoracion, en forma de datos binarios, de los resultados obtenidos de las de
pruebas fenotipicas realizadas y de mayor transcendencia en la determinacion de

especies dentro del géndBacillus y relacionados dio lugar a la elaboracion de un

dendograma de taxonomia numérica que se muestra en la figura 4.4.

50% 85% 90%

3

N4
B.polymyxa
B.coagulans
B.circulans
—1 II;’.malljc%_el_rans

.Subtilis
| | P.pumillus
B.anthracis
B.stearothermophil
E.cereu_s

.mycoides
_EB.thurlngle_nss
E.]glc?lé)_phllus
B.fastidiosus
— ';. Iich?n#formis

. azotoformans
—1 P. badius
P.alvei
Br.laterosporus
. larvae
. popilliae
dentimorbus
. macquariensis
. firmus
. globisporus
. arinus
. lentus
. megaterium
. panthotenicus
. pasteurii

] Eisé)cqggcrzlallésarius

Br. brevis .
B. termophilus

B. insolitus
B. schlegelii

W0 WIWIWWTVUTTU

Figura 4.4- Dendrograma de Taxonomia Numérica
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Como podemos observar en el dendograma se obtiene un fenén que agrupa a las
cepas objeto de estudio a un nivel de similitud del 90%, mientras quRaeaibacillus
polymyxa Bacillus polymyxa) la semejanza fué de un 85%

4.5.2.- Resultados de las pruebas genotipicas:

4.5.2.1. Composicion de Bases G+C.

Los resultados obtenidos tras el estudio de la composicion de bases G+C del

DNA de las diez cepas objeto de estudio se expresan el la tabla 4.10.

Tabla 4.10. Composicién de base (Tm (° C), G+C (mol %)

CEPAS Valor medio Valor medio
Tm(°C) G+C (mol %)

Cepa B.1 85.98+0.69 40.48+1.70
Cepa B.2 86.81+0.52 42.68+0.60
CepaB.3 87.05+0.74 40.21+0.60
CepaB.4 87.10+0.85 43.41+0.52
CepaB.5 86.55+.024 42.07+0.43
Cepa B.6 86.35+0.41 43.41+0.52
Cepa B.7 85.98+0.69 40.68+1.70
Cepa B.8 86.29+041 40.71+1.40
Cepa B.9 86.05+0.80 40.85+1.55
Cepa B.10 86.71+0.73 42.43+0.58
86.18+0.51 41.21+1.26

Paenibacillus polymyxa

4.5.2.2- Determinacién del gen que codifica para el RNA ribosémico 16S.

4.5.2.2.1- Secuencias del gen del RNA ribosémico 16S
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Tras la amplificacion con los oligonucleotidos universales y secuenciacion con
oligonuledtidos internos (Tabla 4.4.), las secuencias obtenidas fueron las siguientes:

Cepa B.3

>B3Total
TTAANATTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGA
GCGGGGTTAGTTAGAAGCTTGCTTCTAANTAACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
AGGCAACCTGCCCACAAGACAGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCCGATACAT
CCTTTTCCTGCATGGGAGAAGGAGGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTGTGGATGGGCCT
GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGATGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTNTTGTAGAGTAACTGCTACAA
GAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAA
GTCTGGTGTTTAATCCCGAGGCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGG
GGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTGACATCCCTNTGACCGGTCTAGAGA
TAGACCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTC
AAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGA
AGCGAAGNNGCGAGGTGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCT
GCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAG
TCGGTGAGGTAACCGCAAGGNGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATTGGGGTGAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCAACCATTTTCC

Cepa B.7
>B7Total

ATCATGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGC
GAGAGAGCTTGCTCTNTTGTCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGC
CCAGTAGCGGGGGATAACTACTNGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGA
AAGGGGGGGATCGCAAGACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCACGAGTGGGGAATTTTGGACAAT
GGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCT
GTTGCCAGGGAAGAACGTCTTGTNGAGTAACTGCTACAAGAGTGACGGTNCCTGAGAAGA
AAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGAGG
CTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATT
NCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTATAGATGTGGAGGAACACCANTGGCGAAGGCGACTNT
TTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTANATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAANGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTNCGATACCCTTGGTGCC
GAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTNCGGCCGNAGACTGAAACTTANAGGA
ATTGACCGGGGAACCCCNCCAAGCAGTGGAGTATGTGGTGWATTACCGCGGCKGCTGCCA
GGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGNCCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTTAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTCAAGCTGGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGT
GACAAACCGGANGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTACTACAATGGCCGGTACANCGGGAAGCGAAATCGTNAGGTGGAGCCAATCCTA
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GAAAAGCCGGTCTCAGTTTGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATTGC
TAGTAATCGCGGATCANCATGCCGNGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGTCG
GTGAGGTAACCGCAAGGNGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATTGGGGTGAAGTCGT
AACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCAACCTTTTTCC

4.5.2.2.2-Alineamiento local-global (BLAST). Maximas homologias.
BLAST- Cepa B3 Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value

dbj|D16276|BAC16SRR1Bacillus polymyxa 16S rRNA gene 2801 0.0
emb|AJ011687.1|PBU01168Paenibacillus burgondia 16S rRNA g..2753 0.0
emb|AJ223988.1|PS16SPMRaenibacillus polymyxa 16S rRNA ge..2639 0.0
dbj|D78318|PBB16SRRPaenibacillus azotofixans strain NRRL ..2579 0.0
dbj|D78476|D78476Paenibacillus peoriae DNA for 16S rRNA 2486 0.0

emb|X60632|BPOL16SH.polymyxa 16S ribosomal RNA 2415 0.0
BLAST- Cepa B7

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
dbj|D16276|BAC16SRR1Bacillus polymyxa 16S rRNA gene 1018 0.0

emb|AJ011687|PBU01168Paenibacillus burgondia 16S rRNA gene, i... 978 0.0
dbj|D78318|PBB16SRRPaenibacillus azotofixans strain NRRL B-14... 950 0.0

dbj|D78473|D7847Faenibacillus lautus DNA for 16S rRNA 933 0.0
dbj|D78476|D78478aenibacillus peoriae DNA for 16S rRNA 925 0.0
emb|X77846|CD16SRFC.durum (DSM 1735) 16S rRNA gene 915 0.0

- Alineamiento multiple entre las dos cepas (Clusdal X
CLUSTAL X (1.8) multiple sequence alignment

B.3Total TGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGGGTT
B.7Total --ATCATGGCTCAGATTGAACGCTAGCGGGATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGC

kkkkkkkkkkkk  kkkkkkk kkkk kkk k k kkkkkkkkkkkkk kkk

B.3Total AGTTAGAAGCTTGCTTCTAAGTAACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACC
B.7Total GCGAGAGAGCTTGCTCTTTTGTCGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATATATCGG-AACG

kkkkkkkk Kk Kk Kk kk kkkkkkkkkkkkkkkkk k Kk kk kkk

B.3Total TGCCCACAAGACAGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCCGATACATCCTTTTCC
B.7Total TGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACTGGAAAGAGTGGCTAATACCGCATACGCCCT-----

khkkkk kk  kkkkkkkkkkk kkkkk kk kkkkkkkkk kkkk kkk

B.3Total TGCATGGGAGAAGGAGGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTGTGGATGGGCCTGCGGCGCA
B.7Total -AC--GGGGGAAAGGGGGGGATCGCAA-GACCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGA

*  kkk kkk Kk Kk *k k Kk kk kkkkk kkkk kkkk *k k

B.3Total TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGG
B.7Total TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGA

*kkkk *

B.3Total TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
B.7Total CGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCACGAGTGGGGA

*k k *kk kkkk

B.3Total ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGATGATGAAGGTTTTCGG
B.7Total ATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGAG-TGATGAAGGTTTTCGG

*k kk  kkkkkkk kkkk kkkkk  kkk k hkkkk ok hkkkkkkkkkkhkkhkk

B.3Total ATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCTTGTA GAGTAACTGCTACAAGAGTGACG
B.7Total ATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCTTGTA GAGTAACTGCTACAAGAGTGACG

* Fkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

B.3Total GTACCTGAGAAGAAAGCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGG
B.7Total GTACCTGAGAAGAAAGCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGG

Fokkkkkkkkkkkkkkkkkkk
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B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

B.3Total
B.7Total

CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTCTTTAAGTCTGGTG

TTTAATCCCGAGGCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGA
TTTAATCCCGAGGCTCAACTTCGGGTCGCACTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGA

GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTATAGATGTGGAGGAACACCAGTGG

CGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
CGAAGGCGACTCTTTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGA
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGA

TACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA-GAC

*kkk kkk

TGAAACTCAAAGGAATTGAC--GGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTC
TGAAACTTAAAGGAATTGACCGGGGAACCCCCCCAAGCAGTGGATTTCGTATGCCTTTTT
*%

Khkhkhk khkAkAkkhkkhk Khhkk *kkk k kkkkkhkhkkkx * K%

GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT-GACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGAC
CGAACAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGGTCTAGAGATAGAC

CTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
CTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTCAAGCT
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGCTTAGTTGCCAGCAGGTCAAGCT

GGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
GGGCACTCTAAGCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA

TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGCGA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGCGA

AGTCGCGAGGTGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC
AATCGCGAGGTGGAGCCAATCCTAGAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC

TCGCCTACATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCGCCTACATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT

TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGT
TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGT

GAGGTAACC-GCAAGGG-GCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATTGGGGTGAAGTCGT
GGGGTAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATTGGGGTGAAGTCGT

AACAAGGTAGCC-GTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCTTTTCC
AACAAGGTAGCCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACTCTTTTCC

Fkkkkkkkkk
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4.5.2.2.3- Secuencia consenso conservada en todas las especies de Paenibacillus

PAENS515F, es una secuencia presente en todas lasessge Paenibacillus
(Shida et al, 1997a), también esta presente en la cepa B.3y B.7.

3-GAGTAACTGCTACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCGY

4.5.2.2.4- Secuencia putativa definitoria del RBS $D

Extremo final de las secuencias de RNA ribosémico 16S

3 -TGGATCACCTCTTTTCC -5’
-ACCTAGGGAGAAAAGG -

4.5.2.2.5.- Arbol filogenético del gen del RNAr 16S

Paa la realizacion del arbol filogenético, una vez conocida las maximas
homologias con las secuencias ya descritas, incluimos una especie de cada uno de los
nuevos géneros descritos recientemente y directamente relacionados con el género
Bacillus: Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Amphibacillus,
Coprobacillus, Halobacillus, Gracilibacillus, Alicyclobacillu€En la figura 4.5. se

muestra el arbol filogenetico obtenido.
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ILactobacillus lactis

Brevibacillus laterosnoru

Coprobacillus catenaformis

_| Alicvclobacillus acidoterrestri
| _r Paenibacillus alaincvticus
Paenibacillus chondroitint
_:Paenibacillus larvae
Paenibacillus validu:
Paenibacillus lentimorbu
Paenibacillus thiaminolvticu

Paenibacillus ponilliae
Paenibacillus alve
Paenibacillus abiarius
Paenibacillus kobens
Paenibacillus curdlanolvticu

Paenibacilus maceran:

r Paenibacillus azotofixar
Paenibacillus durun

Paenibacillus periorat

CepaB.7
CenaR !
Paenibacillu: nolvmvxa

Paenibacillus macauariens

Paenibacillus illinoisensi
Paenibacillus amvlolvticu

Paenibacillus chibensi

E Paenibaillus lautus
Paenibacillus alucanolvticu

Aneurinibacillus aneurinilvticu
Amphibacillus xvlanu

_: Gracilibacillus halotoleran
Halobacillus haloohilus
""" Bacillus subtilis
_C Bacillus lentus
Bacillusfirmus

0.1

Figura 4.5. Arbol filogénetico donde se incluyen las cepas B.3 y B.7 (0.1Knuc)
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4.5.2.3.- Hibridacion DNA-DNA

Los resultados de hibridacion DNA-DNA, mostrados en la tabla 4.11 y Figura
4.6, se obtuvieron mediante técnica inmunoenzimatica no radiactiva, marcando el DNA
de la cepa B.3, que nos sirvié como valor de referencia. A partir de dicho DNA marcado
se realiz6 hibridacion con el resto de las cepas objeto de estudioRaeaibacillus

polymyxa, Bacillus firmus, Bacillus lenty8acillus laterosporus

Tabla 4.11.- Valores de la hibridacion DNA-DNA entre la cepa B.3 marcada y de las
diez cepas seleccionadas.

Cepa B.1 B.2 B.3 B.4 B.5 B.6 B.7 B.8 B.9 B.10
RBR% | 73 83 100 785 912 68.2 783 793 854 73.2

HIBRIDACION DNA-DNA

120
100
80 - [ 7]
o 0000 | -EE.........FEeeeeeeeeedeeeedlbool LAl U
(s
o 60 o
=
40 A
20 o
o m |
B.3 B.1 B.2 B.4 B.6 B.8 B.9 B.10 P.poly
%RBR| 100 73,09 83,6 92,5 78,2 78,21 79,31 85,46 5,69

Figura 4.6. Resultados de la Hibridacion DNA-DNA
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Finalmente, en la tabla 4.12 mostramos un cuadro resumen con los resultados

obtenidos de la totalidad de la pruebas genotipicas realizadas

Tabla 4.12. Cuadro resumen de las pruebas genotipicas

Cepa Tm (°C) G+C(mol %) Similitud del RNAr | Hibridacion
16S (%) DNA-DNA
(%RBR, B.3)
Cepa B.1 85.98+0.69 40.48+1.70 ND 73
Cepa B.2 86.81+0.52 42.68+0.60 ND 83
Cepa B.3 87.05+0.74 40.21+0.60 100 100
CepaB.4 87.10+0.85 43.41+0.52 ND 78.5
Cepa B.5 86.55+.024 42.07+0.43 ND 91.20
Cepa B.6 86.35+0.41 43.41+0.52 ND 68.21
Cepa B.7 85.98+0.69 40.68+1.70 98 78.21
Cepa B.8 86.29+041 40.71+1.40 ND 79.31
Cepa B.9 86.05+0.80 40.85+1.55 98 85.46
Cepa B.10 86.71+0.73 42.43+0.58 ND 78.21
P.polymyxa 86.18+0.51 41.21+1.26 98 15
P. peoriae 88.16 46.0 96 ND
P.azotofixans 90.01 50.5 95 ND
B. firmus 85.78 40.2 ND 6
B. lentus 85.56 39.6 ND 13
B. laterosporus 85.31 39.1 ND 21
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4.6. — Discusion

Definir taxon6micamente especies del grupacillus ha sido un proceso
confuso que ha necesitado de continuas revisiones para establecer la situacién de
especies que, por ejemplo, habian sido definidas segun la composicion de bases G+C
(Smith et al, 1952), como es el caso d&megateriuny que después, segun estudios
fenotipicos y andlisis de hibridacion de DNA-DNA se ha desdoblado en cuatro especies
diferentes (Hunger y Claus., 1981). Existen muchos estudios de este tipo (Nagmura
al., 1988; Shida et al.,1997a), y concretamente dentro del gBaeiltus las técnicas
moleculares han conducido a un concept®adeillus unificado y a la subdivisiéon del
mismo, dando lugar a la descripcion reciente de nuevos géneros (Shida et al.,1996).

Por otro lado, los rapidos avances en manipulacion genética y la expansion de la
biotecnologia en los ultimos afios han conducido a una mayor conciencia del enorme
potencial industrial de los microorganismos en general y de los del Baqtus en
especial. Son microorganismos muy diversos y utiles a nivel industrial, estando
ampliamente distribuidos en suelo, aire y agua. Determinadas especies de dichos
géneros se utilizan para la obtencién de diferentes productos, como enzimas,
antibioticos, suplementos y potenciadores del sabor de alimentos y también como

insecticidas.

El alpechin y alpeorujo, subproductos de la obtencion de aceite de oliva,
presentan un bajo contenido en nitrdgeno organico y elevado en fuente de carbono, por
lo que ofrecen un ambiente favorable para el desarrollo de determinados
microorganismos. En este sentido ofrecen un buen substrato para los microorganismos
fijadores de nitrdgeno, lo cual ha sido demostrado después de tratar sucesivamente el
suelo con el residuo (Garcia-Barrionuevo, 1992). Balis et al., (1996) encontraron que la
poblacion microbiana que se desarrolla en suelos tratados con alpechin, esta
frecuentemente dominada por el gén@motobacter llegando a aislar una cepa de
Azotobacter vinelandialtamente fijadora de nitrégeno y productora de limo; siendo
estudiada en la actualidad su posible aplicacion agrobiologica, ya que proporciona un
sistema estable de fijacion de nitrdgeno y bioremediacion del alpechin. Asi mismo se ha
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encontrado que dicha cepa, cultivada en alpechin, produce auxina y polisacaridos
capsulares, los cuales podrian contribuir a la mejora de las tierras de cultivo (&iorelli
al., 1996).

En esta misma linea, en la actualidad, nuestro grupo de investigacion ha
realizado aportaciones novedosas relacionadas con el aislamiento de cepas bacterianas
capaces de crecer en un residuo toxico, alpechin, como unico substrato (Guerra, 1999) y
con la produccibn de nuevos exopolisacaridos microbianos con aplicaciones
industriales y biologicas (Ruiz-Brawt al.,2001). Al ser el alpechin un subproducto de
elevado poder contaminante, nuestras investigaciones contribuyen a la biorremediacién
de dicho residuo, siendo una de las mas eficaces soluciones al grave problema planteado

por los residuos derivados de la industria del aceite de oliva (Ramos et al., 1995).

De todo lo anterior se deduce la enorme importancia en la caracterizacion
taxondmica exhaustiva de los microorganismos implicados en dichos procesos,
resultado que se presenta en este capitulo y considerado como trabajo preliminar

necesario para las posteriores aplicaciones biotecnolégicas.

Por otro lado debemos indicar que la taxonomia o sistematica se basa en la
organizacion de los microorganismos en grupos o categorias llamadas taxa (en singular
taxon). Una caracterizacién taxondémica correcta se debe basar en un estudio polifasico,
gue permita comparar y verificar los resultados de caracterizacion fenotipica con los de
caracterizacion genotipica y viceversa. Ambos resultados por separado nos dan

informacion parcial de la realidad y no pueden ser concluyentes por si solos.

Dos caracteristicas fenotipicas diferenciales dtags entre la cepa B.3 y B.7
son el aspecto mucoso y la diferente solubilidad en agua del polimero producido,
definidas por la diferente morfologia colonial, concretamente el color blanco o azul de
las colonias en el medio YM- Azul de Toluidina (Surexthal.,1980) demostrando que
las diferencias radican en el tipo de EPS producido, con estructuras distintas en ambos
fenotipos. También se observé un mayor tamafio de las colonias en la cepa B.7, ademas
de un crecimiento mas rapido en medio liquido YM. Estos datos, junto a la solubilidad
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en agua del EPS de la cepa B.7, pueden determinar los resultados de rendimiento en la
obtencion de EPS (Guerra et al., 1998), que era significativamente mayor en la B.7.

En cuanto al resto de las pruebas fenotipicas realizadas a las cepas
representantes de los dos fenotipos coloniales, cepa B.7 y cepa B.3, en ambas se
obtuvieron los mismos resultados en ambos, a excepcion de las pruebas relacionadas del

ONPG (Api20E) y la formacion de &cidos a partir de determinados azlcares.

Las especies de referencia (Sneath 1986)mas redde®mon las cepas objeto
de este estudio segun el dendrograma de taxonomia numérica (Figura 4.4) son las
siguientes: P.polymyxa (88.2%) B.lentus (87.5%) B.stearotermophilus(87.5%)
B.circulans (87.5%), B.alcalophilus(87.5%) B.coagulang80.2%) B.macquariensis
(80.2%), P.macerang80.2%) , P.alvei(72.7%)Br.brevis(72.7%) P.larvae(72.7%)
B.laterosporus(72.7%) B.badius(72.7%) B.firmus (72.7%) B.pasteurii(72.7%)
B.pantothenticus (72.7%)

Tras el analisis de las pruebas fenotipicas, los siguientes pasos experimentales, nos

llevaron a un estudio de taxonomia molecular genética.

En primer lugar hemos de indicar que, en la extracd&inDNA de las diez
cepas objeto de estudio por el método clasico (Marmur, 1961), no se obtuvieron buenos
resultados, por lo que se tuvo que modificar la técnica introduciendo glicina en el
medio de cultivo, a una proporcion del 0.5% (p/v), ya que disminuye el coeficiente
C/N favoreciendo el crecimiento y no asi la formacion de EPS. En este sentido también
el EDTA-salino lo sustituimos por GlucosaTE, ya que el NaCl podia influir en la
adhesion del EPS a la pared de la célula o formacién de agregados. Por la misma razon
el NaCl 5M lo sustituimos por Perclorato Sédico.

La composicion de bases G+C de las diez cepas, mostrada en la tabla 4.10, present6
unos valores con variaciones maximas de 3.2 moles % de G+C, que traducido a
variacion en la Tm es del orden de 1.32° C, siendo un dato de importancia taxonémica,
ya que las cepas pertenecientes a la misma especie no difieren en su valor d&°Tm en
C. Las especies que pertenecen al mismo género normalmente tienen un % de G+C que

no varia en mas de un 10% (Johnson 1985; Gawveah, 1985) . Sin embargo, antes de
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la subdivision del grupBacillus, en éste género se agrupaban especies cuyo contenido
en bases nucleotidicas era muy heterogéneo, variando entre 32-69XRabirtyet al,
1985).

Todas las especies relacionadas por taxonomia numeérica con las cepas objeto de
estudio no variaron en +10% del G+C, a excepcidon Benacerans y

B.stearothermophilugue superan ligeramente dicha variacion.

A pesar de lo anteriormente expuesto, se considera que especies muy relacionadas
tienen valores de G+C similares, y que dos organismos con similar composicion de
bases no estdn necesariamente relacionados, ya que la disposiciébn en su estructura
primaria, 0 sea, la secuencia de nucleotidos, puede ser diferente y determinante en su
fenotipo. Por lo que el contenido en G+C no se puede considerar un dato taxonémico

concluyente por si solo.

Las relaciones filogenéticas se pueden establecaianie el andlisis de moléculas
conservadas a lo largo de la evolucién de los organismos, tal es el caso del RNA
ribosémico 16S en los microorganismos procariotas (@shl 1991), y también el

RNA ribosémico 23S y los “interspacers” o moléculas internas a los dos anteriores.

El andlisis del gen del RNA ribosémico 16S (Figura 4.5. - Arbol filogenético),
demostraron que las cepas aisladas de alpechin y productoras de un nuevo
exopolisacarido estan altamente relacionadas d@polymyxay dentro del grupo
mayoritario que engloba a las especies del género recientemente descrito como
Paenibacilluspor Shida et al., (1997a)as cepas B.3 y B.7 se agrupan con las especies
de Paenibacillusfijadoras de nitrdgeno, caracteristica interesante, para la utilizacion
del alpechin y alpeorujo como sustratos en la biorremediacion (Garcia-Barri@iuevo
al.,1992; Lopez et al.,2001).

En el arbol filogenético podemos apreciar la distribucion mas alejada de especies
que hemos utilizado en el estudio comparativo numérico y de otras especies, entre las
gue cabe destacar la distancia evolutiva de las especies de los gémenasibacillus,
Alicyclobacillus, Coprobacillus, Halobacillus, Amphibacillus, Gracillibacillus,
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Brevibacillus mientras qu&o ocurre o mismo con las especiesP@enibacillus,que
incluye organismos que difieren muy poco en sus caracteristicas fenotipicas, y que

parten de una misma rama del arbol filogenético.

La distribucion relativa de las especies en el arpohrdan relacion directa con el
arbol filogenético descrito en bibliografia y realizado con 100 especies del grupo
Bacillus (Forsythet al., 1998) utilizando el programa Treecon para Windows (Van De
Peer et al., 1994).

Si atendemos a la situacién dentro del arbol filogenético, las cepas objeto de estudio,
estan muy préximas R.polymyxa, dato coincidente con la posicidn relativa de ambas
especies en el dendrograma de taxonomia numeérica, mientrds|euts B.firmus

B.circulansy Br.laterosporusestan a gran distancia evolutiva de las cepas B.7,y B.3.

Las posiciones relativas de las cepas B.3 y B.7rael® arbol filogenético ponen
de manifiesto la posibilidad de que ambas conformen una uUnica especie, junto al valor
en porcentaje de la comparacion de sendas secuencias del gen del RNA ribosdmico 16S
(98%). Contienen, ademas, la secuencia consenso asignada a todas las especies del
género Paenibacillus (Shida y col.., 1997).

PAENS515F3- GAGTAACTGCTACAAGAGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCC-5’

Los porcentajes relativos a la similitud de secuencia con las especies mas cercanas
fueron 98%, 96% y 95% respectivamente gaanibacillus polymyxa, P. peoriae y P.
azotofixans.El porcentaje corPaenibacillus polymyxafué lo suficientemente alto
(>97%- Stackebrandtt al.,1994)para poder considerarse de la misma especie si no
tenemos en cuenta otros resultados, los cuales son necesarios para dar credibilidad a un

estudio global de taxonomia bacteriana.

La experiencia cientifica ha demostrado que las relaciones entre especies
bacterianas se pueden establecer realmente con la hibridacion DNA-DNA, quiza por
ello es el método que se realiza como concluyente, a pesar de ser la técnica de mayor
dificultad y envergadura. Generalmente las bacterias de la misma especie muestran
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valores de homologia de DNA igual o superior al 70% (Johnson, 1985; Ziemke, 1998),
aungue Uultimamente se han establecido incluso conceptos mas especificos, como
genomovar (Rossello-Mora 1999) para ajustar las relaciones entre cepas de la misma
especie, pero con suficientes caracteristicas genotipicas para considerarlas diferentes.
Asi, cuando existen valores inferiores a 70% de homologia DNA-DNA, se consideran
distintos genomovares de una misma especie. Ademas, el limite tedrico inferior para
descartar la identidad a nivel de especies es el 20%. El rango de valores que existe entre
20 y 70% para considerar organismos pertenecientes a las mismas o diferentes especies

es arbitrario, y de dificil acuerdo entre microbibélogos.

Los resultados de hibridacion DNA-DNA presentados en la tabla 4.11, confirman de
forma absoluta la alta relacion entre las diez cepas objeto de estudio, ya que hibridan
todas en un porcentaje superior#%, respecto a la cepa marcada de referencia (cepa
B.3); mientras que los porcentajes de hibridacion con la edpaei@bacillus polymyxa
candidata a ser homologa, fueron inferiores al 20%. Realizamos también hibridaciones
con especies cercanas por taxonomia numeérica, dando un resultado negativo en todos
los casos (datos no mostrados). Asi mismo como control negativo de los valores de
hibridacién entre distintas especies esta el valor de hibridacion Brftreus y

B.circulans que no es superior al 7%.

Resaltamos que la hibridacion DNA-DNA céhpolymyxa, especie mas proxima
por comparacion de pruebas fenotipicas y genotipicas, dio un resultado del 15,5%
descartandose la posibilidad de identidad con esta especie.

Los resultados globales obtenidos del estudio taxondmico polifasico de las cepas de
acuerdo a los datos morfolégicos, bioquimicos, contenido de G+C, estudios
filogenéticos de RNAr 16S e hibridacion DNA-DNA, conducen a la proposiciéon de una
nueva especie dentro del géndPaenibacillus género que tiene las siguientes

caracteristicas segun describe Ash en 1993:

Bacilos. Gram positivos, Gram negativos o Gram variable. Moviles por flagelos
peritricos. Esporas elipsoidales con esporangio hinchado. Anaerobios facultativos o
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aerobios estrictos. La mayoria de las especies son catalasa positiva. La oxidasa es
variable. La reacciéon de Voges-Proskauer (produccion de acetilmetil-carbinol) es
variable y el pH en dicho medio es menor de 6.0.

No produce sulfhidrico. El indol es producido por algunas especies. La reduccion de
nitrito es variable.

La hidrdlisis de la caseina, hidrélisis del almidén, y la hidrélisis de la urea son

variables.

La descomposicion de la tirosina es variable.

El crecimiento a pH 5.6 y a 50° C es variable. El crecimiento optimo de la mayoria
de las especies se produce a 28-30° C. El crecimiento se ve inhibido al 10% de NacCl.
Algunas especies no crecen en medio que contenga 0.001% de lisozima.

Son productores de acido a partir de diversos azudangslymyxa,P.periorae
P.azotofixany P.macerangroducen gases a partir de varios azucares.

Algunas especies son capaces de descomponer polisacaridos.

El &cido graso mayoritario es el &cido anteiggoC

El intervalo de la composicion de bases, mol % de G+C, va desde 45-54%.

Los niveles de similitud en el gen del RNAr 16S son mayores del 89.6% para los

miembros del género.
La especie tipo de este género es Paenibacillus polymyxa.

Descripcion dePaenibacillus jamilae sp. nov.: (“jamila” palabra proveniente

del arabe que significa “el agua que corre de las aceitunas”, residuo donde es capaz de
crecer la bacteria como unico substrato)

Son bacilos de un tamafio de 0.6 api8por 3.0 a 5.5um. Gram variable. Moviles
por flagelos peritricos. Esporas elipsoidales formadas dentro de un esporangio hinchado.
Colonias convexas, circulares, mucosas, de pigmentacion blanquecina.
Anaerobios facultativos.
Catalasa positiva y oxidasa negativa.
No producen acetilmetilcarbinol (Voges-Proskauer negativa).
No producen indol.
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Reducen el nitrato a nitrito.

Hidrolizan la caseina, gelatina y almidon.

No utilizan citrato.

El crecimiento se produce entre temperaturas de 30 y 40° C, a un intervalo de
pH 5-12. El crecimiento éptimo se produce a 30° C y a pH 7.0. El crecimiento es
inhibido por el 5% de NaCl. Capaces de crecer en presencia del 0.001% de lisozima.

Produccion de acidos y no de gases a partir de D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa
y D-manitol.

Con un contenido medio de G+C del 40.7 %.

Capaces de crecer al 100% (v/v) de alpechin y producir un nuevo
exopolisacérido.

4.7. — Conclusiones

- Todas las cepas objeto del presente estudio pertenecen a la
misma especie, ya que su porcentaje de hibridacion es superior al
70 % y concuerda con los resultados casi idénticos en las

pruebas fenotipicas.

- Los anadlisis filogenéticos del RNAr 16S sittan a las cepas dentro del género
Paenibacillus,a una minima distancia evolutiva de la esp&aenibacillus polymyxa

(98% similitud de secuencia)

- El porcentaje de hibridacion de las cepas con la especie tipo del §é@emibacillus,
P.polymyxa, la especie bacteriana mas similar tanto fenotipica como

genotipicamente,es del 15.5 %, lo que descarta su identidad a nivel de especie.

- Las cepas objeto de estudio son bacilos, Gram positivos (o variable), esporulados,
catalasa positiva, no pertenecen a ninguna especie descrita hasta el momento del grupo
Bacillus segun los datos numéricos, de composicion de bases, similitud RNA

ribosémico 16S y homologia en la hibridacion DNA-DNA.
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- Proponemos la descripcion de una nueva especie del g&emoibacillus
Paenibacillus jamilag capaz de crecer en alpechin como Unica fuente de carbono y

energia, y producir EPS con potencial industrial y biologico.
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Capitulo 5. Estudio genético del exopolisacarido de

Paenibacillus jamilae.

5. 1. — Resumen

5. 2. — Introduccion

5. 3. - Objetivos

5. 4. - Material y métodos
5. 5. — Resultados

5.5.1.- Localizacion e ldentificacion Genética del Operdén de Biosintesis del

Exopolisacarido

5.5.1.1.- Busqueda en Base de datos de los operones EPS Bibliografia.

5.5.1.2.-Alineamiento inicial de los genes implicados en la sintesis de
EPSs y Disefio de oligonucleétidos degenerados universales.

5.5.1.3.- Extraccibn de DNA cromosomico y amplificacion con las
parejas de oligonucleétidos degenerados disefiados.

5.5.1.4.- Clonacion, secuenciacion de los fragmentos obtenidos y
comparacion de las secuencias con las bases de datos.

5.5.1.5.- Elaboracién de sondas marcadas con digoxigenina.

5. 5.1.6.- Busqueda fisica del cluster de EPS mediante Southern Blot.

5. 5.1.7.- Obtenciéon de productos mediante PCR inversa y/o larga
adyacentes a la secuencia inicial.

5. 5.1.8.- Construccion ordenada de la secuencia nucleotidica del operon
de sintesis del EPS.

5. 5.2.-Analisis de la Secuencia Nucleotidica del Operdn de Sintesis del EPS:
5.5.2.1.- Localizacién de elementos genéticos de interés: SD o RBS,
secuencias promotoras (posiciones —-35 -10 y +1),
terminadores, inicios y finales de ORFs.
5.5.2.2.- Analisis de ORFs .
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5.5.2.3.- Representacion grafica del operdn de biosintesis de EPS.

5. 5.2.4.- Analisis de restriccion.

5. 5.2.5.- Traduccién de la secuencia de nucle6tidos a secuencia proteica.

5. 5.2.6.- Andlisis y asignacion de funciones por similitud de la secuencia
de proteinas con las bases de datos.

5. 5.2.7.- Secuencias y dominios conservados.
5. 6. — Discusion

5. 7. — Conclusiones

5. 1. — Resumen

Este capitulo describe la localizacion e identificacion genética del operon de
biosintesis del exopolisacarido soluble en agua de la cepa B&edéacillus jamilae
Realizamos la secuenciacion de los fragmentos especificos de DNA gendmico,
amplificados por PCR y posteriormente clonados. Asignamos funciones enziméticas
mediante un analisis bioinformatico de la secuencia obtenida por analogias en la
composicion de aminoacidos con las proteinas existentes en las bases de datos.

La localizacion del operon de biosintesis es cromosomica, encontrandose como
una unica unidad policistrénica de un tamafio aproximado de entre 10 y 12Kb en la que
hemos definido 12 ORF probables. Determinamos la localizacion de las secuencias SD
o0 RBS correspondientes a cada ORF. Localizamos todas las secuencias promotoras
probables basdndonos en la conservacion de estas secuencias en procariotas. Hay un
promotor probable en la region del principio del extremo 5’ del operén y hasta tres
promotores internos delante de los principales genes implicados en la biosintesis
propiamente dicha del polisacarido (genes que codifican glicosiltransferasas. Se
determina también la posicién de un Unico posible terminador transcripcional detras de
un ORF con similitud con un gen GDPD, localizado hacia el extremo 3’ del mismo. Los
dos ultimos ORF son analogos a proteinas implicadas en procesos de transcripcion con
accion reguladora de la expresion.

La organizacién de los genes (ORF) es muy similar a las estructuras genéticas ya
descritas para diferentes bacterias con interés industeatfiomonas spBacterias del
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Acido Léctico, Pseudomonas solanaceaywetc) en las que se distinguen una region
central con las enzimas esenciales en la biosintesis del EPS, las glicosiltransferasas
(ORF3, ORF6, ORF7, ORF8, ORF9), que estan flanqueadas por a ambos lados por
regiones genéticas con similitud con proteinas implicadas en la polimerizacion o
determinacion de la longitud de la cadena, enzimas liberadoras del oligosacarido
(ORF10) del transportador lipidico, moléculas transportadoras (ORF4) o proteinas que
juegan un papel esencial en la transcripcion (ORF 11-12). Existen también zonas no
codificantes (entre ORF1 y ORF2, sector 5), que no tienen homologia con ninguna
proteina, pero que pueden contener secuencias de unién a DNA u otras proteinas con

funcién reguladora.

5. 2. — Introduccion

Para abordar el estudio genético de la biosintesis de exopolisacaridos es
necesario establecer conceptos basicos relativos a los biopolimeros microbianos de esta

naturaleza.
5.2.1.- Exopolisacéaridos microbianos (EPS).
Naturaleza de los EPS.-

Los microorganismos producen polisacaridos de tres tipos distintos:
extracelulares, estructural y formas intracelulares de almacenamiento. Los EPS como su
nombre indica son polisacaridos de alto peso molecular que son exteriores a la célula
microbiana, pudiendo encontrarse bajo dos formas: (a) como cépsula, formando capas
mucosas que estan firmemente unidos a la pared celular; (b) disociados totalmente de la
célula y que se acumulan en grandes cantidades fuera de la pared celular y se difunden
en el medio de crecimiento (Sutherland, 1. W. 1972).

Los EPS pueden ser producidos por un amplio nimero de microorganismos,
tales como: arqueas, bacterias, algas unicelulares, levaduras y hongos. (Kang y Cottrell,
1979).
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Los EPS como tal, normalmente no contribuyen a la estructura microbiana,
resultando que los otros componentes de la superficie celular permanecen inalterados si
éstos estdn ausentes; sin embargo cumplen una funcién biolégica y ecoldgica
importante. Muestran considerable diversidad en su composicion quimica, estructura,
propiedades fisicas y organizacion en la superficie microbiana; algunos de estos
polimeros pueden tener similitud quimica con los componentes de la pared celular, pero
la mayoria son estructuras distintas totalmente no relacionadas con los constituyentes
celulares (Sutherland, 1990).

Las dos formas de polimeros extracelulares pueden ser distinguidas al
microscopio éptico a través de las técnicas de tincion negativa, entre las cuales la mas
practica y sencilla es el procedimiento de tinta china desarrollado por Duguid (1951).
Recientemente muchos investigadores estan empleando técnicas modernas vy
sofisticadas, como la microscopia electrénica de barrido (SEM) y la microscopia
electrénica de transmision (TEM) para estudiar la naturaleza del polisacarido y la forma
en la que son excretados de la célula. Pero dichos métodos necesitan un mayor
desarrollo, ya que si bien nos indican su presencia, no es posible relacionar la naturaleza
de las fibras visualizadas en el microscopio electronico con las propiedades quimicas y
fisicas de los exopolisacaridos (Broker, 1976; Bayer y Turrow, 1977).

Ademas del hecho de que los polisacaridos capsulares puedan estar
covalentemente unidos a la pared celular, la naturaleza de la unién ha sido dificil de
identificar en muchos casos, no estando dilucidados totalmente dichos aspectos. Una
fraccion de diacil glicerol que se cree esta involucrada en el enlace de superficie, ha sido
encontrada elischerichia coliK(L), y Neisseria meningitidigGotschlichet al.,1981;
Schmidt y Jann, 1982; Jann y Jann, 1987). También se ha sugerido que diferentes
lipidos unen el polisacarido capsulartda@emophilus influenzagpo b, a la superficie
celular (Kuoet al.,1985) y este tipo de mecanismo de enlace podria ser comin en
bacterias Gram negativas. Por otro lado en una ceparddacter aerogenas se ha
encontrado ningun componente que pudiera estar involucrado en el anclaje del
polisacéarido capsular quedando por establecer si existen interacciones idnicas o de otro
tipo para mantener la union de éste a la célula (Troy et al., 1970).
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5.2.2. Estructura de los exopolisacaridos.

El significado de los términasstructura primaria y secundaria, en referencia a

la estructura de los exopolisacaridos es similar a su significado en referencia a las
proteinas. Hasta hace poco, las descripciones de los polisacaridos habian sido
confinadas a su estructura primaria, es decir, a su identidad, secuencia, enlaces y
configuraciones anoméricas de todos sus residuos monosacéridos, y la naturaleza y
posicion de algun otro sustituyente; recientes trabajos han indicado la importancia de
considerar los niveles superiores de las estructuras de los EPS (Rees y Welsh, 1977). La
estructura secundaria de los polisacaridos esta asimismo determinada por el rango
estrecho de orientaciones relativas que los residuos de monosacarido describen en torno
a los enlaces glicosidicos, teniendo en cuenta que los enlaces covalentes entre azucares
adyacentes no son completamente flexibles; lo que permite que las cadenas de
exopolisacérido adopten solo ciertas formas, dependiendo por lo tanto de su estructura
primaria (Morris et al., 1977a).

La estructura terciaria de los polisacaridos extracelulares es producto de
interacciones energéticamente favorables entre cadenas, que dan como resultado
estructuras en orden especifico. Finalmente, tales estructuras compactas pueden
interactuar entre ellas mismas, o con otros polimeros, para dar niveles de organizacion

superiores, las cuales son descritas como estructuras cuaternarias (Powell, 1979).

5.2.3.- Biosintesis de exopolisacaridos.
Los EPS bacterianos son sintetizados en diferentes fases de desarrollo y bajo una
variedad de condiciones de crecimiento, dependiendo del microorganismo estudiado

(Sutherland, 1985).

Los procesos biosintéticos involucrados pueden ser divididos dos principales

categorias, basados en el lugar de sintesis y la naturaleza de los precursores:

-99 -



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

Sintesis fuera de la céluaSoélo dos polimeros de importancia industrial son

sintetizados extracelularmente, el dextrano y el levano. Son homopolisacaridos y son
formados por varias especies de bacterias. El dextrano es producido comercialmente
empleando cepas de Leuconostoc mesenteroides. En general, la sintesis involucra la
adicion de una unidad monomérica simple a la terminacion no reductora de una
molécula iniciadora de polisacarido y ocurre sélo cuando la bacteria tiene a la sacarosa
como sustrato. La biosintesis de glucanos requiere la hidrélisis de la molécula substrato
para liberar la fructosa, mientras el residuo glucosil es transferido a un apropiado
aceptor, el mecanismo involucra la transferencia de la glucosa a la terminacién no
reductora de la cadena del exopolisacarido naciente. El aceptor se une al enzima y la

reaccion catalizada es:

(1,6-0-D-glucosa) + sacarosa —1,6-0-D-glucosa).1 + fructosa.

El esquema, relativamente simple de la reaccion para biosintesis, se complica
por la observacion de que el polimero muestra un variable grado de ramificaciones y
contiene enlacess 1.3 y a 1-6. Las enzimas responsables tienen actividad
glucosiltransferasa, cada una de las cuales realiza una discreta contribucion al producto
total (Sutherland, 1990).

Sintesis en la membrana celudra biosintesis de los heteropolisacaridos es mucho

mas compleja que la de los homopolisacaridos. Se caracteriza porque se genera a partir
de precursores intracelulares, tiene lugar en la membrana celular donde intervienen
portadores intermediarios de naturaleza lipidica, es catalizada por sistemas
multienzimaticos y se produce a partir de un amplio rango de sustratos (Whitfield y
Valvano, 1993).

Sutherland (1990) divide el proceso de biosintesis de los exopolisacaridos en
cuatro secuencias principales: (1) captacion de substrato, (2) metabolismo
intermediario, (3) formacién de exopolisacérido, (4) modificacion y liberacion del EPS.
Estas secuencias generales son logicas y utiles para explicar la formacion de los

exopolisacaridos. A pesar de la carencia de una informacion biosintética completa, los
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resultados de investigaciones sobre microorganismos relacionados pueden ser
extrapolados para formar una hipotesis razonable para la biosintesis de los
exopolisacaridos, pudiendo ocurrir variaciones de acuerdo a la especie estudiada.

(1) El substrato ingresa en la célula por uno o varios, de los tres mecanismos
siguientes: difusion facilitada, transporte activo o translocacion de grupo, de
acuerdo al tipo de microorganismo involucrado y sustrato (Roseman,
1972;Cerning, 1990, 1995; De Vuyst & Degeest, 1999).

(2) El sustrato que ha ingresado a la célula es fosforilado transformandose en un
precursor activado donador de grupos glicosilo; las enzimas involucradas en
este paso (hexoquinasas), son citoplasmaticas pero en algunos casos puede
estar relacionada con la membrana celular (Tolmasky, 1980; Sutherland,
1985).

(3) La construccion de las unidades repetidas de residuos de monosacarido, se
realiza a nivel de la membrana plasmatica, por la transferencia secuencial de
los grupos glucosilo apropiados a partir del precursor activado a un portador
intermediario, el cual es un lipido isoprenoide alcohol fosfato (Troy, 1979).

Cada paso es catalizado por una glicosiltransferasa especifica.

(4) Como ultima etapa ocurre la modificacion y ldeédn del EPS formado. La
acetilacion de la unidad de repeticibn es catalizada por una acetilasa
especifica con acetil coenzima A como donador de grupos acetilo. La
adicion de grupos acetal ciclico de acido piravico (carboxietilacion) es
catalizada por una cetalasa especifica con el fosfoenolpiruvato como co-
substrato. Las reacciones de acetilacion y carboxietilacion ocurren durante la
elongacién de la cadena de oligosacaridos, mientras permanece unida al
portador lipidico. En la mayoria de casos se ha demostrado que las
reacciones de sustitucion no son prerrequisito para la biosintesis del EPS y
no necesitan ser consecutivas, por lo tanto no son estequiométricast(lelpi

al.,1983). El mecanismo exacto de la liberacion del exopolisacarido
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formado, desde la membrana celular hacia el extracelular, ain no ha sido
determinado, muchas observaciones permiten establecer la participacion de
intermediarios de naturaleza lipidica y proteinas de membrana en el proceso.
Se cree que los oligosacaridos nacientes, ligados a portadores lipidicos,
atraviesan la membrana celular y son transferidos a aceptores enddgenos,
formados por cadenas de EPS en crecimiento en la pared celular,

completando la polimerizacion, para luego ser liberado al medio por accion

de depolimerasas especificas (Whitfield y Valvano, 1993).

5.2.4.- Genes de biosintesis de exopolisacaridos.

En la mayoria de especies bacterianas hay muchas enzimas implicadas en el
proceso global de biosintesis de EPS, aunque no todos tienen porqué estar implicados
exclusivamente en la formacién de EPS. Los genes del metabolismo nucleotidico genes
(deo) han sido detectados hacia el extremo 5 de los genes del dpBSerf
Streptococcus thermophily&lmiron-Roig 2001). La proximidad dichos genes hace
especular sobre la existencia de mecanismos reguladores entre ambos fendmenos
bioquimicos, la biosintesis de EPS y el metabolismo nucleotidico (Kao & Sequeira,
1992).

Mientras que las investigaciones de los genes de polisacaridos en gram-
negativas comenzaron hace aproximadamente 20 afos (Sutherland 1985; Whitfield, C
& Valvano M.A., 1993), en las bacterias gram-positivas ha avanzado rapido, pero sélo
en los dltimos afos, en cepas patdogenas (Streptococcus pneumoniae (&ibkhan
1997), Staphylococcus aureus (Leh al.,1994) y en microorganismos utilizados en

alimentacion (Stingele, et al.,1996; Kranenburg, et al.,1997).

Los genesps estan caracterizados por estar directamente involucrados en la
biosintesis de EPS, estan todos localizados como una agrupacion en el genoma, bien en
el cromosoma como eKanthomonas campestr{8arrere et al. 1986; Thorne et al.

1987; Harding 1987)Xylella fastidiosa (Silvat al.,2001) Pseudomonas solanacearum
(Huang & Schell, 1995)Streptococcus pneumonigi€olman et al.,1996; Moronaet
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al.,1997), Streptococcus thermophilus (Stingele et al.,1996), Bradyrhizobium japonicum
(Becker et al.,1998), genes localizados en plasmidos, comd.aococcus lactis
(Kranenburget al.,1997; Kranenburet al.,2000) o incluso en megaplasmidos como se
describe para Rhizobium meliloti (Finan et al. 1986; éhés.,1986).

La organizacion general, direccion transcripcional y funciones deducidas de los
genes de biosintesis de EPS en diferentes agrupaciones parece estar altamente
conservada. De acuerdo a busquedas de homologia, los genes parecen estar organizados
in cuatro regiones funcionales (Stingeteal., 1996): una region central con genes que
muestran homologia con glicosiltransferasas, dos regiones que flanquean la region
central que muestran homologia a enzimas que determinan la longitud de la cadena,
procesos de polimerizacion y exportacion y una region situada hacia el extremo 5’ con
funcién reguladora. Parece que la agrupacion de genes de EPS son transcritos como una
Gnica unidad transcripcional, a pesar de la existencia en determinadas especies de
promotores posibles internos (Almiron-Ragal.,2000). La ausencia de terminadores

transcripcionales después de cada gen corroboraba la idea de un unico transcrito.

Las cepas bacterianas de EPS pueden perder su fenotipo mucoso tras sucesivas
resiembras o después de tiempos de incubacion prolongados a altas temperaturas
(Forsenret al.,1973; Macura & Townsley, 1984). Este fendmeno puede ser indicativo de
la inestabilidad genética en la produccion de EPS en determinadas bacterias, cuyo
mecanismo no esta bien dilucido. Puede ser debido a pérdida de plasmidos, cuando se
sabe que los genes de EPS tienen localizacion plasmidica (Macura & Townsley, 1984;
Neveet al.,1988) pero que puede ser debida a los elementos genéticos mdéviles como las
secuencias de insercion (IS) o a una inestabilidad gendmica generalizada, que incluya
delecciones y reagrupamientos. Ambos fenémenos fueron observados y descritos, por
ejemplo, en S.termophilus (Gancel and Novel, 1994; Stingelet al.,1996). El
polimorfismo genético se puede producir por transferencias horizontales, o
recombinaciones entre secuencias mas o0 menos relacionadas, este hecho esta
demostrado en un estudio realizado tambiénSenermophilus(Vaughanet al., en
1995;Charron-Bourgoing et al.,2001).
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Las regiones mas conservadas son la que codifican para glicosiltransferasa, el
resto son variables. Podemos encontrar pseudo-genes, cuando contienen cambios en el
ORF o cédones de terminacion. También existen los genes mosaico que tienen una alta

divergencia con secuencias relacionadas (De Vuyst et al.,2001).

En todas las bacterias productoras de EPS, al igual que para las bacterias del
acido lactico, su rendimiento de produccién depende de la composicién del medio y de
las condiciones de crecimiento (Deggeisal.,2001). La biodisponibilidad en el medio
de los azucares que formaran parte del oligosacarido contribuye positivamente a la
biosintesis de determinados EPS, si no, los microorganismos poseen rutas enzimaticas
alternativas que favorecen la conversion de determinados azlcares necesarios, por
ejemplo UDP-galactosa se puede sintetizar a partir de galactosa-1-P por la ruta de Leloir
(Maxwell et al.,1962) o bien tras una epimerizacion desde UDP-glucosa.
Bradyrhizobium japonicum posee las enzimas de la ruta degradativa de
DeLey/Doudoroff (DeLey & Doudoroff 1957) que provee a las células de UDP-

glucosa.

5. 3. - Objetivos

Justificacion y planteamiento de objetivos:

La eleccion de la cepa B.7 @&aenibacillus jamilagpara realizar el estudio de
caracterizacion y localizacién genéticas implicadas en la biosintesis de EPS atendia a
los resultados de interés obtenidos en estudios previos, que globalmente conforman los
objetivos de un proyecto global de biorremediacion de residuos contaminantes de la
obtencion de aceite de oliva, mediante la obtencién de nuevos recursos aprovechables
(capitulo 1).

El biopolimero BP-7 es un heteropolisacarido constituido por dos fracciones, de
elevado peso molecular y de tipo anidnico obtenido por fermentacion de azlcares
mediante un cultivo puro deaenibacillus jamilagsepa B7, posteriormente recuperado

mediante precipitacion con etanol, dializado, liofilizado y pulverizado. La estructura de
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la cadena macromolecular estd compuesta por unidades de monosacaridos, siendo
mayoritarios siempre glucosa, galactosa, y manosa en diferentes relaciones segun la
fuente de carbono presente en el medio en el que se desarrolla la bacteria, también
pueden contener otros monosacaridos en menor proporcion arabinosa, ramnosa y en
forma de trazas fucosa y xilosa. Contiene una pequefia proporcion de acido glucurénico
y N-acetil glucosamina, conteniendo ademas grupos acetato, piruvato y sulfato. Las
caracteristicas y ventajas del producto en general, sus caracteristicas reoldgicas,
propiedades fisicoquimicas, su viscoelasticidad y gelificacion sinérgica, junto a la
determinacion de su toxicidad, son parametros que se han determinado con orientacion
a su utilizacion en la inductria, donde podemos destacar su capacidad de gelificaciéon
sinérgica en la que los valores de sinéresis son mejores que para otras mezclas utilizadas

en alimentacion (Guerra, 1999).

Todos los ensayos preliminares de cantidad, estructura y composicion quimica
del EPS producido por la cepa B.7Rigamilae, en las condiciones de cultivo 6ptimas,
junto a estudios de estabilidad, solubilidad y capacidades de modificar propiedades
reologicas especificas le conferian un probable caracter de utilidad en el ambito
industrial (Guerra 1999). Es también un biopolimero que carece de toxicidad alguna y
por otro lado su demostrado potencial biolégico (Ruiz-Bravo 2001), es una importante

caracteristica que le confiere poder inmunomodulador.

Asi pues, por la mayor productividad especifica de biopolimero y por el valor
potencial a nivel industrial y biolégico del biopolimero BP-7, nuestro estudio genético
se centré en la cepa B.7 d@aenibacillus jamilag para establecer las bases de
planteamientos futuros de mejora genética de la cepa, planteandonos para ello los

siguientes objetivos:

1. - Localizacion e identificacion de los genes responsables de la biosintesis

de EPS en el genoma de la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae.

2. - Caracterizacion de cada uno de los genes y elementos genéticos

implicados en la biosintesis de EPS en la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae.
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5.4. -Materiales y Métodos

5.4.1.- Localizacion e identificacion genética del operon de biosintesis del

exopolisacarido en la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae

5.4.1.1.- Busqueda en las bases de bibliografia y las bases de datos del
EMBL y GENBANK de los genes implicados directamente en la biosintesis de EPS

descritos en bacterias de interés.

- En primer lugar, realizamos una busqueda bibliogréafica, mediante la utilizacion
de palabras clave o descriptores, en el bioservidor NCBI (National Center for
Biotechnology Informatiorhttp://www.ncbi.nim.nih.goy/ a través de su servicio de
“Biblioteca Nacional de MedicinaRubMed, que tiene acceso a 12 millones de citas de
diversas revistas de ciencias de la vida, incluyendo nexos a muchas publicaciones que

con acceso directo y a otras fuentes bibliograficas relacionadas.

Palabras clave o descriptores Genes, operon, “cluster”, exopolisacarido, EPS,

bacterias.

- En segundo lugar, una vez obtenida la relacion de citas bibliogréficas,
seleccionamos aquellas referentes a bacterias de interés y en las que se hubiera realizado
un estudio genético completo, ya que era uno de nuestros objetivos a realizar con la

cepa B.7 de Paenibacillus jamilae

- En tercer lugar elegimos los genes esenciales de biosintesis de EPS descritos
paraXanthomonas campestrigor producir un exopolimero de gran interés industrial y
por estar disponible y completo el acceso a las secuencias nucleotidicas y de
aminoacidos en las bases de datos. Localizamos su secuencia en los servicios del
EMBL (European Molecular Biology Laboratory)t{p://srs.embl-heidelberg.deN° de
acceso U22511).
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5.4.1.2.- Alineamiento local y alineamiento mudultiple de las secuencias de
aminodacidos codificadas por los genes seleccionados e implicados en la sintesis de
EPS . Disefio de oligonucleétidos degenerados universales.

- Alineamiento local. Las secuencias de aminoacidos de los genes de bgiside
EPS en Xanthomonas campestrigGumA SWISS-PROT; Q56767 , GumB
SPTREMBL; Q56768 GumC SPTREMBL;Q56769, GumD SPTREMBL;Q56770,
GumE SPTREMBL;Q56771, GumF SPTREMBL;Q56772, GumG SPTREMBL;
Q56773 GumH SPTREMBL; Q56774, Guml SPTREMBL; Q56775 , GumJ
SPTREMBL;Q56776, GumK SPTREMBL;Q56777, GumL SPTREMBL;Q56778,
GumM SPTREMBL; Q56779 fueron utilizadas para realizar una busqueda de

homologias con secuencias similares contenidas en las bases de datos mediante la

realizacion un alineamiento basico local BLASTX 2.2.3 (Atschul et al., 1997).

- Posteriormente elegimos de entre el listado de secuencias de aminoacidos
similares de cada proteina, una vez obtenidos los BLAST de GumA, GumB, GumcC,
GumD, GumE, GumF, GumG, GUM, Guml, GumJ, GumK, GumL, GumM, un
conjunto de entre 3 y 16 secuencias, concretamente aquellas proteinas que pertenecieran
tanto a bacterias gram-positivas como a gram-negativas y que estuvieran alejadas entre

si filogenéticamente, para aumentar la probabilidad de divergencia genética.

- Alineamiento _multiple. Con las secuencias elegidas realizamos un

alineamiento con el programa informatico CLUSTALX, con el objetivo de encontrar las

zonas conservadas o de maxima identidad entre todas las secuencias alineadas.

- Las secuencias de aminoacidos conservadas tras realizar el CLUSTALX, de
entre 5 y 7 aminoacidos, nos servirian mediante la utilizacion del cddigo degenerado,
para disefiar la secuencia nucleotidica de los cebadores, con los que amplificariamos
directamente del genoma de la cepa B.Pdenibacillus jamilaemediante reacciones

de PCR sobre los genes homodlogos a los de biosintesis de EPS.
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5.4.1.3.- Extraccion de DNA cromosomico y amplificacion con las parejas de

oligonucledtidos degenerados disefiados.

La extraccion, purificacion y cuantificacion de DNA Blaenibacillus jamilagcepa
B.7, se realizé de acuerdo al método de Marmur de 1961 modificado segun se especifica

en el apartado 4.2.1 de materiales y métodos del capitulo 4. “Descripcion taxonémica”.

La extraccion de plasmido se realiz6 mediante métodos descritos en el manual de
técnicas de biologia molecular de Sambraakal., (1989) y con diferentes Kkits

comerciales Gibco®, Quiagen®, atendiendo a sus indicaciones respectivas.

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final dd, 5®n ciclos de
desnaturalizacion de DNA a 94° C durante 1 minuto, el anillamiento de los cebadores de
forma especifica, se realiz6é en los tres casos con una escalera de dos ciclos con T2 de
anillamiento descendente desde 55° C hasta 50° C durante 1 minuto y elongacién a 72°
C el tiempo necesario en cada caso, se realizan 25 ciclos, para ello empleamos la
polimerasa Amplitag de PerkinElniér Los tiempos de elongacion varian segun el
tamano del fragmento amplificado que esperabamos en cada caso: DegGumC: 1minuto;

DegGumbD: 30 segundos; DegGumE: 1 minuto.

Se trabajaba en todas las reacciones de PCR con un control positivo, uno
negativo (ausencia de DNA), con solo el cebador F y con sdlo el cebador R para prever

los fragmentos falsos positivos por uniones inespecificas.

5.4.1.4.- Clonacién, secuenciacion y analisis bioorfnatico de las secuencias

obtenidas.

- La clonacién del fragmento amplificado por reacailenPCR y concentrado
mediante el sistema Microcon-100 (Millipore), se realiz6 en el vector comercial
PpGEMT (Promega), de acuerdo a las indicaciones de los manufacturadores. La
secuenciacion de un clon positivo se realizdé con los oligonucleétidos SP6 y T7, en

ambos sentidos.
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- El andlisis bioinforméatico se realizd, en primer lugar con la traduccion de la
secuencia nucleotidica a aminoacidos mediante el programa informatico de analisis de
secuencias genéticas GP version 2.0, en los diferentes marcos abiertos de lectura.

Posteriormente se realizé una comparacion local con las secuencias existentes de

las bases de datos mediante un BLAST.

5.4.1.5.- Secuenciacion completa de genes implicadosla biosintesis de EPS de

Paenibacillus jamilae

Una vez localizado e identificado un fragmento de un gen de sintesis del
exopolisacarido d@aenibacillus jamilagorocedimos a la ampliacién de la secuencia

nucleotidica en ambas direcciones 5’ y 3'.

5.4.1.5.1.- Busqueda fisica mediante Southern Blot del agrupamiento

cromosémico que contiene el fragmento de gen de biosintesis de EPS identificado.

Para la busqueda del cluster en el cromosoma bacteriano de la cepa B.7 y la
amplificacion de la secuencia nucleotidica flanqueante se procedié elaborando una
sonda con los 113 nt conocidos, marcada con digoxigenina y rastreando el cromosoma

completo con dicha sonda, mediante Southern blot.
- Elaboracion de sonda marcada con digoxigenina.
La elaboracién de la sonda no radiactiva se reahedliante una reaccion de
normal de PCR, utilizando como molde el clon positivo de pGEMT con las 113pb ya
identificadas como gen implicado en la biosintesis del EPS, con los oligonucleétidos

especificos:

113F: 5’-ATGAGTTTGGTGGGGCCGCGT-3
113R: 5’-GCCCATCCCGATGCCGGGA-3
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La mezcla equimolar de los cuatro desoxinucleétidos (Promega) utilizada contiene
uno de los nucledtidos dTTP, en la proporcion de 1/3 sustituido por un nucleétido
marcado con digoxigenina- dUTP* (Boerhinger).

Para tener un control positivo de la reaccion, realizamos de forma paralela una
reaccion de PCR con una mezcla equimolar de los cuatro desoxinucleétidos, sin marcar.

Se purificd la sonda mediante el sistema Microcon (Millipore) de tamafio de poro
adecuado para sélo quedarnos con el fragmento de 113pb.

- Southern Blot:

- En primer lugar obtuvimos fragmentos de DNA cromosomico de la cepa B.7
de Paenibacillus jamilaecon una bateria de enzimas de restriccion, que abarcaban un
rango de corte amplio.

Las enzimas de restriccion utilizadas, las condiciones de utilizacion y los

tampones necesarios se describen en la siguiente tabla:

Tabla 5.1. Condiciones de reaccion de las enzimas de restriccion

Enzima Casa comercial | Diana o blanco Tampon T2 de Incubacion | Tiempo
Restriccion

Apa | Biolabs GGGCC'C NEB4/BSA 25°C 2h.
Ase | Biolabs AT T'AAT NEB3 37°C 2h.
Ava | Biolabs C'PyCGPuG NBE4 37°C 2h.
BamH | Biolabs G'GATCC NBE-BamH/BSA | 37°C 2h.
Bgl | Biolabs GCCNNNNNGGC NBE3 37°C 2h.
Bgl Il Biolabs A'GATCT NBE3 37°C 2h.
BstE Il Boehringer G'GTNACC B(azul) 60°C 2h.
Dpn | Biolabs GA*TC NBE4 37°C 2h.
EcoR | Biolabs G'AATTC NBE-EcoRI 37°C 2h.
EcoR V MBI-F GATATC (blanco) 37°C 2h.
Hind 111 Biolabs A'AGCTT NBE2 37°C 2h.
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Hpa | Biolabs GTT'AAC NBE4 37°C 2h
Kpn | Boehringer GGTACC L(gris) 37°C 2h.
Mfe | Biolabs C'AATTG NBE4 37°C 2h.
Noc | Biolabs C'CATGG NBE4 37°C 2h.
Not | Boehringer GC'GGCCGC H(rojo) 37°C 6-8h.
Pac | Biolabs TTAAT TA'A NBE1+BSA 37°C 6-8h.
Pst 1 Biolabs CTGCA'G NBE3 37°C 2h.
Sal | MBI-F G'TCGAC (blanco) 37°C 2h.
Sma | Biolabs CCC'GGG NBE4 25°C 2h.
Xba | MBI-F T'CTAGA H(rojo) 37°C 2h.
Xho | Boehringer C'TCGAG H (rojo) 37°C 2h.

Una vez obtenidos los fragmentos del cromosomapsgaen en varios geles de
agarosa del 0,8 % (10 muestras por gel), durante toda la noche a 20V. Se tifi0 el gel con
bromuro de etidio y se expuso a la luz UV durante 5-10 minutos para favorecer la
transferencia del DNA cortado a la membrana.

- Transferencia del DNA a la membrana de Nylon (Hybond H+):
Se realizé mediante el paso sucesivo de diferentes disoluciones con un sistema de vacio.
- Revelado con un sistema colorimétrico.
La transferencia y el revelado se realizaron de acuerdo a Sanebqlt 986
- Analisis de los tamafiosmediante un software de analisis de los fragmentos.
Realizamos una tabla que indica el tamafio estimado para cada fragmento que contenia

en cada caso parte del gen marcado o su totalidad.

5.4.1.5.2.- Obtencién de productos nucleotidicos adyacentes a la secuencia inicial

amplificados por reaccion de PCR inversa y/o PCR larga.
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El método de PCR inversa consiste en la amplificag@secuencias de DNA
adyacentes a una region de DNA conocida y localizada en el genoma (southern Blot),

especificamos su desarrollo a continuacion:

- Habra “n” fragmentos resultantes de cada corte del DNA con las enzimas de

restriccion, solo algunos contienen la secuencia ya identificada (recuadro azul).

- Reaccion de religacion. Se realizé una reacc®hgdcion con con Al de
Ligasa T4 (New Egland Biolabs), conllge tampon correspondiente, conl Hje
distintas diluciones de los productos de las reacciones de restriccion: 1; 1:10; 1:20; 1:50
y 1:100, a un volumen final de 10/5iguiendo las condiciones especificadas para dicha
enzima: 16° C, durante toda la noche para favorecer la ligacion.

Habra “n” religados, entre los cuales deben exisjuedos que contengan el
fragmento conocido de 113pb. Estos seran las muestras con las que se realizan las
reacciones de PCR inversa con oligonucleétidos disefiados en direcciones opuestas a la
direccién normal para obtener un producto de PCR. El tamafio debe ser predicho en

funcién de los tamarfios obtenidos en el Southern blot para cada enzima de restriccion.

Tabla 5.2. Oligonucleétidos para las reacciones de iRGersas

Oligonucleétido Secuencia (Orientacion 5'-3’) Producto de| Tamafio
PCR pb
Inv120F ATTCCAAAATACATGGTGAAG Ase 600
INV120R TTCCTCACGGAACTGATCCAC Mfe 1200
IHindllIF(IPCR1) | CATGGGCATCCAGCGGAAGCGCC Hindlll 3500
IHindIIR(IPCR2) GGTTTGGCCTATACTAATGCGCGTGAAGC [ EcoRI 5000
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InVEcoRIF CACTATCGCCTATTATAGCATACCG InEco 2400
CCGGAGTATTTATCCCTATCCATCCG

InvEcoRIR Pstl 5800

InvkpnIF CGCTAAGCAGAGTGTAAGC Kpn 1200

InvkpniR GCCAAAACGAAGCATCGGAG

- Para los fragmentos mayores de 2500-3000 pb se realizaron reacciones de PCR
largas, que son especificas porque se realizan con una polimerasa capaz de amplificar
sin error hasta mas de 20000pb (XL-Polimerase de Perkin Elmer). Las reacciones con
esta enzima se realizan a un volumen final de [108a ciclos de dos pasos,
desnaturalizacion a 95° C durante 30 segundos y anillamiento de oligonucleoétidos y
elongacion juntos a la misma temperatura 72° C durante el tiempo necesario,

aproximadamente 1 minuto por Kb a amplificar.

- En determinados casos, se secuenciaron directamente los productos de PCR
tras su purificacion y concentracion con el sistema Microcon-100 (Millipore). En los
gue no fue posible la secuenciacion directa, se hizo necesaria su clonacion en pGEMT
y posterior secuenciacién con los oligonucleétidos SP6 y T7 y los oligonucleétidos

internos diseflados una vez conocida la secuencia.

Posteriormente la secuencia fue ampliada y se disefiaron oligonucleétidos para

nuevas PCR inversas en cada caso.

Con todos los datos de secuenciacion de los fragmentos obtenidos por reacciones

de PCR construimos de forma ordenada la secuencia nucleotidica total.

5.4.2.-Analisis y caracterizacion de la secuencia daotidica del operon de sintesis

de EPS de Paenibacillus jamilae

5.4.2.1.- Analisis bioinformatico del operén

Realizamos los siguientes apartados:
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Determinacion de los posibles genes (ORFs) del operon mediante el programa

informatico GP.

- Localizacion de secuencias nucleotidicas de interés: SD o RBS en base a la
secuencia terminal del RNA 16S de la cepa B.P gemilae. Localizacion de
promotores (posiciones —35 —-10y +1) y terminadores transcripcionales.

- Representacion grafica del operdn de biosintesis de EPS.

- Analisis de restriccion mediante el programa informéatico GP.

- Traduccion de la secuencia de nucleétidos a aminoacidos.

- Andlisis bioinformatico para asignar funciones posibles a las proteinas, mediante

la realizacion de un BLAST.

- Localizacion de secuencias y dominios conservados.

- Finalmente realizamos un esquema resumen de todo el analis bioinformatico.

5.5. — Resultados

5.5.1.- Localizacién e identificacibn genética del operdn de biosintesis del
exopolisacarido en la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae

5.5.1.1.- Estudios genéticos implicados directamente en la biosintesis de EPS

descritos en otras bacterias de interés.

- Las primeras conclusiones de las estructuras genéticas completas de
polisacaridos de interés industrial fueron realizadas s@aréhomonas campestris
(Hotte, B., et al., 1990; lelpi et al., 1993; Koplin et al. 19Rhizobium melitoti
(Glucksmann et al., 1993)Pseudomonas solanacearufactualmente Ralstonia

solanacearumn(Huang y Schell 1995; Tseng et al. 1999).

- Hay estudios genéticos avanzados en bacterias en las que el EPS juegan un
papel potenciador de las causas de enfermedades infecciosas, por ejemplo Streptocuccus
pneumoniae(Kolman et al. 1996; Morona et al. 1997; Kolman et al. 1997). En otras
especies bacterianas el EPS favorece asociaciones simbioticas y enfermedades en

plantas, son por ejempRradyrhizobium japonicurtBecker et al. 1998).
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- En los ultimos afios se ha producido un avance espectacular en el estudio
estructural, genético y funcional de los exopolisacaridos de bacterias del acido lactico
(BAL) por su gran interés en la industria alimentaria. Desde, por ejemplo, la
caracterizacion molecular del EPS Hactococcus lactigKranenburg et al. 1997;
Kranenburg et al. 2000), cuya localizacidon genética es plasmid&teeptococcus
termophilus(Stingele et al. 1996; Lemoine et al. 1997;Low et al. 1998) aumentando la
posibilidad de mejora en la produccion y calidad de EPS mediante ingenieria de
Carbohidratos (Charron-Bourgoin et al. 2001; Vuyst et al. 2001).

- El nidmero de accesd _22511en el servidor del EMBL nos proporciond la
secuencia nucleotidica y su codificacién en aminoacidos para cada uno de los genes del
operon de biosintesis de EPSX#nthomonas campestris.

XC22511 standard; DNA; PRO; 16075 BP.
U22511;

U22511.1
15-APR-1995 (Rel. 43, Created)
04-MAR-2000 (Rel. 63, Last updated, Version 4)

Xanthomonas  campestris GumA, GumB, GumC, GumD, GumeE, GumF, GumG,
GumH,Guml, GumJ, GumK, GumL, and GumM genes, complete cds.

Xanthomonas campestris
Bacteria; Proteobacteria; gamma subdivision; Xanthomonas group;
Xanthomonas.

Referencia 1. 1-16075

Referencia [3]1-16075

Pollock T.J.;

Submitted (13-MAR-1995) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
Thomas J. Pollock, Shin-Etsu Bio, Inc., 6650 Lusk Blvd., Suite B106,
San Diego, CA 92121, USA

SPTREMBL; Q56768; Q56768.

SPTREMBL; Q56769; Q56769.

SPTREMBL; Q56770; Q56770.

SPTREMBL; Q56771; Q56771.

SPTREMBL; Q56772; Q56772.

SPTREMBL; Q56773; Q56773.

SPTREMBL; Q56774; Q56774.

SPTREMBL; Q56775; Q56775.

SPTREMBL; Q56776; Q56776.

SPTREMBL; Q56777; Q56777.

SPTREMBL; Q56778; Q56778.

SPTREMBL; Q56779; Q56779.

SWISS- PROT: O56767: IHFA XANCP.

Figura 5. 1. Resultado de la busqueda bioinformética del operdn de biosintesis de

Xanthomonas campestmes el bioservidor SRS del EMBL. Numero de acceso U22511.
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5.5.1.2.- Oligonucledtidos degenerados universales.

- Resultados del alineamiento local

Los resultados del alineamiento local de una proteina son unos listados
resultantes de la comparacién con todas las proteinas mas similares encontradas en las
bases de datos en orden sucesivo respecto al grado de similitud (%) del fragmento de
secuencia comparable. En la siguiente tabla mostramos el acceso a cada uno de los
BLAST completos de cada proteina de biosintesis de EPS de Xanthomonas campestris

Tabla 5.3. BLAST de cada uno de los genes geirdanthomonas campestris

Proteina deXanthomonas campestris N° de BLAST

GumA SWISS-PROTQ56767 BLAST: RID: 1031129573-012225-22960
GumB SPTREMBL;Q56768 BLAST: RID: 1031129769-015907-15288
GumC SPTREMBL; Q56769 BLAST: RID: 1031130011-020956-10574
GumbD SPTREMBL;Q56770 BLAST: RID: 1031130145-023639-28787
GumE SPTREMBL;Q56771 BLAST: RID: 1031130228-025264-18311
GumF SPTREMBL;Q56772 BLAST: RID: 1031130509-0586-26567
GumG SPTREMBL;Q56773 BLAST: RID: 1031130595-01995-1243
GumH SPTREMBL;Q56774 BLAST: RID: 1031130727-04568-1341
Guml SPTREMBL;Q56775 BLAST: RID: 1031130792-05801-1207
GumJ SPTREMBL;Q56776 BLAST: RID: 1031130856-06891-1189
GumK SPTREMBL;Q56777 BLAST: RID: 1031130933-08320-30014
GumL SPTREMBL;Q56778 BLAST: RID: 1031131001-09466-24486
GumM SPTREMBL;Q56779 BLAST: RID: 1031131051-010302-1017

- Resultados del alineamiento multiple

A continuacion mostramos la seleccién de las secuencias proteicas de
la lista general de cada BLAST (Tabla5.X) con las que se realiz6 el alineamiento con el
programa CLUSTALX.
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Tabla 5. 4. Secuencias proteicas utilizadas para realizar el alineamiento multiple

Proteina Denominacion en bases de datos - Nimero de acceso Organismo

GumA AAL42192.1 Gl:1773958AE009081.1
AA1702428 GI:227370
BAB05028.1 GI:10173925P001511.1
1904151A
BAB35842.1 GI:13361888P002558.1
BAB35842.1 GI:13361886P003014.2
CAD15285.1 GIl:17428598L646065.1
A38173 GI:79156
CAC45837.1 GI:15074198L591786.1
BAB95227.1 GI:2120453AP004827.1
AAF94381.1 GIl:965570AE004202.1
AAM41733.1 GI:2111361AE012357.1
AAF83553.1 GI:91056332E003916.1
AAD53893.1 GI:583428%F176314.1

GumB CAB57195.1 GIl:6009988J243431.1
AAL42247.1 Gl:17739642E009086.1
AAD30002.1 Gl:480890&F118249.1
CAA54880.1 GIl:60042&77921.1
BAA04775.1 Gl:74766821242.1
BAB54319.1 GI:14027728P003014.2
CAD18171.1 GIl:117431498L646082.1
CAC45812.1 GI:1507416AL591786.1
BAA17224.1 GIl:165230D90904.1
BAC09320.1 GI:2229549AP005375.1
AAF94098.1 GI:965539AE004176.1
AAL28080.1 GI:1675572AF427012.1
AAF85169.1 GIl:9107546E004046.1

GumC CAA75431.1 GI:2808460'15162.1
AALA45588.1 GIl:17743308\E009408.1
AAC04825.1 GI:2921558F039306.2
CAB43868.1 GIl:497203AJ238695.1

CAA54882.1 GI:60043X77921.1
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Agrobacterium tumefaciens
Bacillus caldolyticus
Bacillus halodurans
Bacillus Subtilis

E. coli

Mesorhizobium loti
Ralstonia solanacearum
Serratia marcensces
Sinorhizobium meliloti
Staphylococcus aureus subsp. aureus
Vibrio cholerae
Xanthomonas campestris
Xylella fastidiosa
Zymomonas mobilis
Acintobacter lwoffii
Agrobacterium tumefaciens
E.coli

Erwinia amilovora
Klebsiella pneumoniae
Mesorhizobium loti
Ralstonia solanacearum
Sinorhizobium meliloti
Synechocistis sP.CC 6803
Thermosynechococcus elongatus
Vibrio cholerae
Xanthomonas campestris
Xylella fastidiosus
Acinetobacter johnsonii
Agrobacterium tumefaciens
Bradirhizobium japonicum
E.coli

Erwinia amylovora
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GumbD

GumE

GumF

BAB88845.1
BAB49307.1
AAC33460.2
CAC49486.1
AAD35728.1
AAF94099.1
AAL28079.1
AAF85168.1
AAK15032.1

AAD34733.1
AAK87033.1
AAK80286.1
AAC75108.1
BAB88843.1
BAAQ04785.1
BAB54317.1
AAG05619.1
AAL21007.1
CAC45810.1
AAC44071.1
AAF94096.1
AAAB6372.1
AAF85166.1
AAL02642.1
AAA86373.1
AAF85165.1
CAB13225.1
AAK80982.1
CAC96225.1
BAB48435.1
AAM31380.1
BAB57212.1
AAA86374.1
AAF85164.1

G1:2008634AB059427.1
G1:14022698P002998.2
GI:871452AF067140.2
Gl:1514097RL603645.1
Gl:4981168E001738.1
GI:9655398E004176.1
Gl:1675571%F427011.1
GI:910754AE004046.1

Gl:1318302&F236053.1

Gl:4972658F131869.1
Gl:1515628 AE008051.1
Gl:1502533&E007733.1
Gl:178836AE000295.1
G1:20086338B059427.1
Gl:747673821242.1
Gl:1402772AP003014.2
G1:9948256E004649.1
Gl:1642063AE008793.1
Gl:15074168L591786.1
Gl:131457851197.1
GIl:965539AE004176.1
Gl:733149J22511.1
G1:9107548E004046.1
Gl:1561914AEQ008577.1
Gl:733148J22511.1
GI:9107542E004046.1
Gl:263372299111.1
Gl:1502610AE007801.1
Gl:16413458L596167.1
G1:1402182AP002996.2
Gl:20906192E013404.1
Gl:1424682pP003361.2
Gl:73314U22511.1

GI:910754AE004046.1
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Gluconobacter xylinus
Mesorhizobium loti

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
Sinorhizobium meliloti

Thermotoga maritima

Vibrio cholerae

Xanthomonas campestris

Xylella fastidiosa

Zoogloea ramigera

Aeromonas hydrophila
Agrobacterium tumefaciens
Clostridium acetobutilicum
E.coliK12

Gluconobacter xylinus
Klebsiella pneumoniae
Mesorhizobium loti
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella tiphymurium
Sinorhizobium meliloti
Sphingomonas sf$88
Vibrio cholerae
Xanthomonas campestris
Xylella fastidiosa
Rickettsia conorii
Xanthomonas campestris
Xylella fastidiosa

Bacillus subtilis
Clostridium acetobutylicum
Listeria innocua
Mesorhizobium loti
Methanosarcina mazei
Staphylococcus aureus
Xanthomonas campestris

Xylella fastidiosa



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

GumG CAB13225.1 Gl:263372399111.1 Bacillus subtilis
BAB48435.1 GI:1402182AP002996.2 Mesorhizobium loti
BAB57212.1 Gl:14246820P003361.2 Staphylococcus aureus
CAA55208.1 GI:58183K78451.1 Xanthomonas campestris
AAD31525.2 GI:5391444F147035.2 Xanthomonas oryzae
AAF85164.1 GIl:910754AE004046.1 Xylella fastidiosa

GumH CAA64436.1 GI:132169(x94981 Gluconacetobacter xylinus
AAK05020.1 GI: 12723856 AE006326 Lactococcus lactis subsp. lactis
AAM30838 GI:2090558RE013343 Methanosarcina mazé&soel
AAM37429.1 GI: 2108852E011898 Xanthomonas axonopodis pv. citri
AAA86376.1 GI:733149U22511.1 Xanthomonas campestris
AAF85163.1 GI:910754BE004046 Xylella fastidiosa

Gumi BAA23165.1 GI:258878B49835.1 Homo sapiens
AAMO07108.1 GI:1991782@E011087.1 Methanosarcina acetivorans C2A
AAM37428.1 GI:2110885AE011898.1 Xanthomonas axonopodis pv. citri
AAA86377.1 GI:73315@22511.1 Xanthomonas campestris
AAD31527.1 Gl:487799AF147037.1 Xanthomonas oryzae

GumJ AAK88642.1 GI:1515836RE008205.1 Agrobacterium tumefaciens

CAB15577.1 GIl:263608899122.1
CAA54890.1 GIl:60043%77921.1
BAB36274.1 GI:13362318P002559.1
AAK04310.1 GI:1272306&E006259.1
BAB51749.1 GI:140251438P003006.2
AAB95421.1 GIl:276655AF040104.1
S40176 GI:628539

AAM62295.1 GI:2155273AF402095.1
AAA86378.1 GI:73315122511.1
AAF61109.1 GI:7340158F231923.1
AAF85161.1 GI:9107538E004046.1

Bacillus subtilis

Erwinia amylovora

Escherichia coli0O157:H7
Lactococcus lactis subsp. lactis
Mesorhizobium loti

Rhizobium leguminosarum
Sinorhizobium meliloti
Streptococcus pneumoniae
Xanthomonas campestris
Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Xylella fastidiosa

- No hubo resultados positivos en todos los alineamientos realizados con todas las
proteinas analizadas (GumA-GumM), es decir, no se encontraron zonas conservadas de
entre 5 y 7 aminoacidos contiguos que nos permitiera el disefio de oligonucleétidos

Gtiles en todos los casos, para la reaccion de PCR.
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- Presentamos sélo las zonas de los alineamientos (Figura 5.2; Figura 5.3 y Figura
5.4) utilizadas en el disefio de los oligonucleétidos degenerados (Tabla 5.5), resultantes
de los alineamientos especificos de las proteinas similaBesréC, GumD y GumJ
que fueron posteriormente utilizados para la probable amplificaciéon por PCR de dichos

genes en Paenibacillus jamilae

Alineamiento GumcC:

oD DD 3 O OFT e e 3 L

* ¥ % |

Yanthomonas
Streptococcus
B subtilis

Cl acetobutyli
Staphilococous
E.cali
Salnonella
Synechocystis
Bordetella
Hetanobacteriu

oo g o o g rd rd sk

Figura 5.2. Alinamiento secuencias homologas de GumcC, los recuadros enmarcan las

zonas de méaxima anologigl * aa idénti¢os; : aa positips y . aa similares

- Los aminoé&cidos conservados mayoritariamente han sido HVEAGLRS y SGGVQEE,
estan separados por un total de 190 aminoacidos. La distancia equivalente entre ambas
zonas conservadas corresponde a 570 nucleotidos. Los oligonucledtidos disefiados a

partir de estas secuencias se denominaron DegGumC570F y DegGumC570R.

Alineamiento GumD:

Xanthomona=zcam
Xfastidio=a
Aeromonashydro
E. coli
Stiphvymurium
Kpeunonias
Vcholerae
Agrobacterium
Smeliloti
Hloti
Pasrugino=a
Gluconobacterx
Sphingomonas
Clostridiunace

LN Bt Y R Y
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Figura 5.3. Alinamiento secuencias homélogas de GumD, los recuadros enmarcan las

zonas de méaxima anologigl * aa idénti¢os; : aa positiyps y . aa similares
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- Los amino&cidos conservados mayoritariamente han sido MSIVGPRP vy
PGITGWAQ, estan separados por un total de entre 23 6 26 aminoacidos. La distancia
equivalente entre ambas zonas conservadas corresponde a 114 6 126 nucledtidos
(media 120 nt). Los oligonucledtidos disefiados a partir de estas secuencias se
denominaron DegGumD120F y DegGumD120R.

Alineamiento Gum E:

Enterococcushi
lanthononas
Baubtilis
Aquifex
Thernatoga
Strep.coelicol
Snechocystis
Barrelia

L B o T R

I
[
R
K
L
()
(
K

Figura 5.4. Alinamiento secuencias homologas de GumJ, los recuadros enmarcan las

zonas de méaxima anologigl * aa idénti¢bs; : aa positivps y . aa similares

- Los aminoacidos conservados mayoritariamente han sido SGGTGGH y RAGAGAI,
estan separados por un total de entre 262 6 278 aminoacidos. La distancia equivalente
entre ambas zonas conservadas corresponde a 835 nucledtidos maximo. Los
oligonucledtidos diseflados a partir de estas secuencias se denominaron DegGumJ835F
y DegGumJ835R.

*Los nombres de los oligonucleétidos o cebadores correspondeag&sumXNCeF o
DegGumXN°R

Deg = Oligonucledtido Degenerado

GumX = La letra de la proteina inicialmente utilizada en los alineamientos local y
multiple.

N° = El tamafio en nucledtidos del producto de PCR esperado.

F: (Forward: Directo— Direccion 5’-3")

R: (Reverse: Inversot——  Direccion 3'-5)
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Tabla 5.5. Oligonucle6tidos degenerados disefiados sobre los alineamientos.

Cebador* Secuencia de aa conservada  Secuencia de nt (Orientacién 5’-3’)
DegGumC570F HVEAGLRS CAYRTNGARGCNGGNYTNMG
DegGumC570R SGGVQEE GCYTCYTCYTGNANNCCNCC
DegGumD120F MSIVGPRP HTNWSNYTNGTNGGNCCNMGNCC
DegGumD120R PGITGWAQ GCCCANCCNGTDATNCCNMGNCC
DegGumES835F SGGGTGGH RCNGGNGGNGGNACNGSNGGNCAY
DegGumE835R RAGAGAI TCNGCNAYNGTNCYNGCNCCNSYNC

- Amplificacion por reaccion de PCR con los oligonucleotidos
degenerados de fragmentos de genes homodlogos a los de biosintesis de EPS en el

genoma de Paenibacillus jamilaepa B.7.

Tras la extraccion de DNA gendmico, cromosémico y plasmidico, no se revelo
la existencia de plasmidos en la cepa B.Pdenibacillus jamilaepor ninguna de los
métodos utilizados. Asi la busqueda de la localizacién del operén fue directamente

sobre el DNA cromosomico, purificado y cuantificado.

Sélo obtuvimos un resultado positivo, que mostramos a continuacion, de entre
todas las reacciones de PCR realizadas. Con los oligonucleotidos degenerados
DegGumbD (tabla 5.3), obtuvimos un fragmento=dd5 pb, que coincidié, segun la
distancia en aminoéacidos (38- 42 aa totales) descrita en el analisis de las regiones

conservadas (Fig.5.5).

-122 -



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

Pstl A B C D F

=115 pb

Figura 5.5. Andlisis electroforético de las reacciones de PCR realizadas con los
cebadores degenerados Degt120F-R Gel de agarosa del 3,5%, A: control
negativo, sin DNA, B: sin oligonucledtidos, C: con el oligo F solamente, D: con el
oligo R solamente, F: Con la pareja de oligonucleotidos

5.5.1.3.- Clonacion, secuenciacion y analisis bioinformatico de los fragmentos

amplificados.

Los resultados de la secuenciacion de un clon positivo de pGEMT en ambos
sentidos de las cadenas mediante los oligonucleétidos SP6 y T7 corroboré el tamafio
definitivo del fragmento de PCR y su composicion especifica en nucleoétidos:

>Secuencia nucleotidica: 113 pb
ATGAGTTTGGTGGGGCCGCGCCAGAACGACCCTATTATGTGGATCAGT
TCCGTGAGGAAATTCCAAAATACATGGTGAAGCATCATGTTCGICCCGG
CATCACGGGATGGGC

>Secuencia Proteica: 37aa
MSLVGPRPERPYYVDQFREEIPKYMVKHHVRPGITGW
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Los primeros datos concluyentes de que habiamos obtenido una porcién de un gen
implicado en la sintesis de polisacarido caracteristico de la cepa Paediacillus
jamilaefueron obtenidos en el BLAST, en el que encontramos que nuestra secuencia de
37 aminoacidos tenia valores de alta similitud con proteinas de biosintesis de
exopolisacarido en otras especies bacterianas. Las similitudes de mayor interés se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5.6. Similitudes en composicion de AA del fragmento de 37AA de P.jamilae

NGmero Similitud
Proteina (N° de Acceso) Especie Bacteriana (% ldentidades-
de AA o
% Positivos)
Glicosiltransferasa (AF238861) Lactobacillus 466 64-85
rhamnosus
Transferasa envuelta en la sintesis de lipopolisacaridimstridium 261 58-80
(AEO0Q7733) acetobutylicum
Proteina de Biosintesis de Exopolisacarido (AE001737) Thermotoga 408 56-77
maritima
Colanico-UDP-glucosa transferasa al transportadéscherichia coli 464 54-75
lipidico probable (AE000295)
UndecaprenilfosfatoGlucoFosfotransferasa Aeromonas 485 48-75
WcaJ (AF131869) hydrophila
GumbD (U22511) Xanthomonas 484 48-66
campestris
Glicosiltransferasa-Biosintesis de CPS (D21242) Klebsiella 465 52-71
pneumoniae
Fosfo-prenol-glucosa-1-fosfotransferasa  (X93149) Acetobacter xylinus 532 47-59
UDP-galactosafosfotransferasa (AL139077) Campylobacter 200 48-58
jejuni
Proteina similar a las de biosintesis de polisacériBacillus subtilis 202 48-61
(Z299121)
UDP-galactosafosfotransferasa (AJ243431) Acinetobacter 203 47-63
Iwoffii
Galactosiltransferasa exopolisacaridica Streptococcus 227 40-58
(Z298171) thermophilus
Galactosil-1-fosfotransferasa Synechocystis sp. 243 38-63
(D90914)

Habiamos localizado e identificado parcialmente uno de los genes que participaban
en la biosintesis de EPS en la cepa B.7 de P.jamilae
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5.5.1.4.- Secuenciacion completa de los genes implicados en la biosintesis de EPS

de Paenibacillus jamilae y genes adyacentes.

5.5.1.4.1.- Busqueda fisica mediante Southern Blot del agrupamiento

cromosémico que contiene el fragmento de 113 pb identificado.

- Elaboracion de la sonda marcada con digoxigenina

La sonda aparece en el gel con un peso molecular mayor que el control positivo

debido a las inserciones de dUTP-digoxigenina.

A PstlSonda* Control

]

200pt —

- =@ <« 1130l
Figura 5.6. Analisis electroforético en gel de agarosa del 3,5% del marcaje con

digoxigenina de la Sonda 113nt para Southern Blot.

- Southern Blot:

- Una vez obtenidos los fragmentos de restriccion de DNA cromosémico de la
cepa B.7 dd?aenibacillus jamilaecon una amplia bateria de enzimas de restriccion, se
separaron en gel de agarosa (Figura 5.X), se transfirieron a una membrana de Nylon y

se hibridaron con la sonda 113pb, dando una Unica sefial en todos los casos(Figura 5.X).
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Finiira 5.7. Gel en 0.8% Anarnosa DNA cena- P. iamilae

Fioura 5.8. Southern blot con sonda 1-dinoxiaenin:

Los tamafios de los fragmentos fueron estimados en orden a las distancias de los
marcadores de peso molecular.
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Tabla 5.7. Tamarfos de los fragmentos obtenidos en los shouthern blot.

Enzima de | Tamafo del | Enzima de | Tamafo del | Enzima de | Tamafo del
Restriccion fragmento (pb) Restriccion fragmento (pb) Restriccion fragmento (pb)
BamHI <200 EcoRI 6000 Sall 15000

Asel 790 EcoRV 6600 Balll 15000

Mfel 1300 Pstl 9000 Smal 223000

Aval 1800 Hpal 10000 Xbal 223000

Hindlll 4700 Kpnl 11000 Notl 223000

- Ampliacion de la secuencia genética mediante PCRviersa y PCR larga.

Se fueron realizando las PCR inversas con los fragmentos de restriccion de
tamafnos predichos en orden creciente: Asel, Mfel, Hindlll, EcoRl, Pstl, Kpnl. Los
fragmentos de restriccion con extremos romos (p.e. Hpal, ECORV) o con posiciones
versatiles (p.e. Aval) no produjeron buenos resultados en la reaccion de PCR inversa,

podria ser debido a la menor eficiencia de ligacién frente a la de extremos cohesivos.

Los productos de PCR que necesitaron la metodojolgiz#nzima de PCR larga

para la obtencion de buenos resultados fueron los de Hindlll, EcoRlI, Pstl, Kpnl.

5.4.2.-Analisis y caracterizacion de la secuencia nucleotidica del operon de sintesis

de EPS de Paenibacillus jamilae

5.4.2.1.- Analisis bioinformatico del operon localizaal e identificado.

- Caodificacion de la secuencia completa nucleotidica y sus correspondientes

aminoacidos.

- Presentamos a continuacién la determinacién de los posibles genes (ORFs) del

operon mediante el programa informatico GP. La localizacion de secuencias
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nucleotidicas de interés: SD o RBS en base a la secuencia terminal del RNA 16S de la
cepa B.7 deP.jamilae, los posibles promotores (posiciones —-35 =10 y +1) y las

secuencias terminadoras transcripcionales probables.

- Mediante el programa informéatico GP hemos determinado los posibles genes
codificantes (ORFs), aparecen como podemos apreciar en la figura 5.9 ORFs
mayoritariamente en fase de lectura 1 y en fase de lectura 2; en fase de lectura 3
existe un posible ORF coherente. Se indican mediante lineas perpendiculares hacia
arriba los inicios (ATG) y hacia abajo las terminaciones de las proteinas probables
(TGA, TAA). Hemos determinado también la secuencia de aminoacidos en las
distintas fases de lectura, para establecer posteriormente, las similitudes con las

proteinas ya descritas en las bases de datos.

NG =000 0 1000 M Y 0 P o
® P e ey i el
* 00t o = o o 1550 e Sl s
T T s M e A T Tt (1IN
Lt ot il o= 8 == b= A ol

1Kh

Figura 5.9. Analisis bioinformatico con el programa GP de los posible genes en
el operén déPaenibacillus jamilaeFase de lectura 1: ORF1y ORF4. Fase de lectura
2: ORF3, ORF6-7, ORF 8-9, ORF 10, ORF 11 y ORF 12. Fase de lectura 3: ORF2.

Este primer analisis de la secuencia nucleotidica nos permitio establecer las
posibles secuencias de union del ribosoma o de Shine-Dalgarno (SD), por su posicion

inmediatamente anterior a la regiones probables codificadoras y también en funcion de
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la secuencia terminal del 16S RNA ribosémico de la cepa BPaderibacillus jamilae
(5'-AGGAGAAAA-3’). Ademas comprobamos las zonas promotoras, que encuentran
en zonas gendmicas no codificantes, delante de ORF definidas. Determinamos también,
mediante este andlisis, las posiciones relativas dentro del operén de las proteinas
posibles y localizamos posibles terminadores. Las posibles zonas promotoras y las
secuencias terminadoras coincidieron con zonas de secuencia de muy dificil

secuenciacion.

Para facilitar la revision de la secuencia nuclécgichtender a los codigos de

colores especificos:

Rojo: Codificacion de los ORF con homologias con glit@sikferasas.

Secuencias consenso de Promotores putativos dentro de secuencias reguladoras
de color negro. La secuenlO recuadrada y la secuencia -35 subrayada

Negro: Zonas no codificantes

: Secuencias SD o RBS (secuencias de unién al ritgsom
Posible terminador transcripcional.

Cada coloracion corresponde a un ORF obtenido por el andlisis informéatico

basado en el cédigo genético general.

Subrayados del mismo color que el ORkgonucleotidos PCR inversas

Figura 5.10. Secuencia nucleotidica completa 5'-3’

GCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCGGGATTGGGCAAATTCTGGTAGCCA 60

CACGCGGCGGAGA CECTTTCAGTGGAGTG 120

GTGTTTCACAGCTTGATAGGTTACCTTGATGGAGTTGGTCTCATACCTGTTATGATGCTG 180

TATCTTCTGCTGTATAAAAAGAAAATCCAATCACTCRIEAGBGATATATAATTATG 240
M
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GTTATTTTACTGATCTCACCTGCTTTTTTGCGCAGATGGTATTCTTATTTCGTAGT20CT
VILLISPAFLRRWYSYFVVS

TTTTTCGCAGCAGTATTTATCACTAAACTCATTAAGGCCCTTTGGGATAAGCAATRBEGGG
FFAAVFITKLIKALWDKQYG

TTAAAGGACTTTATTCGCAGTGTTTCAAAACTGTTTGTAATTGGAGTAGGATGCTREITA
LKDFIRSVSKLFVIGVGCLL

GTATTATTTTTATTTTTCAAGTCTTTTATTTTGCTTAGTATACGTGACGTAGGCAAABGG
VLFLFFKSFILLSIRDVGKG

GTATATGAGTATAACAATCATCCTCCTCTGGATAAATTTATTGAAATATTNIAITC 540
VYEYNNHPPLDKFIEMFEFENYF
GGTTTAATTACTATTATTTTGGTATTAACTGGGGCAGTTATTGGTGTTGCTTTTAABIAG
GLITIILVLTGAVIGVAFKK

ACTCGATATTTCGCTATTTTCTCAATATTACAGAGCTGCTTCGCTTATCTATTAATBBTCA
TRYFAIFSILQSCFAYLLIT

TCGGAGCAGTTTATGTCTCCTCAGCATATTTTATTGGTATCAACAGGTATGATGGTGEO T
SEQFMSPQHILLVSTGMMVL

GTTTTTCTGAATTACAATTATGTACTTTTAATAAAAAAACGCTTTGTGCAATTTTCGBIA
VFLNYNYVLLIKKRFVQFSYV

CCCAAAATGAACTTGATCCTCAAACTATTGCTTACACTCTGCTTAGCGATGAGTABABCTA
PKMNLILKLLLTLCLAMSTL

TTTATAGCTAATGGTTATTTCGTTAATTTGCAAACCACTATTGGAAABAGTACTA 900
FIANGYFVNLQTTIGKISVL

CCGAAACACACAGAGCCTCGAGTTAACAATGATATTGATGAGATCAAGGAAATAARGI GAA
PKHTEPRVNNDIDEIKEITE

TTTTTAAATAGTGTGTCAAGTCCAAGTAAACCTGTATATGTCATTTCAGGAACCTEIZDGT
FLNSVSSPSKPVYVISGTCC

TATGATGATGTTTTTAACAATTTGTATCTCCCTGATCAAAAAAATGCATTAAACTATOBNG
YDDVFNNLYLPDQKNALNYL

GCTCGTTCATCCTACAATGATGCTTTAGGATTTCCAAATTTATTATTGAGGTCTGGGIIAD
ARSSYNDALGFPNLLLRSGF

GTTGTAGTAGTTGAACCAATTGTATCGAATGAAATGGTTGTTAGGAAAACTGCTGARGI AT
VVVVEPIVSNEMVVRKTAEY

TTCCTCAATGGTCGATTTGATAATTATTCCGTGATAAAGACAGTTAATIAGTAAT 1260
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FLNGRFDNYSVIKTVNLVGN

ACAAAGGTCACTATTTTTGAGCGTATGAGGCCATTTTCTAATTCTTCATTGCAAGL3R0TA
TKVTIFERMRPFSNSSLQAL

AATGAAATGCAAAAAGAATTTTTTGACAGATATCCTGACAAAAAAGAACTATATAARST T
NEMQKEFFDRYPDKKELYKF

CTGATTATAGAGTTAATATTTCAAAAACTTACTCTGGATTGCCTAGTGTTGAAGTIAAGT
LITELIFQKLTLDCLVLKLS

TAACGCCGGATAGCATAACTATTCACCCTGGAGGAACCAACGATGTTCRRRAGIISTTIS500

*

TATATAGAAGTAGATTCACAAAAATCTCTTAAAAGATTGTCCTTTACAGCTTCTATGGAA 1560

ACGATATAGAAGTAGATTCACAAAAATCTCTTAAAAGATTGTCCTTTACAGCTTCTATGG 1620

AAACGATAGATAAGGATATAGCTAGAATACCGGAAGCTGCAGAAGTATATTTAACAATTT 1680

TAGGGGATGGGAAACAGATGAAAAAAGAGTATATTACAATTAACAACCCTGAAGTATTCG 1740

ATGTAGATATTTCTCAATATCAAAAAGTGGTGATTCAGGTTGATAAGGGAAATTCTCAAA 1800

TAATAATGATACTACTCAAATTAGTAATATTAAATTTAAATGATGTTCTGATTTATTAAA 1860

CTATCAACATACTATGTATA TAAATTTCAGAATACTGTCCGCTTTTTARAA 1920

AGTATTTTTGATATAATGGTTTTCAATTTAAATAAATATTCTTGTAAAGAAGGGGCTTC 1980
MVFNLNKYSCKEGAS

TATGTTTAAAACTATAACAATTCTTATACCTEARAATGAAGAAGAAGTTATTTACCA 2040
MFKTITILIPAYNEEEVIYQ

ACTTTATTCTCGCTTAACCAGAGTAATTGACTCTATTACAGGTTATCATTTTGAATZIAUT
LYSRLTRVIDSITGYHFELL

ATTCGTAAATGACGGAAGTAAGGATAACACGGTTGAAATTCTTAAABBTARSAA 2160
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FVNDGSKDNTVEILKNLGKK

GGATAGAAGAATTTCATTAGTGGACCTATCACGTAACTTCGGAAAGGAGGTTGCZZRUGAT
DRRISLVDLSRNFGKEVAMI

TGCCGGATTAGATTTTTCCGTGGGGAATGCTGTTGTGATTATCGATGCAGATCTZEZBUGGA
AGLDFSVGNAVVIIDADLQD

CCCTCCTGAATTAATTGTTGAGATGATTAAATACTGGGAGCAGGGCTATGATGAZBANTA
PPELIVEMIKYWEQGYDDIY

TGCGAAGCGGGCAACCAGAGCGGGGGAAACCTGGTTAAAAAAATGGBRABGTCRA 2400
AKRATRAGETWLKKWTASSF

TTATAAATTGCTTCAAAGAATGAGTAGAATTCCTATCCAAGAAAACACAGGGGATHEBCCG
YKLLQRMSRIPIQENTGDFR

ATTACTCGACAGGCGTTGTATCGAGGCGTTAAAACAGTTGAGAGAAACACAAAGSBIBATAC
LLDRRCIEALKQLRETQRYT

AAAAGGTATGTTTAGTTGGATTGGATTTAACAAGAAGGAGATTTTATTCAATCGTEZRSOTC
KGMFSWIGFNKKEILFNRDS

TCGTGCGGCGGGAGAAACAAAATGGAATTATTATAAGCTTTTAGATCTGGCTATZHNGG
RAAGETKWNYYKLLDLAIEG

AATTACTTCTTTCACAACGGCACCCTTAAGATTATCTGCAATGCTGEBGIRRGTAC 2700
I TSFTTAPLRLSAMLGVFIS

GATAGGCGCATTTTTTTACATGATTTTTATCATAACTAGGACTCTTATTTTTGGA@Z60C
IGAFFYMIFIITRTLIFGGS

TGTTGCTGGTTATGCTTCACTTATGACAGTAATTTTATTTCTTGGAGGAATACAADBEO T
VAGYASLMTVILFLGGIQLL

GTCTCTCGGTATTATTGGTGAATATCTAGGCAGAGTATTTAATGAAACCAAAAGTZ8BBCC
SLGIITGEYLGRVFNETKSRP

ACTGTATTTTGTCAAAGAGTATAACGATGGTAAGGGTGCTATCTCGGAACAAAARIAT AT
LYFVKEYNDGKGAISEQKYM

G TAGATTCTCTCGGGGTCGGATATGA 3000
ENRFSRGR*MKLGKELVNYYV
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3060
VFGVLTTIINLIITYALFTKYV

3120

LGADYKLSITVAWLISMIFA

3180
FVTNKLYVFKKNDSRLTSLP

3240
KEFSLFFLIRLSSLCLDFIL

3300
MIVLIQNVRMNDILAKIIVN

3360
VNKLLEIVKALINCRILKIQ

3420

FIVIAVNYLASKYLVFIKKT

GAACTAAATTCCATATAAGTATGGCGAGCGCTCTATCTGCGGATGGCTTTCT 3480
L K*
AATTCGTTATGTTAANATAATGCTGGTGGCTCATGATTGATTGTTGTGTAATGGTGCA 3540

TATTATCATTTTACACAGAATCAGCATGGGCGTTTCTTTACTCTTAACATACTCCATATG 3600

TCATACTACTACAATCTATATTGGAAACATAAGCACTATTTTCTGCATAATAGTAAACGA 3660

GTTCTGAAGTTCAATACTCATGGCAAGTCGTAATTCATGTGGTTTTTTGTTAATCCAGTG 3720

GAGGATTAAAAATGAAAGTATAAAAGTTTCACTTCGATAATTGTTCAAGCGTGTACGCTT 3780

TATTAGACATGACTATTTTATTAAAATACCATCGAATGCGTGTTCCTTTATGGAAAAATA 3840

TAGTATAATTGAAACGTGCAACCGATAGAGCTGCCAAGGGCGGTCGGCTAACTCTCCCGA 3900

GGAGGGGGGTGAAGCCTGTGACAGTGTTTGAGGCGCTCAGTTTAATGCTGACGTTCGGGG 3960
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CGTTAATCGTCACACTGTTAGAGTTTAACAAACGAAAATAGACCCGCCCCCGCAAGGGAA 4020

NGGTCTATTTTCGGGCCTGATTGTTCCAAAACCGTCCGCTCTTGGAGCGTTGGTTGCGCA 4080

GGGGCTGGCTGGCACCAGCCCTTTTTCCATGTATATCTTACCACGATGAATTTTAGACCT 4140

CAACCGAGGATTTTACAAAAATCTAATAAACGACTTCCAATGAACAATATATAGATCGAA 4200

ATGGTTTCGTTTGTCTATATTTGCACTTTGGAGCGACTGGAATCGAATTTTTTGAAATTC 4260

TGCTAACTATGTAAGGCTACAAGTTATGTGCITTGTCGCCTGTGGTCTGCGCGGTAT 4320

GATATAATAGGCGATAGT TAGATTACTGAATTTGTCA CGTTTTAAATATGGA 4380
M D

TGTAAGCBRACTGGTCGTCA ACATGTCAATTGACGCTGGATTGTTTGCAAZ440
VSILVVNYNTCQLTLDCLQS

GGTGTATGCGTCAAAGTBGTACCGATATNAAGTGATTGTGATTGATAATCACTCCAG 4500
VYASKSQYRYXVIVIDNHSS

TGACGGGTCTGTTGAGGCTATTCGTGCTGCATACCCGGATATTACATTGATAGGIZRATAA
DGSVEAIRAAYPDITLIANK

GGATAACACAGGTTTCGCCAAGGCGAACAATCAGGGGATGGAAGTAGCCAGCEBALCGTTA

DNTGFAKANNQGMEVASGRY

TGTATTGCTGCTGAACTCCGATACGTTGGTGCAGCCGGATACGCTGGATACAATBBGBO TCA

VLLLNSDTLVQPDTLDTMIQ

GTTTATGGACACGCATCCGGAGATGGGGGCATCGGGCTGTAAGGTCATCTTGCAIAGATGG
FMDTHPEMGASGCKVILPDG

CTCGCTAGATAAGGCTTGTAAGCGAGGATTTCCAACGCCGTCAGCTTCTTTTTAZIUWCGC
SLDKACKRGFPTPSASFYYA

- 134 -



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

TTTCGGCTGGTCGAAGCGTTACCCGGATAACCCGAAGTACAATCAATATCAGCTTGGGCA 4860
FGWSKRYPDNPKYNQYQLGH

TCTAAGCCCGACGATGAGTATCCTGGATGTACTGGTAGGTGCTTTTATGCTGGHMI2ZBCCG
LSPTMSILDVLVGAFMLVRR

AGAGACAATTGACCAGGTTGGGGGCTTGGACGAAACCTTTTTTATGTATGGTGABEATAT
ETIDQVGGLDETFFMYGEDI

TGACTGGTGTNACCGGATTAAGCAAGCCGGGTGGGGCATTTACTAIIBACATA 5040
DWCXRIKQAGWGIYYYPRTY

TATTATTCATATCAAAGGGGGCAGCGCTCGCCGTCGTCCTTTGAAAATTATTTABIAGTT
ITHIKGGSARRRPLKIIYEF

TCATAGAGCTATGTGGGTATTTCATCGTAAGCATTATAAACAGCAATACAGTTGGEABCAC
HRAMWVFHRKHYKQQYSWIT

CAATATGGCTGTATATGCGGGAATTACGGTGAAGTTTGGAATGGCCTTTCTAAAB2ZOTAA
NMAVYAGITVKFGMAFLKNK

GTTGTCTGCACCGGTCAAGCCGGACAGCGGGGAACAATCTCGTACTGAGGGAARBILATGA
LSAPVKPDSGEQSRTEGKHD

TACGCAGAAATCAGCGTTTTTTAACCCAATTATATATTGTGGCGGATTTCGCGGHBE3ADTC
TQKSAFFNPIIYCGGFRGHS

AGTTGTCCTTTCTGATCGCTTGGTTTTTCAAATARAGAGAAGGATCACCTATAAAGA 5400
VVLSDRLVFQI*

NCCGCTTCCTATTCAAGTATATGGAGGCTGGAGCTTAATCTACGGCCTGATTGCCGTAGT 5460
GCT ATGTTATTCTCGCTCTATTCGCCCAAACGCAAAAAACGATTTGCAGABE2CGT
MLFSLYSPKRKKRFADDYV

ATTCCGCGTCACCCAAATTCATATTGTTGGCCTGTTCGTGCTGTTGAGTGTGATGIETTT
FRVTQIHIVGLFVLLSVMEFF

CGTGAAGCAAATCGACATTTCGCGGTCCTATCTGGCGATCTATATGGTTGGAAABATGCT
VKQIDISRSYLAIYMVGNVL

GCTTATTTTGTTTTACCGGTTCTTTTTGAAGCAAGTTCTTAAAGCTCTRASNAGG 5700
LILFYRFFLKQVLKALRQKG
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GTACAACAAGCAGTTCATGCTTATTCTCGGGGCGGGTACTCTAGGCCAACGATTTEAECA
YNKQFMLILGAGTLGQRFYH

TAATCTTGGACAGTATCCTGATCTAGGATACGAGGTCGTGGGTTTTCTGGATGAFBWGCG
NLGQYPDLGYEVVGFLDDKR

GCATTGGAGTGAAGAGGAAGCGGCGCATTTCCGCCCGATTCTTGGAGGCTTAGSBOAATT
HWSEEEAAHFRPILGGLDOQL

GGAGGCTACGCTGTCGCGTCTGATGATTGACGAGGTCATTCTGCCEIGHEATGE 5940
EATLSRLMIDEVILALPLDA

CCATGATAAGTACCCCAAGATTATAAAG',@TICGAAAGGCTGGAGTGCGCA@T 6000
HDKYPKIINMCEKAGVRTLI

AATCCCTGACTTTTTTGATTATTTGCCGGCTCGTCCGTACTTTGATAACTTTGCAGUEOAT
IPDFFDYLPARPYFDNFAGI

TGCCGATGATTAGTAC TATTTCCACTGGATGTGGCGGGGAATCGATTGTTTAAA 6120
ADD* MWRGIDCLN

CCGTCTATTTCGATATTTTTATTCTCTTTATTCGCGAATCTTTTGGACGTTTTCCGHBDA
RLFRYFYSLYSRIFWTFSDH

TTGCTGGCAGTGGCGAATTGGGTGTATGATCACATTCCAGAGGGRAUTTTIAR 6240
CWOQWRIGCMITFQRGPFIFK

ACCAAGAACGGGTGGCTTTGAATCGTCNCAACCCTTCCGAATGTACCAAATTCGEGBDOGAT
PRTGGFESXQPFRMYQIRSM

GAAGGTGCTGCCTCCTGGAACTGAAGATACGGGCTGGACGACTGCTAATGAC@38AGACG
KVLPPGTEDTGWTTANDPRR

CACACGTTTTGGTACTTTTATTCGTAAAACGAGTCTCGACGAGCTGCCTCAATTBARPCAA
TRFGTFIRKTSLDELPQFFN

CGTTCTGCTGGGTGATATGAGTGTCGTTGGTCCACGCCCAGAACGACCCTATTAEI8O GGA
VLLGDMSVVGPRPERPYYVD

TCAGTTCCGTGAGGAAATTCCAAAATACATGGTIMAMBTGTTCGTCTGGAATCACA 6540
QFREEIPKYMVKHHVRLESQ
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GGCTGGGCACAGAGCAACGGCTTGCGTGGAGATACATCTATTGAGGAACGGATTAAGCAT 6600
AGHRATACVEIHLLRNGLSM

GACATCTTCTATATTGAGAACTGGTCGCTCTTATTTGATATTAAAATTATTTTCC@BBACG
TSSILRTGRSYLILKLFSAR

ATTCGCAACGGTTTCAAGAACGCGTATTAATACAGAAGCACCCTTCGGTTTAGCERBAGG
FATVSRTRINTEAPFGLAGG

GTGCTTTTGCGTCTGGCAGTTGTTIGGATGCGTATGTGGGGTATTGACCTGTAC 6780
CEFCVWOQLF*

TGTGACACCCC 6840
MKRLIVSVILLMLIG

6900
TFLLAYKGKSTEEHTGFTTH
6960
RVISHAMGAVDGLAYTNARE
7020
AFVENYKKGSRVFEVDLMFT
7080
SDGQLVARHEWTESFTEQMDQ
7140
QENAVATEQGGKPWSYHQEFK
7200
NTPIHGSYTPVDWKDVLDLL
7260
ETYPDAYIVTDTKEQDPVQI
TTGTC (7320
KQLFAQLTRQAQEKNPELLS
C ATAA T 7380
RIVPQIYNEEMLRTLRSIYP
7440

YPSVIYTVYRTEDKDDOQIIR

- 137 -



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

7500
FVQQNDITAVTLPENRVSGA

7560
LVESLRQAGAVCYVNTINE *

GAAGGATGCGGCTGAGTATGAACAGATGGGTGTACGAGGTTTCTATACAGATAGTTTAAC 7620

GGAAAAAGAACTTAGTE ACGACCATGAGTTGTCTGAAC 7680

GGGGTGTTCCCATTTGATACGAACATTGBTARTTAAGCACTATCATAGACTTAGCAT 7740

AGAACGCTTTTGGATATT TTCGGCTCGCCTGGATCATGAC CAATGA 7800

M L

7860
EECVLADSIQSWRHVFKLDP

7920
DKELDDGALDAVCMSGTDAI

7980
MVGGSSGITYENTVDLLSRYV

8040
RRYEVPCVLEVSDLEAVVPG

8100
FDLYMIPMVLNTTDSNWILG

8160
QHQRAIEQFGYLIPWDLLVT

8220
EGYIVLNGGSTVAKLTGADT

8280

SLGATSAASYAQIADKLMHL
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8340
PIVYVEYSGAFGDMELYVAQKI

8400
HRSTERSRVLYGGGIVDKST

8460
ALQAAAVCDTIVVGNIIYRD

AACGTGAATTTATG 8520
LAKALETVAVKLEV?*

GAAGCTCAGGAAAGGAGCATGCACGCATGCAATCAATAGATATACACGAAGCGGGTAGCT 8580

CGTCTTAATCCGCCTCAACGGATTGGATTACCTCGAATTCAGCATTTGGATTCTCGGATC 8640

AATTGTCTGTCATTCGAGCTGCAT GGCATCTGAATATAGACAC TTTGACCCAA 8700

AGCGGTTCAGTBTGATGAGTACAGCTAAAAATGAACTGGCACTCCCGAAATGTATGAA 8760
MMSTAKNELALPKCMN

CGTAAGATTGGCGACTATTTTGAGGGGATTGTGGCGAAGGTATATACCAAGTACBE2MACG
VRLATILRGLWRRYIPSTOQR

ACTCAAAAATAACAATTCTCTTGATTTTGATGATTTGATCATGGCAATAZTTTTT 8880
LKNNNSLDFDDLIMATIQLF

TAAAGAAGTACCTGAGGTACTGGACTTCTATCAGAAGAAATTTCAATACATTCATEDADGA
KEVPEVLDFYQKKFQYIHVD

TGAATATCAAGATACGAACCGTGCGCAGTACATGCTGTGCAAAATGCTGGCCGAGBRAGCA
EYQODTNRAQYMLCKMLADKH

TCACCGGATTTGCGTAGTAGGTGACAGTGACCAATCCATCTATCGGTGGCGGGHIBGCGGA
HRICVVGDSDQSIYRWRGAD

TATTAGCAACATTTTGAATTTTGAAGAGGACTACCCGGAAGCGCGCACCATTTTOGIZUSGA
ISNILNFEEDYPEARTILLE

GCAGAACTACCGGTCCACCTCGAATATTCTCAATGCTGCCAACGAGGTTARAA 9180
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QNYRSTSNILNAANEVIGQN

TACAGGCCGCAAGCCGAAAAAACTATGGACTGACAAAGAAGGCGGAGCCAAGATZARNAGT
TGRKPKKLWTDKEGGAKIKYV

TTATCGTGCTGACTCTGAGCATGATGAGGGCTACTTTATCGCCTCCGAAATTCADRGIGAA
YRADSEHDEGYFIASEIHKN

TATTAATGCGGGCAAAACCTATAGCCATCATGCCATTTTGTACCGTACGAATGCTE38GTC
INAGKTYSHHAILYRTNAQS

TCGGGTTGTCGAGGAAATTTTGATTAAATCCGATATTCCTTACCAGABBGOGBI AT 9420
RVVEEILIKSDIPYQIVGGI

CAAGTTCTATGATCGGAAGGAAATTAAGGATTTGCTGGCGTATCTTCGCCTGCTEABDCAA
KFYDRKEIKDLLAYLRLLSN

TCCTGACGACGACATCAGCTTGATCCGAATCATTAATGTGCCAAAACGAAGCATEBAGAGA
PDDDISLIRIINVPKRSIGD

CACAACCGTCGGCAAATTGOBEGICTATCGACAAAAT TATAATTATGGTGTACAAAA 9600
TTVGKLQAVYRQNYNYGVQN

TGGAATTTCTTTAACTGCTGTATTCGATGAGATTGAGCATGTTGGAGTAAGTGCARBGGT
GISLTAVFDEIEHVGVSAKYV

TACAAAGGCAGTAAAAGAATTCGCAGGTTTATTACACAATTGGGTAMMABAGTA 9720
TKAVKEFAGLLHNWYVNMOQEY

TTTATCTGTTACAGAATTGGTAGAAGAAGTGATTGAAAAAACAGGCTATCGCGADREGTT
LSVTELVEEVIEKTGYRDML

GAAAAATGAGCGTACGTTAGAAGCAGAAGGTCGTCTGGAAAACTTAGATGAGT BBADATC
KNERTLEAEGRLENLDEFLS

TGTTACGCAAACATTTGAATCTCAAAGCGAGGATAAGAGCCTTGTTGCATTCTTAACAGA
VTQTFESQSEDKSLVAFLTD

CTTAGCACTTGTTGCAGATATTGATCGTGTAGATGAAGACCCAACTGCTGGTGAGBAAGT
LALVADIDRVDEDPTAGEEYV

TATTTTAATGACGATGCACTCAGCGAAGGGGTTAGAATTCCCAGTTGTCTTTATIGIZOGG
ILMTMHSAKGLEFPVVFIVG
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TTTAGAGGAAGGAATATTCCCACATACTCGTTCTCTAATGGAAGAAGATGAAATGCAAGA 10080
LEEGIFPHTRSLMEEDEMQE

AGAGCGTCGTCTTGCTTATGTAGGTATTACTCGTGCGGAAGAAGAGTTGTATTTATIEAAA
ERRLAYVGITRAEEELYLSN

TGCACAAATGCGTACTTTATTTGGTAGAACAAGTATGAATGCCGCATCGCGATTIUYODAC
AQMRTLFGRTSMNAASREFIT

AGAAATCCCGACAGAACTAGTAGAATCATTAAATGAAACAGCACCEMAOCGETC 10260
EIPTELVESLNETAPKRETS

GTTTGGTGCAAAAGGAAGAGTGGCAAGTAGCAGTAAAACGACAACTACAACACIIBROTCG
FGAKGRVASSSKTTTTTRSR

CTCAGCTTTCGCACGTCCTGCAGCTAAGACGACAGGCGGCGAACAAATTGGCTBIBETAGT
SAFARPAAKTTGGEQIGWAYV

AGGTGATAAAGCTTCCCACCAAAAATGGGGAGTCGGTACAGTTATAAGTGTAAABRBIBTGA
GDKASHQKWGVGTVISVKGE

AGGTGATGCAAAAGAATTAGATATTGCGTTCCCAAGCCCAATTGGTGTTAAACGEDBIGTT
GDAKELDIAFPSPIGVKRLL

AGCAAAATTTGCACCTGTGACGAAACAATAG 10531
AKFAPVTKQ*

A continuacion mostramos la composicion de bases nucleotidicas y una tabla
resumen con las posiciones relativas de todos los elementos genéticos encontrados en el

analisis bioinformatico.

Tabla 5.8.a. — Composicion de bases nucleotidicas

Bases A T G C N AT GC
Totales 3049 3218 2409 1850 5 6267 4259
Porcentaje| 29.0 30.6 22.9 17.6 0.0 59.5 40.4
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Tabla 5.8.b. -Posiciones relativas de los ORF, secuencias SD, promotores y terminadores

probables.
Genes Posibles RBS Nt de Inicio Nt de Fin
5AGGAGAAAAG3
ORF1-2 1-730 731-1456
ORF3 1937 2957
ORF4 2968 3367
ORF5 3368 4370
ORF6-7 4373-4912 4912-5377
ORF8-9 5464-6072 6073-6748
ORF10 6799 7669
ORF11 7807 8464
ORF12 8683 10531
Posibles P1: P2: P3:
promotores | 220-245 1900-1950 St: 4300-4350 y Stz
4380-4440

Posibles T1:
terminadores| 7638-7660

- Representacion grafica del operdn de biosintesis de EPS.

Con el analisis anterior realizamos una representacion gréafica de la estructura de los
elementos contenidos en el operdn de biosintesis de EPS.

OPERON EPS DEPaenibacillus jamilae

- ORF7 ORF¢- ORF9 ORF10 ORF11 ORF12 |

[ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 Sector5 ORF6

Figura 5.11Organizacion genética del Operén de geneps Flechas: ORFs,
los recuadros negros son las regiones utilizadas como sondas marcadas para los

southern blot, los triangulos son los posibles promotores y los circulos son los posibles

terminadores transcripcionales.
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- Analisis de restriccion.

Figura 5.12. Analisis de restriccion del operdn de biosintesis de EPfandlae.
A:Asel, B:Bglll; Ba: BamHI; D: Dndl; E: EcoRlI; H: Hindlll; M: Mfel; S: Sall;

- Asignaciéon de funciones posibles a las proteinas, mediante analisis
bioinformético (BLAST).

Los resultados con las maximas similitudes y con mayor coherencia (similitudes con

las proteinas de bacterias de interés) son los que presentamos a continuacion.

Tabla 5.9. Similitud de secuencias proteicas

NGmero Similitud

ORF Proteina(N° de acceso) Especie Bacteriana (%ldentidades-

de AA o
%Positivos)

ORF1 ATP sintasa - - -
Precursor de B-1,4 Endoglucanasz.| - - -

ORF2 Factores de Transcripcion Varias ND ND
DNA-topoisomerasa | - - -
SAM-Metiltransferasa Arqueobacterias 243 23

ORF3 Glucosiltransferasa (AE012399) Xylella fastidiosa 378 41-63
Transferasa de azUcares (AE003871Xanthomonas campestris 367 44-67
Similar a  dolicol-fosfomanosa Bacillus subtilis 323 42-67
sintasa (299110)

Bactoprenol- Shigella flexneri 307 41-60
Glucosiltransferasa(U82619)

ORF4 TransportadorBactoprenol-linked | Shigella flexneri 120 22-48
glucose translocase
(U82619) GtrA-IV
Similar metal cations  ABC Listeria innocua 280 31-47
transportador (permeasa)

(AL596170)

Transportador hipotético(AP000981)Sulfolobus tokodaii 418 29-54
Proteina de simporte Pseudomonas 463 31-49
sodio:soluto(AE004571) aeruginosa

- 143 -



Parte Ill.Capitulo 5 Estudio genético del Exopolisacaridos de Paenibacillyamilae

ORF5 (XM_129448) RIKEN  cDNA | Mus musculus 164 2355
Promotor | 2310006M14 (AK009188)
(AC084762) putative transposonOryza sativa 865 29-58
protein
ORF6 Biosintesis de la capsulaVibrio cholerae 465 27-51
polisacaridica
(AE004176)
Proteina GumD (AE004046) Xylella fastidiosa 9a5¢c | 484 23-46
GumD(U22511) Xanthomonas campestris 484 24-49
Nucleosido-difosfato azucar- Thermoanaerobacter 623 24-47
epimerasa (AE013035) tengcongensis
Biosintesis de la Bacillus halodurans 608 25-45
capsulapolisacaridica
(AP001519)
ORF7 Glicosiltransferasa(AE007732) Clostr|d|um 298 42-60
Gluco acetobutylicum
Glicosiltransferasa (AE012166) Xanthomonas campestris
pv. campestris str. ATCZ279 32-51
33913
Similar Glicosiltransferasa Pseudomonas 311 26-51
(AF498404) aeruginosa
Proteina de la familia de lasCaulobacter 308 29-46
Glicosiltransferasas (AE005719) crescentus
dTDP-Rha:a-D-GIcNAc- Mycobacterium 296 24-46
difosforilpoliprenol, a-3-L- | smegmatis
rhamnosyl transferasa (AF187550)
Putativa transferasa deAneurinibacillus 191 33-51
azlicares(AF324836) thermoaerophilus
ORF8 (AE012356) GumD protein [913] Xanthomonas campestris484 40-57
Galacto pv. campestris str.
probable undeaprenyl phosphati Clostridium perfringens | 220 54-70
Galactosephosphotransferase
(AP003187)
putative Gluconacetobacter 444 42-56

glucosyltransferase(AB059427) xylinus

Cps2E(AF118389) Streptococcus suis 459 65-74
UDP-galactosa-lipid carrier Erwinia amylovora 477 49-68
transferasa  (X77921)
ORF9 Glicerofosforildiester fosfodiesterasaStaphylococcus  aureus309 24-43
GDPD (AP004825) subsp. aureus MW2
Glicerofosforildiester fosfodiesterasaBacillus anthmacis str. | 287 23-43
(NC_003995) GDPD A2012
glpQ2 (296800) Mycobacterium 256 32-43
tuberculosis H37Rv
Glicerofosforildiester fosfodiesterasaFusobacterium 261 19-40
(AE010490) nucleatum subsp|
nucleatum ATCC 25586
Glicerofosforildiester fosfodiesterasaBacillus 249 24-40
(AP001513) halodurans
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gggéo PcrB, Familia PcrB (NC_003995) | Bacillus anthracis A2012 | 229 51-70
BH0647-Proteina desconocidaBacillus halodurans 229 48-68
conservada (AP001509)

Proteina PcrB (Y15254) Bacillus subtilis 228 50-70

Proteina PcrB Staphylococcus aureus | 227 46-68

Familia PcrB(AE011109) Methanosarcina 247 26-45
acetivorans C2A

ORF11 UvrD-helicasa, UvrD/REP helicasaBacillus anthracis A2012 | 751 64-76

H (NC_003995)

ATP-dependent DNA helicaseBacillus halodurans 747 62-74
(AP001509)
Similar a DNA helicasa ATP- Bacillus subtilis 739 60-74
dependiente (299107)
DNA helicasa ATP-dependiente Staphylococcus  aureus730 58-69
(AP003363) subsp.

aureus Mu50
DNA helicasa ATP-dependienteListeria innocua 731 55-72
(AL596170)

Hacemos ahora un resumen ilustrativo de las homologias de mayor importancia

asignadas a cada ORF.

Estructura-funcion probable del operon de EPS de Paenibacillus jamilae

ORF1-2: Homologias bajas con GENES DE REGULACION, EXPORTACION y
POLIMERIZACION

ORF3: TRANSFERASA de AZUCARES

ORF4: ABC-TRANSPORTADOR-DEPENDIENTE DE ATP

} :Zona reguladora-PROMOTOR

ORF6-7: GLUCOSIL/RAMNOSIL-TRANSFERASA
ORF8-9: GLUCO/GALACTOSIL-TRANSFERASA
ORF 10: GLICEROFOS-FORILDIESTER-FOSFODEIESTERASA

TERMINADOR TRANSCRIPCIONAL PROBABLE

ORF11: Familia PcrB, funciéon desconocida
ORF12: HELICASA DEPENDIENTE DE ATP
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- Localizacion de secuencias y dominios conservados.

El analisis bioinformatico de los dominios estructurales de las proteinas nos
permitié un nexo para establecer las regiones conservadas equivalentes a proteinas muy
bien caracterizadas, para las que se han determinado sus estructuras tridimensionales y

se permite visualizar mediante un programa informatico Cn3D 4.0.Ink.

2000 2500 27235

& coen |

Figura 5.13. Dominios de secuencias conservadas

- Las zonas verdes vivo son las regiones conservadas que corresponden al extrel
terminal de las posibles proteinas del ORF3 y ORF& egtan implicadas en la biosint:
de la capsula polisacaridica (pfam00535).

- La de color verde ocre corresponde a la mitad de la zona aminoterminal de
(pfam02719), proteina conservada implicada en la sintesis de polisacarido relacior
manosiltransferasas y epimerasas.

- La zona marron conservada corresponde a proteinas diversas que tienen
conservadas y estan implicadas también en diferentes pautas de biosintesis de polisacar
(pfam02397).

- La zona celeste GDPD (pfam03009) esta clarsen conservada y corresponde a prote
con igualment Glicerofosforildiesterfosfodiesterasa, con un plegamiento tipico er
TIM.

- La regiébn conservada representada en azul corresponde a una proteina de
desconocida, aunque conservada en diferentes especies, familia PcrB(pfam01884)

- La regién roja, representa un segmento proteico conservado correspondiente a una DN
Helicasa dependiente de ATP(pfam00580)

- Presentamos a continuacion dos de las estructuras tridimensionales conservadas te
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nuestra secuencia y que estan accesibles a través de la base de datos para visualizarlas.

- La vision tridimensional de la estructura para determinadas proteinas esta disponible e
de datos mediante un programa informatico Cn3D 4.0:

£3

Cn3D 4.0.Ink

- ORF3: Con méaxima similitud con manosiltransferasas y glucosiltransferasas ya descritas:
Glicosiltransferasas. Familia diversa, que transfiere azicares UDP-glucosa, UDP-N-acetil-galactosammandzar -

CDP-abequosa, a un rango de sustratos que incluyen celulosa, dolicol fosfato y acidos teicoicos.

Figura 5.14. Estructura tridimensional de una manosil/glucosiltransdfersa homologa

ORF3 del operon de Paenibacillus jamilaeK
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- ORF 12:

Helicasa

UvrD/REP helicase. La familia Rep de helicasas estan compuestas por cuatro dominios estrletfeatea Rep funciona
como dimeros. Helicasas REP catalizan el desenrollamiento de la doble cadena a cadena simple, utilizando AT

miembros tienen grandes inserciones cerca del extremo carboxi terminal relacionados con otros en la familia.

Figura 5.15. Estructura tridimensional de una helicasa homoéloga al ORF12 del operén
Paenibacillus jamilaeK
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5.6.— Discusion

En la parte inicial del estudio del operon del ERSnos descrito el analisis
estructural de una region pequeiia de DNA de la cepa BPaelgbacillus jamilagla
cual esta implicada en la parte esencial de la biosintesis de su EPS, dado que los
porcentajes de identidad de secuencia de aminoacidos son suficientemente altos,
variando entre los valores minimo y maximo de identidad de 48- 64% vy los porcentajes
de positivos (aminoacidos que comparten estructuras y polaridad muy similares) entre
un 66-85% para considerar una identidad de funcion enziméatica (Tabla 5.2.Similitudes

en composicion de aminoacidos).

La ampliaciéon de la secuencia de dicha region a ambos lados nos ha permitido
localizar e identificar en el cromosoma légamilae un operdén de biosintesis de EPS,
constituido por 12 regiones bien diferenciadas y que constituyen los gesdsa
localizacion de la secuencia de nucledtidos que codifican proteinas de biosintesis de
EPS es caracteristica de cada especie bacteriana, pudiendo estar localizados tanto en el
cromosoma bacterianX&nthomonas campestriBseudomonas solanacearygomo

en plasmidos (Lactococcus sp.) y megaplasmibigzbbium meliloji

El interés del estudio a nivel molecular de EPS de tan variadas especies ha
evolucionado en la ultima década de forma espectacular, todas ellas con el objetivo de
una caracterizacion genética, genética funcional, proteica y metabolomica de los EPSs
(término puede ser utilizado para referir ambos tipos de polisacaridos externos CPSs y
EPSs, segun Suthernland, 1972), que permita en dudltimo término su perfecto
entendimiento y consecuente manipulacion biotecnologica para mejorar los procesos en

los que estén implicados los EPSs.

La peculiaridad e interés futuro de este estudio genéticBaenibacillus
jamilag cepa B.7, es debida a la capacidad de crecimiento en un residuo toxico
alpechin, produciendo gran cantidad de EPS de interés industrial y biolégico (Ruiz-

Bravo, 2001), todo ello con miras biotecnoldgicas.
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La funcidon biolégica del EPS dpaenibacillus jamilagpodria constituir un
fenotipo de resistencia, que permita la asociacion con la superficie externa para formar
una estructura de biofilm que prevalece como estructura microbiana frente a otras que
no tienen dicha capacidad (Watnick y Kolter 2000). Otra funcion del EPS podria ser un
mecanismo de defensa frente a los agentes toxicos del medio de cultivo (acidos
fendlicos en alpechin), como por ejemplo en otras bacterias el EPS previene el ataque
de fagos (Forde et al., 1999).

El estudio de los CPSs y EPSs comenzé ligado a su papel en especies
patégenas de animales (Boulnois and Roberts 1990; Rietsthadl, 1999) como
responsables de mecanismos de respuestas inmunes evidbaglla pneumonige
Campylobacter jejuniStreptococcus pneumonig®orona et al., 1997)Aeromonas
hydrophila (patogeno de peces). Otro de estos procesos de interes esta ligado a un
objetivo comercial, por la alta tasa de produccion de EPS de determinadas especies
bacterianas, como es el caso XEnthomonas campestritelpi 1993, Koplin 1993)
productor del xantano, su estructura molecular ha sido objeto de continuas revisiones y
manipulaciones (Wilsoet al.,1998; Tsenget al., 1999;etc) de amplia utilizacion en la
industria alimentariaAcetobacter xylinugproductor de aetano. Con interés ecoldgico,
desde el punto de vista del estudio molecular de las interacciones plantas-
microorganismos, en las que el papel de los EPSs o CPSs es muy importante, como en
el caso de Rhizobium melitoti (Glucksmann 1993; Petrovics 1993; Astete y Leigh 1996)
ya que su EPS estd implicado directamente en aafdén de ndédulos de la rizosfera
de Medicago sativaSinorhizobium melilot{Ruberget al.,1999), productor también de
galactoglucano. TambiéfPseudomonas solanacearufiKao et al., 1992) es un
fitopatdgeno importante cuyo EPS es parcialmente responsable de la letalidad del
mismo, asi se llevd a cabo el estudio del operén completo por Huang y Schell en 1995.
En diversas especies pertenecientes a las bacterias del Acido lactico, como
Streptococcus thermophildStingele et al,. 1996),actococcus lactigKkranenburg et
al,. 1997; 1999)sehan determinado el papel de sus EPSs y la biosintesis del mismo con
objetivos moleculares. Otras especies en las que se han descrito estudios relacionados
con la estructura y funcién de su polisacarido han sido especies probidticas de interés
muy reciente Lactobacillus casei Lactobacillus delbrueckii (Lamothe 2002),
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Lactobacillus rhamnosuygjue son bacterias GRASjue pueden modificar propiedades
de los alimentos que las contienen, precisamente por las caracteristicas fisicoquimicas
de su EPS.

El éxito de amplificacion del fragmento de DNA cromosémicd’damilae
con alta similitud con proteinas de la biosintesis de EPSs, realizado con la pareja de
oligonucledtidos DegGumD120F-R, frente a la ausencia de resultados utilizando las
otras dos parejas de oligonucleétidos (DegGumC570F-R y DegGumJ835F-R) fueron un
conjunto de factores tratados con la maxima minuciosidad y control. Por un lado la
eleccion de secuencias de genes codificadores de proteinas esenciales
(Glucosiltransferasas y Galactosiltransferasas (Stirgjet#.,1999)) conservadas en la
gran mayoria de las bacterias productoras de EPS tanto Gram positivas como Gram
negativas, incluyendo una gran variedad filogenética, por otro lado la elaboracion
detallada de cada oligonucledtido, evitando la degeneracion innecesaria pero si la
suficiente para permitir cierta variabilidad y controlando que los oligonucleétidos de
una misma pareja tuvieran las minimas diferencias de Tm (relativo a su contenido a
G+C) que van a determinar la temperatura de anillamiento en la reaccion de
amplificacion en cadena desde el DNA cromosomico molde, el cual ha de estar en las
mejores condiciones fisicoquimicas, de pureza y concentracion. Estos parametros se
controlaron para las tres reacciones de PCR con los cebadores degenerados
DegD120F-R, DegC570F-R y DegE835F-R, la unica diferencia radicaba en el tamafio
del amplicon esperado: 120nt, 570nt, 835nt respectivamente. El fragmento que
obtuvimos fue el de menor tamafio (120 nt) y ademas unico, sin inespecificidades, lo
cual puede estar justificado, simplemente por la mayor facilidad de la polimerasa para
encontrar los primeros amplicones, cuando el resto de los parametros de amplificacion
no le son favorables (cebadores degenerados, temperaturas de anillamiento no exactas

por la indefinicién de la secuencia, tiempos no definidos,etc).

Los resultados de hibridacion DNA-DNA utilizandonom sonda el fragmento
de 120 nt especificos dRaenibacillus jamilaecepa B.7, nos dieron una unica sefal en
todos y cada uno de los ensayos con las distintas enzimas de restriccion (DNA
cromosémico cortado con 22 Enzimas de restriccion) (Figura 5. Southern Blot), que era

indicativo de una Unica y exclusiva localizacion cromosémica de dicho gen marcado u
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homologos. Para los genes responsables de la biosintesis en otras especies bacterianas,
la distribucién genética es contigua (De Vugstal.,2001), lo cual es indicativo de que
estan en la misma unidad transcripcional, dando lugar a un RNA mensajero

policistrénico.

EL contenido en G+C de la secuencia completa del operén analizada es del
40% aproximadamente, coincidente con el porcentaje de G+C descrito para la especie

Paenibacillus jamilaeen el capitulo de descripcion taxonomica (Tabla 4.10.)

El tamafio predicho para el operon completo es aproximadamente de 10Kb-
12Kb. La distribucién general de los nucleétidos secuenciados del operon de EPS de
P.jamilae es muy similar al de los operones de biosintesis de EPSs (De ¥tyst,
al.,2001) y se puede dividir en tres grandes regiones, de acuerdo a la similitud de

secuencias aminoacidicas de los fragmentos codificantes (Tabla 5.9):

- Region 3’ de aproximadamente 2 Kb: que engloba de forma general promotor
fuerte inicial, transportadores y zonas de union DNA-DNA, DNA-RNA y DNA-
PROTEINA, todas ellas sin homologias definidas por no codificar para enzimas

especificas con el objetivo de regular de la transcripcion.

- Region central de aproximadamente 5 Kb, que contiene los genes de las
proteinas esenciales en la biosintesis propiamente dicha, es decir, codifica para
enzimas especificasimplicadas en la sintesis del oligosacarido, como unidad
estructural fundamental del biopolimero.

o En esta region central podemos distinguir dos bloques transcripcionales,
el primero hacia el extremo 3’ que englobaria unas 1200pb, con una
secuencia promotora putativa delante de una region codificadora con
homologia glicosiltransferasa, con su secuencia “Shine Dalgarno” o
secuencia de union al ribosoma precediéndola.

o La siguiente unidad transcripcional, dentro de la region central es de
maximo interés, por su envergadura estructural, pudiéndose considerar

como un elemento transcripcional autbnomo dentro del operoén, incluso
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que es capaz de decidir la expresion del mismo (Se discutira en el
capitulo de funcionalidad enzimatica y analisis transcripcional), contiene
una region promotora putativa de un total de 1000pb, con multiples
posibles sitios de inicio (posiblemente entre 3 y 4), podria incluir
secuencias reguladoras del mismo y con SD delante de la secuencias que
constituyen ORFs similares a dos Glicosiltransferasas separadas por un
total de 83 nucledtidos. En el extremo 5’ tenemos otro SD anterior a otra
region codificadora de otra enzima y finalmente una secuencia

nucleotidica que puede constituir un terminador transcripcional.

- Regién 5, de aproximadamente 3 Kb, regién codificadora para proteinas que
también son comunes a otras localizaciones externas y adyacentes a operones
complejos y de interés en otras especies gram positivas que pueden tener una

relacion directa con el control de la transcripcion.

- El andlisis de los cortes realizados con las enzimas restriccion una vez
construida la secuencia nucleotidica, nos permitio conocer los tamafios exactos
de los fragmentos que contenian los nucleétidos de la secuencia marcada
inicialmente, las sefales obtenidas en el Southern Blot, fueron corroboradas y
localizados fisicamente en las amplificaciones por PCR inversas. Posteriormente
la localizacion de las dianas de restriccion nos serviran para clonar de forma

especifica fragmentos.

Si discutimos cada uno de los porcentajes de similitud de cada ORF (Tabla 5.9.)
Similitud de secuencias proteicas) encontramos las siguientes caracteristicas
particulares:

- ORF 1: Codificado por una region de DNA de union putativa de DNA, RNA y
Proteinas, con funcién especifica desconocida, que por situacion fisica en el extremo 3’
puede tener funciones reguladoras del operén completo, como es el caso en otras

especies bacterianas. Contiene hitos conservados en su secuencia (coloreados en azul,
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Figura 5.13. Secuencias y dominios conservados), que pueden ser indicativos de

regiones consenso necesarias en el proceso global de transcripcidén de procariotas.

- ORF 2: Tiene similitud pero muy baja, con regiones que codifican factores
transcripcionales de choque térmico y con ATP sintasas, necesarias para procesos de
unién vy liberacion de moléculas del DNA, que en definitiva se pueden considerar
reguladores de la transcripcion.

- ORF 3: Es idéntica en un 44% a una transferasa de azucaxesittiemonas
campestris productora de xantano. Tiene valores de alta similitud con
glucosiltransferasas d¢ylella fastidiosay Shigella flexneriEn el analisis de dominios
conservados este ORF contiene un fragmento de su secuencia conservado (coloreado en
verde Figura 5.13. Secuencias y Dominios conservados) que corresponde a una familia
diversa, que transfiere azucares UDP-glucosa, UDP-N-acetil-galactosamina, GDP-
manosa o0 CDP-abequosa, a un rango de sustratos que incluyen celulosa, dolicol fosfato
y acidos teicoicos.

- ORF 4: Con similitud con moléculas transportadoras, translocasa o flipasa, como
el genepsd\ deLactobacillus delbrueckijLamothe 2002), capaz de translocar unidades
repetitivas.

- ORF 5: Es una secuencia de DNA reguladora, con homologia con secuencias
de insercion o secuencias de transposones putativos, lo cual pueda justificar la localiza
cion interna del promotor fuerte al final de su extremo 5’ con varios sitios de inicio, que
aseguran la expresion de los genes adyacentes hacia el extremo 5, dandole caracter
esencial dentro del operon de biosintesis a dichos genes.

- ORF 6- ORF 7: Estos ORF estan separados por apenas 8 nt, el primero de ellos
tiene homologias con proteinas implicadas en la biosintesis de polisacarido capsular en
otras especies bacteriandBbfio choleraeun 27% de identidadBacillus halodurans
un 25% de identidad), también es similar en un 24% con una enzima con actividad
epimerasa de azUcar ddermoanaerobacter tengcongendts. ORF7 es muy similar
(40%) a actividades especificas Glicosiltransferasas, en este ORF existe una zona muy
conservada que traducida a aminoacidos coincide con la descrita para el ORF 3. (Ver
figuraX. Secuencias y dominios conservados. Se podria considerar un Unico ORF con

dos partes bien diferenciadas en la secuencia proteica: el extremo aminoterminal con
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actividad necesaria en la biosintesis del polimero, concretamente puede actuar como
epimerasa, segun las necesidades y disponibilidad metabdlica de azucares (bibliografia)
y el extremo carboxilo terminal que es el que tiene similitud con la actividad
Glicosiltransferasa propiamente dicha.

-  ORF 8-ORF 9: Separados por 25 nt entre los que hay un RBS putativo y una
posible secuencia promotora. Se pueden separar sus actividades, siendo el primero de
ellos codificante de una estuctura necesaria para el plegamiento de la proteina sin
especificidad funcional, o incluso de la unién a la molécula transportadora de lipidos
(lipid carrier- bibliografia), que sirve de soporte y sobre la que se va a ir formando el
oligosacarido o molécula repetitiva del polimero. El siguiente ORF (ORF9)es el que
tiene mayor similitud con la actividad glicosiltransferasa especifica, incluso contiene
una region conservada, igual que la que existia para el ORF 3 pero de menor niumero de
nucleodtidos (color verde de la figura X).

- ORF 10: Existe una gran uniformidad de similitud, aunque con un valor
intermedio del 25%, con Glicerofosforildiester-fosfodiesterasa (regiébn conservada-
color celeste-GDPD)de variadas especies(nimero de acceso a la GOBAgiltles
antracis NC_002758.), que tienen funcion liberadora de la cadena oligosacaridica
formada sobre la molécula lipofilica, asi facilitara también la exportacion al medio
externo, en otros operonef.golanacearurfHuang y Schell,1995), una proteina
homologa (EPS P) podria estar envuelta en el ensamblaje o funciones complejas de
polimerizacion exportacion.

- ORF 11: Con similitud con una proteina de funcién desconocida aun, pero cuya
estructura proteica esta muy conservada en muchas especies bacterianas.

- ORF 12: Tiene un porcentaje de similitud muy alto con helicasas de otras Gram
positivas, que son determinantes del proceso del inicio de la transcripcion, replicacion y
todos los procesos que precisan de una separacion de la doble hélice de DNA. De estos
dos ultimos ORF se puede decir que conservan su disposicion contigua uno de otro y
adyacente a un operon en otros microorganismos Gram positivos esporulados (operon

yer) (Bacillus subtilig.

La posible transcripcion de los gersss es unidireccionaén sentido 5’-3' ya que

no existe la posibilidad de establecer ORFs coherentes en el sentido inverso (Figura
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5.9.). En las tres fases de lectura +1,+2 y +3 de lectura encontramos ORF posibles,

coherentes y con homologias de valores significativos.

La distribucion de las homologias enzimaticas se mantienen respecto a otras
distribuciones ya descritas (Beclatral.,1998; De Vuystet al.,2001), con variaciones
ligeras, como es la situacion interna entre transferasas de azlcares de un promotor mas
zona reguladora y un transportador, que normalmente en otros operones estan en el
extremo 3’ de las transferasas, y donde éstas se disponen de forma adyacente, sin

interrupcion fisica.

De forma gréfica la organizacién genética respecto a la funcion podria expresarse

segun el siguiente esquema:

Region 5’ Region central Region 3’

Zona Transferasas de azucares F. desconocida
Reguladora Helicasa

Figura 5.16. Estructura genética-funcion del operdn de EPS en Paenibacillus jamilae

El andlisis y discusion detallada de los resultados obtenidos en este capitulo dan
paso al establecimiento de nuevos objetivos a distintos niveles, como son el analisis
funcional de las Glicosiltransferasas codificadas por la region central (Capitulo 6) y el
analisis transcripcional de las mismas (Capitulo 7), todo ello con perspectivas
biotecnoldgicas.
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5.7. — Conclusiones

1.- Los genes de biosintesis de EPSPaenibacillus jamilag cepa B.7, estan

localizados en una Unica regidon cromosomica.

2.- Todos los genes son transcritos como un Unico RNA mensajero policistronico
de aproximadamente 12Kb, lo que pone de manifiesto también que losegsnes

estan acoplados y orientados en la misma direccion (5'-3).

3.- La organizacién general de los gergps se distribuye en tres regiones
guardando una relacion directa con otros operones de biosintesis de EPS, siendo la
region central la de mayor interés biosintético, la cual contiene ademas secuencias

promotoras con varios sitios de inicio.

4.- Las funciones posibles de la mayoria de los gepese pueden asignar por
similitud de secuencia en un porcentaje superior a 30% de identidades: funciones

reguladoras, funciones glicosiltransferasas, y funciones exportadoras.

5.- Siete ORF de los descritos en el operén contienen secuencias de dominios
conservados también presentes en otras proteinas esenciales para la biosintesis de

polisacéaridos de interés biotecnologico.
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Capitulo 6. Analisis ___Funcional __del Operén __ del

Exopolisacarido:
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Capitulo 6. Analisis Funcional del Operon del Exopolisacarido:

6. 1. — Resumen

6. 2. —Introduccion

6. 3. — Objetivos

6. 4. — Material y métodos
6. 5. — Resultados

6.5.1. —Valores de PM, pl e hidrofobicidad de las glicosiltransferasas.
6. 5.2. — Filogenia de la proteinas glicosiltransferasas.

6. 5.3. — Construccion de un mutante eps negativo:

6.5.3.1. — Recombinacién homdloga de los genes esenciales para la
sintesis de exopolisacarido.
6.5.3.2. — Disrupcidon de genes esenciales para la sintesis de

exopolisacérido.

6.5.4. — Andlisis funcional de las proteinas codificadas por cada ORF, mediante
clonacion en vectores fusionados con el ged.lac
6.5.4.1. — Construccion plasmidica y clonacion de los genes codificantes
de las glicosiltransferasas.
6.5.4.2. - Analisis proteico de los clones recombinantes.
6.5.4.3. — Ensayos enzimaticos.
6.5.5. — Modelo biosintético del heteropolisacarido predicho para B.7 de

P.jamilae .

6. 6. — Discusion

6. 7. — Conclusiones
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6. 1. — Resumen

El analisis funcional de las proteinas presentesl @paerén de biosintesis de
EPS de la cepa B.7 dgaenibacillus jamilaees un prerrequisito imprescindible para la

bioingenieria de EPSs y oligosacaridos.

En este capitulo, se aborda el aspecto funcional real de las posibles proteinas
transferasas de azUcares descritas en el capitulo anterior, en el que se asignaron
actividades enzimaticas por similitudes con diversas proteinas ya descritas para otras
especies bacterianas. Sobre esta base se han realizado estudios filogenéticos de las
proteinas de mayor relevancia para la biosintesis de polisacarido. La proximidad
filogenética de determinadas proteinag?denibacillus jamilaecepa B.7 con proteinas
de especies de gran interés industrial por ser las mejores productoras de EPS, como
Xanthomonas campestris Acetobacter xylinum lo cual podria ser predictivo de la
calidad del polisacarido de Paenibacillus jamilae y su posible potencial industrial.

Se demuestra la implicacion directa y esencial para la biosintesis de EPS del gen
epsGal (ORF8-9) descrito en el operdn de la cepa B.7 de P.jamilae mediante disrupcion
del gen homdélogo en una cepa Heoli. Los ensayos enzimaticos de las posibles
glicosiltransferasas se realizaron, una vez comprobada su sobreexpresion en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), tras clonar su secuencia nucleotidica en vectores
fusionados con un promotor fuerte y expresandolos de forma controlada. Estos ensayos
demostraron la presencia de enzimas especificas que transfieren diversos azucares
(marcados cofi**C]) a una molécula lipofilica que actia de soporte para la formacién
de un oligosacarido como unidad estructural fundamental del biopolimero. Las
especificidades de las enzimas descritas en este estudio fueron Manosiltransferasa (gen
epsvian), Glucosiltransferasa (gapsslu) y Galactosiltransferasa (gepssal). Entre
los dos ultimos genes existe la presencia de un gen que codifica una proteina muy
similar a otras epimerasas ya descritas, lo que posibilita la incorporacion indistinta de
diferentes azucares del medio como son la glucosa o galactosa, dependiendo de su
mayor biodisponibilidad en el medio de cultivo, a pesar de la especificidad de la enzima

transferasa. Planteamos finalmente, en base a los resultados, un modelo tedérico de
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biosintesis del posible oligosacarido que compone la unidad estructural del EPS de

P.jamilae .

6. 2. — Introduccion

6.2.1.- Funcion natural de los eps.

Los microorganismos que produ@d?S han sido aislados a partir de una
diversidad de nichos ecolégicos y es logico establecer que el papel jugado por
es dependiente del ambiente natural del microorganismo. Se ha sugerido
capacidad de producir EPS es una respuestealggdirecta a la presion selectiva

ambiente natural (Dudman, 1977).

Se cree que los polisacéaridos extracelulares forman parte de un me«
primario que ha evolucionado para establecer y mantener asociacione

microorganismos y entre estos y su medio ambiente (Geesey, 1982)

Una de sus principales funciones es la de proteccion, aunque no es la U
capacidad de un microorganismo de rodearse asimismo en una capa de EPS, ti
consecuencia directa el aumento del caracter hidrofikcéadsuperficie celular, cc
gran capacidad de retener agua, protegiéndole de la desecacion (Whitfield y \
1993).

Los EPS confieren a los microorganismos la capacidad de adherirse
superficies y por lo tanto la posibilidad de colonizar distintos ecosistemas (Cogt:rnon
al.,1987). Un ejemplo es la formacion de los llamados “biofilms”, la forma de EP
comun en ambientes acuaticos, como producto de la formacion de ag
microbianos, donde practicamente todas las superficies sumergidasotian ul

recubrimiento limoso, dominado inicialmente por bacterias.

El concepto de “biofilm” se puede entender como una comunidad cohere

la cual la asociacion célulula y el reciclaje de nutrientes, son plenarr
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operativos. Los EPS paipan en este proceso fijando las células a superfic
permitiendo a los microorganismos mantener una existencia fijja con respec

habitat, aumentando las posibilidades de supervivencia (Geesey, 1982).

Los polisacaridos extracelulares, por oparte, participan en el proceso
captacion de minerales y nutrientes del medio, actuando como una res
intercambio i6nico, dada su naturaleza polianidnica, favoreciendo la concentra
las moléculas organicas e inorganicas en el EPS, que sengmoupresentes
pequefias cantidades en el exterior de la célula (Lange, 1976). Asimismo actla
barreras protectoras con efecto sobre la penetracion a través de la superficie ¢
metales pesados, por su capacidad de formar complejos gdavet aprovechamier
de materiales insolubles, por su actividad emulsificante y surfactante (Brown y
1979; Weiner, 1997).

La formacién de EPS, particularmente en la forma de capsulas, esta difur
bacterias patdgenas, constituyendo uriofade virulencia. La formacién de la c:
mucosa parece particularmente importante en bacterias cuya estrategia para ¢

en el hospedador depende de la evasion de la fagocitosis (Roberts, 1986).

La evasion de la respuesta inmune puede deberaesaniejanza entre |
estructuras quimicas de los EPS capsulares y los componentes de la superfic
del hospedador, ya que muchos de estos EPS no activan el factor de comple
enmascaran de forma efectiva a los componentes de la superfiggdmacque si |
hacen, aunque se piensa que es una funcion de las propiedades fisica
polisacéaridos capsulares, tales como hidrofilia, carga y viscosidad (Jann y Jann, 1987).

Por otra parte los EPS capsulares participarian en la adhesionparfecsude
los tejidos, esta union es especifica en muchos casos y se han detectado
fendmeno de reconocimiento celular, como son los casos de infecciones estafil
y fibrosis quistica poPseudomona aeruginosa, lo que sugiere una explicacidinel
molecular de la presencia de receptores de superficie (Etoig.,1987; Soellet
al.,1995).
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En estudiosn vitro se ha comprobado que antibiéticos cargados positivar
como los polipéptidos y aminoglucésidos, no penetran por los EPSedelomonasn
cambio, antibioticos betalactamicos, quinolonas y macrolidos si lo hacen (Katmon
al.,1994; Ichimiyaet al.1994). Esto tiene especial relevancia en tratamientc
infecciones provocadas por microorganismos productores de EPS cuya pres

relaciona con el caracter virulento de los mismos.

De igual forma los polisacéaridos extracelulares estan implicados en los p
de patogénesis de plantas, como es el casoXaetomonas campestriskl
establecimiento de la simbiosis Bhizobium-legummosas es dependiente, entre o1

de la presencia de EPS (Kannenber y Brewin, 1994).

Existe una alta especificidad, entre el EPS de las bacterias y recept
superficie de las células de la raiz, lo que favorece la colonizacion de la plantasEn est
procesos, ademas actuan como transportadores de enzimas extracelulares mo
sefal decisivas para la union de la bacteria a la planta y parecen tener cierto efe
la supresion de la respuesta de defensa por parte de la planta (Gonzalez et al., 1.993).

6.2.2.- Relacion estructura quimica-funcién

Los usos industriales de los exopolisacaridos derivan de sus propiedade
Las técnicas aplicadas para determinar sus atributos fisicos, junto con el cono
de laestructura quimica han hecho posible la obtencion de amplia informacion ¢

relacion entre la estructura y funcion de los exopolisacaridos.

El amplio rango de propiedades fisicas observados entre los d
polisacaridos microbianos es un readt directo de las diferencias en la naturale
proporcion de sus unidades repetitivas fundamentales, que viene definido
especificidad de las enzimas transferasas de azUcares. También depend
sustituyentes en los monosacaridos (tales compog acetil o piruvato) determing

por otros enzimas del metabolismo general, de los enlaces entre las unidades r
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y finalmente de las ordenaciones estereoquimicas de todos estos factores, que
resultado la agregacion no covalente de dagenas de polisacarido para for
estructuras de un alto orden espacial, estableciendo la conformacion fii

exopolisacéarido (Glazer y Nikaido, 1995).

Los biopolimeros mas comunes producidos comercialmente exhiben un
rango de propiedadessitas. Han sido extensivamente estudiados entre otr
xantano a partir dXanthomonas campestrisyccinoglucano a partir dehizobiumy
otras especies, gelahy un rango de polisacéaridos de estructuras relacionadas ¢
de cepas deSphimgomonas paucimobilig alginatos bacterianos secretados

Pseudomonas sp., por Azotobacter vinelaypdii chroococcum

Parametros estructurales que determinan la funcion de los EPS

- Conformacion. La técnica de microscopia electronicatmicado la formacion line:
alargada de las moléculas, asi como informacion de que el polisacéarido en sol
presenta en forma helicoidal. Sin embargo, existen muchas limitaciones s
interpretacion de los datos obtenidos a partir de esta #dfstudios de difraccidon
rayosX han demostrado que una consecuencia de la linealidad de los polisaca
alto peso molecular es su tendencia a formar estructuras helicoidales, las cuale
ocasionalmente ser de triple hélice 0 mas comunnum@oble hélice; las molécu
pueden variar considerablemente en su flexibilidad y algunas han demostrado
rigidas. (Moorhouse, 1987).

En muchos polisacaridos se produce una aparente rigidez a elevadz
iGnica, al estabilizar la conformaci@mdenada debido a la reduccion de las repuls
electrostaticas de los diferentes grupos sustituyentes, elevando asi mismo la ter
a la cual se produce el cambio conformaciong).(Los grupos acilo tienen una note
influencia sobre los camlsoconformacionales de las moléculas de polisacaridos
han encontrado diferencias segun el contenido de los grupos acetato y piruve

molécula. La presencia de los grupos acetilo estabilizan la forma ordene

- 165 -



Parte Ill.-Capitulo 6 Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

polisacarido, aumentando la temgtera de transicion, mientras los grupos piru
produce el efecto contrario, atribuido a la repulsion electrostatica entre
Contrariamente, las interacciones apolares del grupo metilo de los acetatos |
estabilizacion de la conformacion, hechstudiado en el exopolisacarido acetan
Acetobacter xylinupademas del xantano (Sutherland, 1994).

- La masa molecular de los exopolisacaridos influye directamente sobre
propiedades fisicas por lo tanto en las potenciales aplicaciones dé $osAEunN:
temperatura constante y a una concentracion y velocidad de cizalla determin
viscosidad especifica de las soluciones acuosas de EPS depende del peso mc
éste. Los exopolisacaridos obtenidos de diferentes microorganismos variizmaemig
en su peso molecular y dependen de las condiciones de crecimiento empleados
de oxigeno suministrado al cultivo tiene un efecto marcado sobre este. Por eje
viscosidad intrinseca (una medida del peso molecular) del xantano, pmdrci
fermentaciones sobre medio complejo es considerablemente mas baja cu
temperatura de fermentacion es 35°C en lugar de 30°C. El valor de la masa ir
de los EPS es por lo general muy grande con respecto a otras biomoléculas.

entre un rango de 1@ 10.

La conformacion y la masa molecular determinan las propiedades reolfagcas,
soluciones de la mayoria de exopolisacaridos muestran un comporte
pseudoplastico, con una aparente disminucién de la viscosidad a medida qua aliment
esfuerzo de cizalla o deformacién. Presentan ademas una conducta tanto visce
elastica denominada viscoelastica, ya que regresan a su estado original luego d
fuerza que se le aplica (Sutherland, 199Qps propiedades reolégicas de
exopolisacarido pueden verse afectadasndemente por pequefios cambios e

estructura (Rinaudo y Milas, 1987).

- La capacidad de interaccion cooperativa de la estructura quimicdel polimerc
entre las cadenas que conforman el polimero determina laidagale formacion ¢
geles (Rinaudo y Milas, 1987). Asi misma,capacidad de gelificacion sinérgica si

demostrado en bacterias patdégenas de plantas, como es el cXamtdemona
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campestrisdonde hay evidencias de interacciones intermolecularepa@acéarido
de origen vegetal (Morris et al. 1977b). Una mezcla en solucion de xanta
galactomananos de plantas provoca la formacion de geles firmes, lo que demus
fuerte interaccion especifica, teniendo en cuenta que el xantano no gedifics
mismo. Hecho similar ocurre con especiesRigzobium,que colonizan las raices
través de la interaccion especifica del exopolisacarido con los polisacaridos de |
(Powell, 1979). Esta gelificacion sinérgica tiene un gran potencial de@phcen I

industria.

- La capacidad del polisacarido de unir acidos grasos covalentemente a traves
enlaces éster determina su actividad emulgent&e ha llegado a determinar (
algunos exopolisacéaridos poseen actividad surfactante, pasando adartaalel grup
de compuestos de origen biolégico con actividad de superficie, denormr
biosurfactantes. Los biosurfactantes de naturaleza polimérica mejor estudiado
emulsano, biodispersanédinetobacter calcoaceticyfRosenberget al.,1988)) alasai
(cepa KA-53 deAcinetobacter radioresistenfNavonveneziaet al.,1995),liposano
manoproteinas y otros complejos polisacapdateina. Este biosurfactante es r
efectivo a bajas concentraciones (Rosenbes al.1979). Otros microorganism
productores de bioemulgente son la levadiamadida lipolytica (Cirigliancet al.,1985),

varias especies del género Pseudomonas Btah|(1988).

- La naturaleza polianiénica de muchos polisacarido determina su capacida
interaccion con cationes. CGiene grupos funcionales capaces de formar comy
coordinados con ellos. La presencia de diferentes cationes afectan marcada
conformacion de los exopolisacaridos, como es el caso del xantano. Los a
interactian fuertemente con algunosiaras divalentes y son mas selectivos e
enlace que otros como la pectina. Algunos polisacaridos microbianos, cc
producida por especies del gén&mogloease une fuertemente a iones, jugand
papel importante en el fenémeno de la floculacion.e®nbargo, el mecanismo exs
de enlace por este tipo de polimeros no esta todavia claro (Ketp&rl987). As
mismo Corzo et al. (1994), han demostrado la capacidad de precipitacion de

metalicos por parte del exopolisacarido producidoBradyrhizobium japonicung por

- 167 -



Parte Ill.-Capitulo 6 Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

la cepa BGA-1 de Bradiryzobium.

Investigaciones realizadas por Loagtcal.(1997), sefialan la importancia
esta propiedad en el proceso de captacidon de metales pesados en medios

naturales expuestos a contaminacion por los mismos.

6.2.3.- Aplicaciones de los EPS.

Los exopolisacéaridos constituyen hasta el momento un componente min
en el mercado de los polimeros solubles en agua; pero caracteristicas tales
biocompatibilidad, biodegradacion, hidrofilicidad y twxdcidad, asi como nuevas
mejores propiedades fisi@pimicas los hacen competitivos frente a los polin
sintéticos e inorganicos y los de origen vegetal, ademas del continuo increment

precios.

Se han descrito alrededor de RBS diferentes con mercado potencial, pe
mayor parte corresponde al xantano, con una produccion aproximada de
toneladas por afio, de aqui el interés en la busqueda de nuevos EPS, con
mejores caracteristicas fisico-quimicas. Dicho @d#ena estimulado el desarrollo
microorganismos modificados genéticamente y el desarrollo de procesos de prc
mas eficientes, con el consiguiente descenso de los costos de fermentacion, |
permitido el mantenimiento de mercados y la creadé nuevos en otros (Yalpan
Sanford, 1987).

La utilidad de los EPS estd basada en un amplio espectro de caract
funcionales. Unas derivadas de sus propiedades fisitnicas, como su habilidad p.
modificar el comportamiento fluido de lasligsciones acuosas o dispersiones, tales
su capacidad espesante, gelificante, estabilizante, emulsificante, quelante, form
biofilms y membranas; otras basadas en la capacidad de interaccionar cc
materiales de origen sintético o biolégicsi como su papel en diversos proc

bioldgicos.
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Observando las diversas éareas en las cuales los EPS son en
corrientemente, es posible hacer algunas predicciones acerca de su futuro
incremento del interés en las propiedades fisicasts polimeros, junto con un me
entendimiento de las relaciones entre las propiedades fisicas y su estructura
inevitablemente permitirdn el descubrimiento de nuevos EPS, con caracte
apropiadas para nuevas aplicaciones o mejorar lagigtentes. No debe ser olvid:
que los EPS son biodegradables y son producidos a partir de recursos renovak
intrinsecamente productos seguros, o que permite su uso en lugar de mate

renovables, asi contribuir al mantenimiento del medio ambiente.

6.2.4.- Relacion organizacidon genética-funcion

La organizacion genética que controla la codificacio
enzimas implicadas en la biosintesis de EPSs en muchas b
esta conservada parcial o totalmente (Glucksnetnal.1993;
Huang & Schell 1995; Stingebt al. 1996; 1999; van Kranenbt
et al.1996), indicio de que el exopolisacarido es una prot
celular derivado de una estructura comun y esencial p:
supervivencia de estos procariotas en determinados |
ecoldgicos. Los egtlios de homologias demuestran la existe
de dominios conservados en todas las proteinas transfere
azucares que estan presentes en las diferentes formas !
procaritas e incluso también eucariotas productoras

polisacéaridos (Moreira, 1999).

Las actividades enziméaticas funcionales implicadas en el proceso gic

biosintesis de un EPS abarcan todo el metabolismo, desde el metabolismo
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nucleotidico, hasta enzimas necesarias para cubrir los requerimientos energét
son muy albs en este proceso. Pero las de mayor relevancia o implicacion dir
pueden resumir en tres actividades globales que definen varias especif
enzimaticas:

- Las enzimas implicadas en la biosintesis del oligobmero que fol
estructura fundamesait del biopolimero (cintazas, glicosiltransferasas), ademas €
otras proteinas sin las cuales el polimero como tal no se formaria (polir
liberadorasesterasas), ni se exportaria al exterior de la célula (enzimas transport
También la sitesis de moléculas proteicas reguladoras del proceso gene
transcripcion son de gran importancia. Para la sintesis y exportacion de EPS se
de esta gran variedad de enzimas que deben estar agrupadas, coordinadas y ¢
bajo las mismasefiales metabdlicas, que responderan a la composicion del
externo. Las de mayor interés en este estudio son las glicosiltransferasa:

caracteristicas principales las describiremos a continuacion.

A pesar de la importancia fisiologica de lasogittransferasas (Glucksma
1993; Kolman et all,996), envueltas en la unién de moléculas de azucar a detern
sustratos, para formar EPS, es muy poco lo conocido sobre su proceso catalitic
las relaciones estructura-funcion. Solo avanzandeste campo se podran reall
mejoras biotecnoldgicas con implicaciones industriales, los microorganismos
mas susceptibles para realizar este tipo de estudios, de hecho los avan
espectaculares en estos ultimos afos, se han realizado aoteeab productoras
EPS con interés industrial, como el xantano, producidoXpmthomonas campestyis
gue ha sido objeto de continuas revisiones (Beekat.,1998; Tsengt al.1999; ), la:
bacterias del acido lactico, constreptococcus thermophil{Stingeleet al.1996; De
Vuyst 2001), Lactococcus lactis(Kranenburg 1997; 1999; 2000),actobacillus
delbrueckii (Jolly et al.,2002).

La biosintesis de disacaridos, oligosacaridos y polisacéaridos implican la
de cientos de diferentes glicoslisferasas (EC 2.4.x.y), enzimas que catalizi
transferencia de azucares desde moléculas donadoras activadas a moléculas

especificas formando enlaces glucosidicos. Las Glicosiltransferasas pue
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clasificadas de acuerdo a estequiometdi@da reaccion de los sustratos y produ
como enzimas invertidas o retenidas (Sinnott 1990). Las recomendaciones de la
(Unidén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular) no indican las caracter
intrinsecas estructurales de las enzimgs que no tienen bien ubicadas aqu
enzimas que actlan sobre diferentes sustratos. Existen otros autores que prof
clasificacion de las glicosiltransferasas que utilizan diferentes azucares ac
(difosfo, monofosfo y fosfatos (EC 2.4.1).xyy las proteinas similares en diferer
familias segun su secuencia, como describié por primera vez Campbelkeeat 2997
Los mismos plegamientos tridimensionales se espera que ocurran entre cade
Como ocurre con las hidrolasas glicosidasas,familias de proteinas definidas sc
las bases de similitud de secuencias pueden tener estructuras tridimensionales

y asi formar agrupaciones definidas.

- Mecanismo catalitico de glicosiltransferasas:

Para las glicosiltransferasas, panalogia con las glicosidasas, hay
mecanismos cataliticos principales para las glicosiltransferasas: uno dingeridn
de la configuracion anomérica (UDP-glucosa -> beta) y el otro dirigedacion (por

ejemplo UDP-glucosa -> alpha).

La inversion de la configuracion anomérica sigue mayoritariament
mecanismo Unico de desplazamiento donde el aceptor realiza un ataque nucle

C1 del azucar activado donador.
La retencién de la configuracion anomérica corresponde probablement
mecanismo de dos pasos que implica primero la formacion de alguna c

glicosiltransferasa intermedia y la liberacilon del nucleotido difosfato y el &

subsecuente de la glicosil-enzima por el aceptor.

6.4. Objetivos
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Justificacion y planteamientos de objetivos:

La estructura genética que codifica las proteinas y enzimas de biosintesis del EPS de
Paenibacillus jamilagse llevo a cabo en el capitulo anterior, mediante la localizacion,
identificacién y caracterizacion de todos sus elementos. La asignacion de funciones
enzimaticas se realizé mediante un andlisis bioinformatico, de acuerdo a resultados de

homologias con otras estructuras genéticas bacterianas ya descritas.

Destacamos la zona central del operén de biosintesis de EPS de la cepa B.7 de
Paenibacillus jamilag(Figura 6.1), que también est4 conservada como en numerosas
especies bacterianas productoras de EPS y que constituyen el nucleo de las transferasas

de azlcares, responsables principales de la especificidad de sintesis de la unidad

fundamental del biopolimero.

T e e

|ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 - ORF7 ORF8- ORF9 ORF10 ORF11 ORF12 |
Zona Transferasas de azUcares F.Desconocida
Reguladora Glicosiltransferasas Helicasa

Figura 6.1.- Esquema resumen Estructura genBEtiogion del operdn de biosintesis
de EPS en Paenibacillus jamilae

Debido al hecho de que las proteinas o enzimas codificadas por los genes de
biosintesis de EPS no son susceptibles de sobreexpresarse, aislarse y purificarse desde
la cepa madre salvaje, cepa B.7 Baenibacillus jamilag en las concentraciones
necesarias y suficientes para realizar un estudio de funcionalidad de las mismas,
planteamos la alternativa de clonarlas y expresarlas de forma heteréloga en cepas
adecuadas de E.coli (carentes de dichas actividades) para realizar su estudio bioquimico.

El sector genético elegido para el trabajo de analisis funcional, fueron los genes que
codifican los ORF3, ORF6-7, ORF8-9 y ORF-10, que eran presumiblemente los

-172 -



Parte Ill.-Capitulo 6 Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

responsables directos en la biosintesis del oligosacarido fundamental del EPS de

Paenibacillus jamilagy ademas determinantes de la naturaleza del mismo.

Una vez conocidas las bases tedricas y experimentales necesarias para abordar el
analisis funcional de las proteinas implicadas en la biosintesis de EPS de la cepa B.7 de

P.jamilae procedemos a plantear los objetivos que desarrollaremos para este fin:

1.- Analizar las caracteristicas generales de las secuencias proteinas de
glicosiltransferasas

2.- Determinar la implicacion directa de los genes descritos del operén
Paenibacillus jamilae en la biosintesis de EPS.

3.- Determinar las especificidades enzimaticas de cada glicosiltransferasa.

4.- Establecer un modelo tedrico de biosintesis de EPS en Paenibacillus.jamilae

6. 4. Material y métodos

6.4.1.- Célculo de valores tedricos de peso moleculgPM), punto

isoelectrico (pl) e hidrofobicidad de las glicosiltransferasas.

Estos valores fueron predichos por un analisis fsaméatico con un programa
disponible en internet, en la pagintp://dante.studentenweb.org/bioinfgue conecta
con el servidor EXPASY.

Introduciendo los aminodacidos de la proteina obtenemos el valor teérico de PM

en KDa y su punto isoeléctrico.
Las proteinas a las que se le realizé este andlisis fueron las que tenian similitud
con Glicosiltransferasas y contenian dominios conservados, correspondientes a los

siguientes ORF 3, ORF 6-7 y ORF 8-9, descritos en el capitulo anterior.

Las secuencias de aminoacidos son las siguientes:

- ORF 3: Transferasa de azUcares, la denominamos “GTF1”
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>ORF 3
MVFENLNKYSCKEGASMFKTITILIPAYNEEEVIYQLYSRLTRVIDSITGYHFELLFVNDGSKD
NTVEILKNLGKKDRRISLVDLSRNFGKEVAMIAGLDFSVGNAVVIIDADLQDPPELIVEMIK
YWEQGYDDIYAKRATRAGETWLKKWTASSFYKLLQRMSRIPIQENTGDFRLLDRRCIEAL
KQLRETQRYTKGMFSWIGFNKKEILFNRDSRAAGETKWNYYKLLDLAIEGITSFTTAPLRL
SAMLGVFISIGAFFYMIFIITRTLIFGGSVAGYASLMTVILFLGGIQLLSLGIIGEYLGRVFNET
KSRPLYFVKEYNDGKGAISEQKYMENRFSRGRI

- ORF 6-7: Glucosiltransferasa, “GTF2”

>ORF 6-7
MDVSILVVNYNTCQLTLDCLQSVYASKSQYRYXVIVIDNHSSDGSVEAIRAAYPDITLIANKD
NTGFAKANNQGMEVASGRYVLLLNSDTLVQPDTLDTMIQFMDTHPEMGASGCKVILPDGS
LDKACKRGFPTPSASFYYAFGWSKRYPDNPKYNQYQLGHLSPTMSILDVLVGAFMLVRRE
TIDQVGGLDETFFMYGEDIDWCXRIKQAGWGIYYYPRTYIIHIKGGSARRRPLKI'YEFHRA
MWVFHRKHYKQQYSWITNMAVYAGITVKFGMAFLKNKLSAPVKPDSGEQSRTEGKHDTQ
KSAFFNPIIYCGGFRGHSVVLSDRLVFQI

- ORF 8-9: Gluco/Galactosiltransferasa “GTF3”
>ORF8-9

MLFSLYSPKRKKRFADDVFRVTQIHIVGLFVLLSVMFFVKQIDISRSYLAIYMVGNVLLILFY
RFFLKQVLKALRQKGYNKQFMLILGAGTLGQRFYHNLGQYPDLGYEVVGFLDDKRHWSE
EEAAHFRPILGGLDQLEATLSRLMIDEVILALPLDAHDKYPKIINMCEKAGVRTLIIPDFFDY
LPARPYFDNFAGIADD*CTGYFHWMWRGIDCLNRLFRYFYSLYSRIFWTFSDHCWQWRIG
CMITFQRGPFIFKPRTGGFESXQPFRMYQIRSMKVLPPGTEDTGWTTANDPRRTRFGTFIR
KTSLDELPQFFNVLLGDMSVVGPRPERPYYVDQFREEIPKYMVKHHVRLESQAGHRATAC
VEIHLLRNGLSMTSSILRTGRSYLILKLFSARFATVSRTRINTEAPFGLAGGCFCVWQLF

6.4.2.-Analisis filogenético de la proteinas glicokransferasas.

En primer lugar se realiz6 un alineamiento local (BLAST) de cada una de las
proteinas d€aenibacillus jamilag/ posteriormente se realizé un alineamiento multiple
de las secuencias proteicas elegidas del listado del BLAST, con el programa
CLUSTALX. Este mismo programa permite la realizacion de una matriz que genera un
archivo con el que podemos realizar un filograma, que se visualiza con el programa
Treeview version TREEV32.

6.4.3. - Disrupcion de genes esenciales para la sintesis de exopolisacarido.

Obtencién de un mutante negativo para la produccion de EPS.
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Para realizar la disrupciéon hicimos la eleccion del gen, considerando que
cualquier ORF con similitud con glicosiltransferasas era una buena diana a interrumpir
y con efecto sobre la biosintesis de EPS. Asi, seria eficaz actuar sobre los genes del
ORF3, ORF6-7 6 ORF8-9. Elegimos los ORF 8-9 por ser mas similar a otras GTF

primarias esenciales en el proceso de sintesis por su actividad.

6.4.3.1. - Recombinacion homodloga de los genes de glicosiltransferasas

esenciales para la sintesis de exopolisacarido.

6.4.3.1.a. - Recombinacion homodloga en la cepa B.7 Baenibacillus

jamilae

El objetivo de este planteamiento es la realizacion de una recombinacion por doble
entrecruzamiento (crossover) en el cromosomBakmibacillus jamilagnsertando una
resistencia a antibiotico kanamicina o cloramfenicol entre el gen elegido para disrumpir
deP.jamilae, amplificado por PCR y clonado, que actuara como marcador genético del

operdn para seleccionar las cepas recombinantes.

Las construcciones plasmidicas se realizaron en pld@é& no contiene origen de
replicacion compatible con gram positivas, de forma que la seleccion de antibidtico
propia del Plasmido fuerza la recombinacién de las zonas homélogas. Fueron necesarios

los siguientes pasos:

- Se amplificé el fragmento que contiene los ORF8-9 por reaccion de PCR con
oligonucleodtidos internos a estos ORFs, se concentré por el sistema Microcon y se
cloné en pUC19 preparado previamente por corte en el MCS con una enzima de
restriccion de extremos romos Smal (New England Biolabs) y posterior defosforilacion
con SAP (New England Biolabs). La ligacion se realiz6 con ligasa T4 (New England
Biolabs) durante toda la noche a 16° C.

- Una vez obtenida la primera construcciéon plasmidica en pUC19 se co@aon
(diana interna a los ORF 8-9) y se defosforilé para posterior ligacion con la resistencia

al antibiético, cloramfenicol o0 kanamicina contenidas en diferentes vectores, que

-175 -



Parte Ill.-Capitulo 6 Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

amplificamos con oligonucleétidos especificos y con extreAmua, posteriormente
cortamos con Agda ligamos con el vector mas inserto ORF8-9 cortado com Apa

La transformacion se realizé dhcoli, seleccion blanco/azul. El andlisis de la
clonacion se realiz6 mediante corte de restriccionAymsb y el andlisis de orientacion
por amplificaciéon por PCR con oligonucleétidos especificos, uno externo en el final del

fragmento ORF9 y otro interno en el principio de la resistencia al antibiotico.

:
)

Ap
- Amplificaciones por PCR:

> <«

>

- Clonacion en puUC19

Eco01091
Aatll 2617
Sspl 2501

Pdml 2294

Begl 2215
Scal 2177

puc18/19
2686 bp

Sapl 683

Apa Apd Apa Apa
! i

puC8Cm9 pUC8KN9

~——

Figura 6.2. Proceso de construccion de plasmidos recombinantes con antibiético.
Las células deP. jamilae fueron transformadas por electroporacion, con los
plasmidos recombinantes (pUC8Cm9 y pUC8Kn9) junto a un control posRvo (

jamilaecon Jug de pLSE1) y un control negativB.(jamilae sin vector). Las células
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transformadas fueron crecidas en medio YM-Azul de toluidina, que favorecian
visualizacion de la sintesis de EPS, con los antibidticos respectivos, cloramfenicol o

kanamicina.

6.4.3.1.b. - Recombinacion homologa en la cepa B.7 Renibacillus jamilae

y en la cepa 168 de B.subtilis

Se clonaron los distintos ORF de glicosiltransfesd&@RF 3, ORF6-7, ORF 9)
en pGEMT (Promega). Una vez preparados los clones recombinantes que denominamos
pGEM3, pGEM6-7 y pGEMO.

Estas construcciones plasmidicas fueron las que se utilizaron para la

transformacion de P.jamilae y B.subtiiectrocompetentes.

6.4.3.2. - Interrupcion de la transcripcion de genes esenciales para la sintesis
de exopolisacérido.

Utilizamos un sistema que funciona de forma eficiente en otras bacterias gram
positivas,S.aureusinduciendo la sintesis de un RNA antisentido que puede disminuir
la expresion de genes cromosdémicos.

Para entender el objetivo de este experimento hay que atender a las caracteristicas

del vector que utilizamos, pYJ355:

A pE194 ori

-

pUC19 ori [ Em

Figura 6. 3. Vector pYJ335
- El vector pYJ335 es un vector lanzadera inducible por Tc, con origenes de
replicaciéon de pUC19 (para gram negativas) y pE194 (para gram positivas). Contiene
un sitio Unico EcoRV hacia el extremo 3’ del promotgtety 22 nucledtidos hacia el
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extremo 5’ del punto de inicio de traslacion del gah Cuando el inserto entra en
orientacion invertida sintetiza un RNAm antisentido a la secuencia nucleotidica
especifica insertada, que inhibe la expresion de dicho gen y la sintesis de la proteina (Ji,
et al.,1999).

6.4.3.2.a. - Disrupcion del gen que codifica el ORF8-9 en la cepa B.7 de

Paenibacillus jamilae utilizando el vector pYJ355.

- En primer lugar amplificamos por reaccion de PCR el ORF 9, con oligonucleétidos
especificos con extremos EcoRV, una vez obtenido este producto se corto con la enzima
de restricciorEcoRV y se ligd al vector previamente cortado y fosfataseado con ligasa
T4. Se realizaron distintas diluciones o proporciones vector: inserto 1:3, 1:5y 1:10. Se
transformaron las cepas dejamilae electrocompetentes con las ligaciones y se
sembraron en YM-Em. Posteriormente se siembra mediante réplica en placa de YM-

Em-Tc, las colonias no mucosas, si aparecen seran nuestros clones positivos y blanco de

estudio.
A pYJ335 S—
EcoR V |:||:h‘
Pr Pylirer
e < ducto d
= ~__— Producto de
FeoR V digestion T/ P C R
Pa Paylirer
[ telR ] X —
B '
e —— —
—— 5+ s s = % s 5 s I H//l\H ——.—f.—r%si—\a_

Erm’-ATc Em*-ATc”

Figura 6.4. Obtencion de recombinantes con vector pYJ335

6.4.3.2. b.- Disrupcion del gen homologoEenoli XL1Blue al codificado por el ORF8-

9 de la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae utilizando el vector pYJ355.
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- El protocolo de actuacion fue el mismo que el d#kerdor apartado para la
preparacion del ligado, lo Unico que variamos fue la cepa receptora, que en este caso
seriaE.coli, elegida por reunir las condiciones que presumiamos habian determinado el
fracaso del experimento anterior, como son la alta eficiencia de transformacion por
electroporacion dé&.coli, tiene un origen de replicacion compatible con el origen del
vector pUC19 y con un gen homoélogo al que constituye un inserto.

6.4.4. -Andlisis funcional de las proteinas codificlas por cada gen de

glicosiltransferasas, mediante clonacion en vectores fusionados con el geZ lac

6.4.4.1.- Construcciéon plasmidica y clonacion degeses codificantes

de las enzimas glicosiltransferasas

Para realizar este analisis, clonamos los genes que tenian similitud con GTF,
utilizando el DNA de la cepa B.7 d&jamilae como molde. Las amplificaciones se
relizaron utilizando los oligonucleétidos de la tabla 6.1. y polimerasa de alta fidelidad
(Amplitag-Perkin-Elmer), con las temperaturas citadas en cada caso que fueron las
optimas, resultando los amplicones del tamafio esperado de forma Unica y especifica,
finalmente se concentraron en microcon(Millipore). Se ligaron los insertos con Ligasa
LT4 a cada vector purificado, cortado con la enzima de restriccion (si procedia) y
defosforilado previamente (si procedia) y con las construcciones plasmidicas se
transformaron las células decoli XL1Blue. Los clones positivos fueron detectados
mediante el sistema de colonias azul/blanco, creciendo las colonias en medio con Xgal
e IPTG.

Los oligonucledtidos utilizados para este estudio (Tabla 6.1) fueron disefiados
sin colas de restriccion enzimaticas, para los fragmentos que iban a ser clonados en
PGEMT y con colas de restriccion para los fragmentos que iban a ser clonados en
pKK232-8, pASV4, pBlueScript, pUC19. En el disefio de los cebadores se tuvo en
cuenta la fase de lectura correcta para fusionarlo con lacZ. Los vectores de clonacién

utilizados para la fusion con el LacZ fueron pGEMT (Promega), pUC19, pBluescript.
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Los vectores pKK232-8 y pASV4 se utilizaron para clonar el sector con posible
promotor (Analizado y explicado en el capitulo 7).

Los nombres de los clones responden al vector en el que esta clonado y nombre
del ORF, por ejemplo, el ORF3 esta clonado en pGEMT y se llama pGM3.

Pdil 20
Paml - [ Adel, Bsah 232

Alol 281
/

Himll 2562
1 start Begl 2:62
14 Scal, Tatl 2524

3
75 £co31l 2113_—

a4 am1105] 2041

12 ctores de €

- A continuacion presentamos un esquema general que llustra 10s Tragmentos con los
gue se van a hacer la construcciones plasmidicas de la zona esencial del operén y sus
nombres respectivos. Estas construcciones se utilizaran para los ensayos de GTF y la

comprobacion de zonas promotoras.

51

pGM3
PKK5 y pAS5 A

PGM6 y pGM7 i

PGM6-7 p—

pGM8 y pGM9

pGM8-9 . .

pGM8-9-10

pBlue3+10 }
Figura 6.6. Fragmentos del operon de Paenibaiiius jamiiae para cionacion.

La orientacién adecuada, en el mismo sentido que diagé&nla comprobamos

mediante cortes de restriccion, en cada caso, situados en el vector (Figura 6.5.) y en el
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interior la secuencia nucleotidica que componia cada ORF en una posicion alejada del
centro del ORF que permita discernir la orientacion (Figura 5.12), eligiendo entre las

posibles enzimas de restriccion aquellas que permitan utilizar el mismo tampon de
reaccion con la maxima eficacia (Compatibilidades en el catalogo de New England

Biolabs).

Tabla 6.1. Oligonucledtidos para construcciones de plasmidos recombinantes

V\AATAAAT
AGAATCTAT
ACTGGTCC
JCCCCAACC
5GACGAAAC(
3AAAAACC
ACTGGTCC
3AAAAACC
CTATTCGC
ATCGGC
TCGATTC
JATACGC
ITATTCGC
JATACGC
CTATTCGC
ATGGTATTT
\AATAAAT
ATGGTATTT

6.4.4.2.- Analisis proteico de los clones recombinantes.

- Una vez clonados los genegsGTF1 (ORF3, construccion plasmidica pGM3),
epsGTF2 (ORF6, ORF7 y ORF6-7, construcciones plasmidica pGM6, pGM7 y pGM6-
7), eps GTF3 (ORF9, construccién plasmidica pGM9). La construcciéon plasmidica
pGM8-9 no era viable, por lo que no pudimos realizar su andlisis proteico. Se
expresaron todas las construcciones plasmidicas.ali DH5a (cepa deE.coli sin
actividad GTF medible) induciéndolas con IPTG. Como controles negativos utilizamos
la no induccion con IPTG de los clones recombinantes respectivos en cada caso Yy la
cepa salvaje sin plamidos.

- Se realiz6 un analisis de la concentracion total de proteinas de las cepas

recombinantes mediante el método de Bradford.
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Posteriormente las proteinas totales de los clones recombinantes fueron separadas en
un gel de poliacrilamida (10%) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y tefidos

con Azul de Coomassie.
6.4.4.3.- Ensayos enzimaticos.

Los ensayos enzimaticos de la actividad de las (i€Fon realizadas de
acuerdo al método de Kolkman et al., de 1996. Utilizando células permeabilizadas por
ciclos de congelacién-descongelacion. Las célulds.a@iDH5a recombinantes fueron
inducidas por IPTG sometiéndolas al mismo proceso que para el analisis proteico
mediante SDS-PAGE. Como control negativo introdujimos en todos los ensayos una
cepa de E.colDH5a salvaje.

Utilizamos como precursores de las GTF los azlcares marcadosf{appr-
glucosa, UDP*C]-galactosa y UDPC]-manosa sintetizados por Amersham

Pharmacia Biotech.

H @] N
OH H o 9
on [ |
O—P—0—P—0—CHy
H OH | |
HO  HO A HoH
H
OH OH

UDP(U-*C) Glucos: CHOH

CH OCH

GDP(U*C) Manosa

Figura 6.7. Asucares activados utilizados en los ensayos de Glicosiltransferasas

Los oligosacaridos unidos a las moléculas lipidicas fueron hidrolizados

parcial o totalmente, separados y analizados por cromatografia en capa fina.
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6. 5. — Resultados

6.5.1. - Valores de PM y pl predichos de las posibles GTF

- ORF 3: Transferasa de azucares, la denominamos “GTF1”

PM: 39494,83 Da
pl: 9,21

Valores de hidrofobicidad, segun Kyte-Doolitle

= Exte-Dooclitle Scale fhpdeophobicily|
A

3 Aurirss Seid Mumbsss EE A

[ window Siee=T7)

Figura 6.8. Andlisis de hidrofobicidad del ORF3
- ORF 6-7: Glucosiltransferasa, “GTF2”

PM: 37812,80 Da
pl: 8,84
Valores de hidrofobicidad, segun Kyte-Doolitle

Fyte-Dookttle Scale [Fpdiophobicty]
4.0

a0

N
T AT AT,
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- ORF 8-9: Gluco/Galactosiltransferasa “GTF3”

PM: 49732,72 Da
pl: 9,48
Valores de hidrofobicidad, segun Kyte-Doolitle

Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

Fpte-Dranlitle Scale (hydraphobicey)

: nﬁ .f‘ I'l J\ :

A I iy
as _!1| 'alr r' i!h [| | |’li i [rl, I}»J;“]EJ h'ui i a'ﬂ‘f .‘ﬂl \ ﬁ!miw\\ W/ |
\h} ,Iji w IH.J ‘ J J& Ww P“\\[ W WWY \11

| Window Size=7)

Figura 6.10. Analisis de hidrofobicidad del ORF8-9

Si la consideramos como dos proteinas, los valores tedricos calculados son:

- ORF8:

PM: 25637,19 Da
pl: 8,64

- ORFO9:

PM: 26424,35 Da
pl: 9,90
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6.5.2.- Filogenia de las proteinas de las probables Glicosiltransferasas.

Agrobacterium

Paenibacillus

— Yersinia

Bifidobacterium

— Streptococcus

Microbulbifer

Leptospira

Vibrio

Escherichia

Salmonella

Xylella

Xanthomonas

Figura 6.11. Filograma de proteinas homologas ORF3
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Sphingomonas

Sinorhizobium

Deinococcus

Cytophaga

ORF6-7

Clostridium

Pseudomonas

Xanthomonas

Mycobacterium

Ralstonia

Acinetobacter

Figura 6.12. Filograma de proteinas homologas ORF6-7
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Lactobacillus

cjejuni

B.subtilis

Acetobacter

Xanthomonas

P.jamilae

Klebsiella

E.coli

2Staphylococcus

3S.agalactiae

Anabaena

Agrobacterium

Synecocystis

1Staphylococcus

Erisypelotryx

Figura 6.13. Filograma de proteinas homélogas ORF9
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6.5.3.- Disrupcion de genes esenciales para la sintesis de exopolisacarido en
P.jamilae , B.subtilis y E.co(pJLA505, pYJ335)

El objetivo de este apartado fue demostrar la implicacion directa de los genes de
glicosiltransferasas en la biosintesis del EP®a&enibacillus jamilaePara ello habia
gue tener en cuenta los siguientes parametros:

- La eleccion de un gen de relevancia o con caracter esencial en la biosintesis del
EPS de entre todos los descritos. Elegimos el gen que codificaba el ORF8-9 como diana
para la disrupciéon en todos los experimentos.

- La eleccion del sistema genético adecuado para abordar la disrupcion en una
cepa bacteriana gram positiva en la que los fenébmenos de transformacion, transposicion

y recombinacién son complejos.

a.- Recombinacion homologa en la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae

Las contrucciones plasmidicas con las que transformamos las cepas de

Paenibacillus jamilae electrocompetentes fueron denominadas puC8Cm9 y pUC8Kn?9.

La comprobacion de la clonacion y orientacion correcta se realizd por cortes de

restriccion:

1 2 3 4 O5APstl

4900 ph ¥ <€4—4500 pb

4100 pb
€—3000 pb

Figura 6.14. Clones recombinantes. 1: pUC8-9; 2: puC8Cm9; 3: pUC8Kn9

4: control positivo; 5: control negativo
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Eco01091 2674 BstAPl 179

Sspl 2501
\

Pdml 2294
Pdml 2294

/ 3
3 Begl 2215,
Seal 2177
1
2
Seal 2171 \

Begl 2215

_Sapl 683

AT, BspLUT

Gsul
cfr0l 1779
Eco311 1766

Eam1105] 1694

puUC8Cm9 pUC8KnN9

Figura 6.15. Clones recombinantes. puUC8Cm9; pUC8Kn9

Los resultados de la disrupcion abordada de este modo no fue concluyente. Debido a
la baja eficiencia de transformacion unida a la baja probabilidad de recombinacion en
los géneros de bacterias gram positivas, se generd un nimero muy bajo de colonias que

en todos los casos fueron falsos positivos.

b.- Recombinacion homologa en la cepa B.Pdenibacillus jamilaey en la cepa
168 de B.subtilis

Con el fin de paliar los fenomenos que podian seitdiites para obtener un
resultado positivo, en este experimento utilizamos ademas de cepasgmédae ,
Bacillus subtiliscepa 168, cepa con mayor eficiencia de transformacion. Por otro lado
realizamos el experimento con los tres ORFs de glicosiltransferasas ORF3, ORF6-7,
ORF8-9 clonados en pGEMT.

Es una recombinacion homologa simple, que en caso de producirse inserta en el

cromosoma el vector mas inserto linearizado, cuya resistencia actuaria como marcador

genético.
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Scal 1875

11875
Scal 1875 Seal 1675

Figura 6.16. Clones recombinantes. puC8Cm9; pUC8Kn9

Los resultados en este caso también fueron nulos, no aparecieron colonias

resistentes a los antibiéticos propios del vector (ampicilina).

6.5.3.2. - Interrupcion de la transcripcion de genes esenciales para la sintesis

de exopolisacérido.

6.5.3.2.a. - Disrupcion del gen que codifica el ORF8-9 en la cepa B.7 de

Paenibacillus jamilae utilizando el vector pYJ355.

- No apareci6 ninguna colonia como resutado de la transformacion en el primer
medio YM-Em, la explicacion puede estar en la no compatibilidad del origen de
replicaciébn, a pesar, de que era compatible con otras gram positivas, como
Staphylococcus aureutdo ello como en casos anteriores, unido a la menor eficiencia

de transformacion de Paenibacillus jamilae.

6.5.3.2. b.- Disrupcion del gen homélogotenoli XL1Blue al codificado por el
ORF8-9 de la cepa B.7 de Paenibacillus jamilae utilizando pYJ355.

- El resultado fue positivo, aparecieron tres coletiacterianas en el medio con el

antibiotico con pérdida de su EPS, mutantegsiegativos que chequeamos

posteriormente para ver el estado del plasmido.
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- La continuidad colonial al sembrarla masivamente frente a su cepa salvaje
evidencia la pérdida de la capsula y su funcién de la misma en la adherencia

colonial.

M

Figura 6. 17. Disrupcion de un en omo 0go necesario para la sintesis de EPS.

- Queda demostrado su papel imprescindible en la formacién de la capsula y en la
produccion de EPS en E. colL1Blue.

- Se realizaron ensayos de determinacion de la produccién de EPS en 100ml de
medio liquido YM de las dos cepaskeoli salvaje y transformada con pYJ355:ORF8-

9, creciendo durante 36h, se obtuvieron 0,379 y 0,03g respectivamente.

- Otro experimento con el mismo objetivo que los anteriores fue la clonacién del
ORF8-9 en el vector de expresiéon pJLA505 Eroli. Resulté en un proceso de
recombinacion inestable que aumentd puntualmente la capacidad de formacion de EPS
en las primeras generaciones, comprobada por ensayos de extraccion y precipitacion de
EPS de cultivos de 100 ml de la cepa recombinante, comparandola con la produccion de
la cepa salvaje. Tras sucesivas resiembras de la cepa recombinante, se volvié al fenotipo
normal. Evidenciando que los genes que codificaban los ORF8-9 estaban relacionados
directamente con la formacién de EPS.

6.5.4.- Analisis de las proteinas codificadas por cada ORF, mediante clonacion

en vectores fusionados con el gen LacZ y control de la expresion.

Todos los clones positivos tras chequear las posibles colonias mediante la
extraccion de su Plasmido por lisis alcalina (Sambrook) y con una orientacion adecuada
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fueron extraidos en grandes cantidades mediante el sistema MiniConcert de Gibco para
posteriores andlisis.

Fue posible clonar todos los fragmentos de PCR en la misma orientacion que el
gen kcZ, a excepcion del clon que contenia el ORF 8 y el ORF 8-9, los cuales so6lo se
obtuvieron clones en orientacion inversa. Como la probabilidad del método empleado
de clonacién era del 50 % en cuanto a orientacion, dedujimos que la viabilidad de la
célula no era posible con estos clones en orientacion, porque dicha proteina
sobreexpresada les era toxica a la cepa aceptora XLddiue.

6.5.4.1.- Analisis proteico in vitro de los clones recombinantes.

Destacamos la sobreexpresion clara de los gep#d y epsGlu, dando lugar a
proteinas de 40KDa ambas, valor que es muy similar al valor tedrico predicho para
ambas (tabla 6.2). La expresion de esta Ultima proteina EpsGlu da una sefial mas potente
porque se suman las actividades del promotor delag2ny su propio promotor interno
situada su posicion +1 a 42 nucledtidos del codon ATG de inicio de la proteina (Figura
5.10. Secuencia nucleotidica completa 5’-3’).

1 2 3 4 1 5

Figura 6.18. Andlisis de proteinas SDS-PAGE
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6.5.4.2. - Ensayos enzimaticos de las GTF.

- Los resultados que se observan en esta graficausranf posibles

Hidrolisis total

_>Q

— @O O W

Figura 6.19. Clones recombinantes. pUC8Cm9; pUGBKn

- Actividad de las hexosiltransferasas. Integracion@azucares marcados con 14C.

ACTIVIDAD HEXOSILTRANSFERASAS

B cpmManosa
cpmGlucosa
M cpmGalactosa

CPM/mgPROTEINA

277777777

CLONES RECOMBINANTES

Figura 6.20. Actividades especificas hexosiltransferasas.
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- Nombres de cada una de las proteinas implicadas en la transferencia de azlcares activados para la

formacion de la unidad fundamental del biopolimero:

Tabla 6.2.- Propiedades de las Glicosiltransferasas &aenibacillusjamilae

Gen ORF Nombre de la Proteina | PM (Da) pl Actividad enzimatica

eps ORF3 EpsMan 39494,83 9,21 Manosiltransferasa

eps-7 | ORF6-7 | EpsGlu 37812,80 8,84 Glucosiltransfersa

eps8-9 | ORF8-9 | EpsGal 49732,72 9,48 Gluco/Galactosiltransferasa

MODELO DE BIOSINTESIS TEORICO DEL HETEROPOLISACARIDO DE
Paenibacillus jamilae

UDP-Glc UMP

Cps14E
Gle-pp-lipid

UDP-Gal
Cps14G\<

Gal-Gic-pp-lipid

UDP-GlcNAc
Cps14i

GIlcNAc-Gal-Glc-pp-lipid

p-lipid

Cpsi4d
GIcNAc-Gal-Gic-pp-lipid
1

Gal [GlcNAc-Gal-Gilc ].. -pp-lipid
1
Cps1 m‘v/_‘ Gal

[GlcNAc-Gal-Gle ] -pp-lipid
1

UDP-Gal

Gal l

Figura 6.21. Modelo teorico de biosintesis de EPS.
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6. 4. — Discusion

El analisis funcional de las Glicosiltransferasass@nées en el operdon de
biosintesis de EPS de las cepas bacterianas de iatergs prerrequisito fundamental
para el futuro de la bioingenieria del EPS y oligosacaridos.

En este estudio hemos realizado el analisis funcional de los genes que codifican
para GTFepsvian, epsGlu y epssal, situados en la region central del cluster genético
de EPS de la cepa BR.jamilae. Los productos proteinicos de los genes EpsMan,
EpsGlu, EpsGal estaban envueltos en procesos de biosintesis secuencial de la unidad
repetitiva oligosacaridica.

La filogenia de la proteina EpsGal Bgamilae demuestra su gran relacion con
las proteinas codificadas por los genesX@mthomonas campestrig Acetobacter
xylinus bacterias productoras de EPS de gran interés industrial (bibliografia), con
operones de biosintesis de EPS muy complejos, dada la gran cantidad de enzimas
implicadas en el proceso global. Agrupados en el mismo cluster destacamos la presencia
de proteinas homologas @acillus subtilisy E.coli, a pesar de que la estructura en
forma de operdn de biosintesis de EPS difiere bastante de los agrupamientos genéticos
caracteristicos(Bibliografia). Ambas cepas nos servirian para experimentos de
recombinacién genética en uno de los genes que habiamos considerado esencial,
epsGal.

A pesar de la notoria promiscuidad en la transferencia genética bacteriana en
general, los procesos de recombinacion en bacterias gram-positivas es mucho mas
complejo que en gram-negativas y concretamente la frecuencia de recombinacion
homologa decrece paralelamente con la distancia evolutiva o divergencia entre el
donador y receptor. Los resultados de los intentos de recombinacion y disrupcion de
genes esenciales para la biosintesis de EFSjamilae han sido practicamente nulos,
al igual que eiB.subtilis frente a la disrupcion exitosa del gen homoélog& eoli, que
dio lugar a un fenotipo colonial liso (Figura 6.17), con la consiguiente pérdida de la
capacidad de agrupamiento. Segun Majewski y Cohan, 1999, los mecanismos
moleculares de recombinacion Bacillus no han sido elucidados totalmente, lo que si
esta claro es que difieren de los observados pamali, que sélo necesita una Unica
secuencia conservada (Shen y Huang 1986), frente a los requerimientd3agbuma
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de regiones cortas de secuencias conservadas en ambos extremos de los DNAs donador
y receptor.

Una vez que demostramos la implicacién directa de los genes descritos en
P.jamilae con la formacion de EPS, comprobaniogitro cada una de las actividades
enzimaticas predichas por similitudes, de acuerdo a los métodos descritos por Kolman
et al.,1996. EpsGal era capaz de transferivitro Galactosa-P a un transportador
lipidico. Para las bacterias gram-negativas la molécula transportadora lipidica ha sido
caracterizada como undecaprenilfosfato (Whitfield 1993; Shimizu y Ogura 1997; Crick
et al. 2000; Pan et al. 2000), no asi para bacterias gram-positivas. Estudios realizados
para algunas bacterias del acido lactico es insensible a la bacitracina, por lo que se ha
considerado la posible presencia de transportadores alternativos (Stingele F y Nesser).

Asi podemos considerar que EpsGal es una GTF con especificidad
Galactosiltransferasa. Probablemente pertenece a un tipo de fosfoglicosiltransferasas,
enzimas con dos dominios, en el que el dominio C-carboxilo terminal contiene la
actividad Glicosiltransferasa, o bien constituye una enzima de un solo dominio que
corresponderia por homologia al dominio C-terminal de las enzimas de dos
dominios(Stingele et al. 1999). En nuestro estudio consideramos la proteina EpsGal
completa constituida por los dos ORF8-9, con un total de 400 aminoacidos con unos
valores de pl de 9.48, un peso molecular 49KDa tedricos, y unos valores alternativos de
hidrofobicidad segun Kitte y Doolitle, sin ninguna zona caracteristic a resefiar. E| ORF9
constituiria el dominio C-terminal que contiene la actividad Glicosiltransferasa,
Galactosiltransferasa mayoritaria (Figura 6.20.), segun los resultados de la
determinacion de su actividad enziméatica con los distintos azlcares marcados, aunque
los datos obtenidos en la cromatografia en capa fina de la hidrdlisis total (Figura 6.19)
revelaba que ademas de incorporar galactosa activada, era capaz de incorporar glucosa
activada cuando era el Unico azUcar afiadido, asi puede tener una débil actividad
glucositransferasa que puede ser detectada inenti.coli

El ORF8 formaria el dominio o extremo amino N-terminal de la proteina
EpsGal, cuya funcion puede estar relacionada con el plegamiento correcto o estabilidad
conformacional de la proteina completa, ya que nos es posible detectar la
sobreexpresion en gel de poliacrilamida mediante SDS-PAGE (Figura 6.18) del clon
con ORF9 sélo, por el contrario si obtenemos datos de actividad enzimatica del mismo
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clon, por lo que dedujimos que no se ve afectado su caracter funcional cuando no tiene
el extremo N-terminal. Otra posible funcion de este dominio N-terminal (ORF8) de
aproximadamente 200 aminoacidos sea la de mantener el contacto con la unidad
repetitiva creciente para incrementar el ritmo de liberacion de ésta y facilitar a nivel de
la membrana celular del reciclado de la molécula transportadora lipidica (Wang et al.
1996; Liu et al. 1996). La funcion real no estd totalmente definida, pero ésta ultima
hipotesis podria apoyar la imposibilidad de clonar en orientacion positiva en un vector
de alto numero de copias o con un promotor fuerte delante el ORF8 soélo o el ORF8-9.
Ambas construcciones plasmidicas le resultan toxicas a la bacteria receptora, porque
producen probablemente una alteracion de la estructura de su membrana.

De acuerdo a la estructura quimica de la unidad repetitiva, otro azucar
constituyente del oligosacarido es la glucosa, la uniébn de ambas requiere la accion de
una Glucosiltransferasa, funcion hexosiltransferasa, que se detegtd en el clon
recombinante que contenia el ORF6-7 que codifica la proteina EpsGlu (Figura 6.20).
Puede transferir una glucosa a la galactosa ligada al transportador lipidico. Su expresién
en SDS-PAGE muestra un tamafio aproximado de 4Qiieacoincidia con el predicho
mediante programas informaticos. La sefial es mas fuerte que la de otra proteina
sobreexpresada en el mismo vector, lo que se puede explicar porque la secuencia
clonada contiene un inicio del promotor propio ademas del promotor del vector,
sumandose asi sus efectos.

La manosa también es parte del oligobmero, asi la EpsMan podria actuar uniendo
manosa al dimero o trimeron ya formado y unido al transportador lipidico. La actividad
especifica encontradan vitro es manosiltransferasa, ya que incorpora de forma
mayoritaria manosa activada (Figura 6.20). La sobreexpresion del clon con el ORF3
pone de manifiesto el tamafio de la proteih@KDa, que coincide practicamente con el
de la proteina EpsGlu.

Si nos basamos en las similitudes de secuencia EpsGlu y EpsMan contiene
dominios homdlogos muy conservados. Ambas podrian pertenecer a una extensa
familia dea-glicosiltransferasas (Geremia et al.,1996;Camptedil.,1997), que tienen
sus homoélogos también en eubacterias gram-negativas, como describe Stingele et al.
1999 (por ejemplo, RfaK para la sintesis de la capa interna del nucleo del LPS en

miembros de la famili&nterobacteriacege en arqueobacterias (por ejemplo, proteinas

-197 -



Parte Ill.-Capitulo 6 Andlisis Funcional del Operén del Exopolisacarido

probables MJ1069, MJ1178, y MJ1059 Methanococcus jannaschiicianobacterias
(ej., la proteina posible sll1971 &ynechocystisp.) e incluso en eucariotas (egj., Gpil
humana y Gpi3 dé&accharomyces cerevisjaeNo existe representatividad de estas
proteinas entre los micoplasmas.

Las B-glicosiltransferasas entre las que podemos agrupar a la proteina EpsGal
contiene también motivos tipicos de la familia de enzimas de tipo 2 (Saxena 1995;
Campbelet al.,1997). Es la Unica de las tres Glicosiltransferasas descritas que contiene
la secuencia sefial conserfS¥XXXXXX E que habia sido propuesta para ser centro
catalitico (Geremia et all996; Nota breve2000).

La influencia del orden estructural de los geeedlan, epGlu y epsGal, en la
cepa B.7 ddP.jamilae no esta muy clara. Como en todos los operones estan también
situados en la region central del cluster, pero éstos no coinciden con la disposicion
genética de otras bacterias, en las que se cumple la correlatividad de los genes y su
estructura quimica, indicando o implicando la necesidad de ser coexpresados para
mantener la estructura, como por ejemploStreptococcus thermophilusfi6, para
obtener el disacarido GalNAc-Gal se deben coexpresar los gpgey epss. En el
caso deP.jamilae podemos decir que todas Glicosiltransferasas forman un complejo
biosintético no ordenado para mejorar la procesitividad y versatilidad de la unidad
fundamental que constituira el biopolimero, cuya expresion puede estar controlada por
la disponibilidad de nutrientes del entorno microambiental, ya que contiene ademas un
promotor con regulador interno delante del@&ps

La presencia hacia el extremo 3 del gen de GDEP (glicerofosfodiesterasa)
ORF10 adyacente al final del gep<sal induce a pensar que podria tratarse de la
enzima encargada de liberar la unidad repetitiva formada sobre el transportador lipidico,
como el geneps) de Lactococcus lactisNIZO B40 (Kranenburg et al. 1999). La
expresion del resto de enzimas del operon permitiran la polimerizacion y el transporte

hacia el medio externo circundante.

El alto coste energético y la produccion aparente de EPS®aenibacillus
jamilae hace emerger un punto de vista interesante sobre el papel de la produccién de
EPS para dichas bacterias. En la mayoria de ambientes naturales, la asociacion con una

superficie en estructura de biofilm es el estilo de vida microbiano que prevalece
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(Watnick and Kolter 2000), si tenemos en cuenta la procedencia de estas cepa, un
residuo toxico, alpechin, la teoria anterior se refuerza. Las asociaciones superficiales es
una forma eficiente de persistencia en un microcosmos favorable antes que ser barrido
por la corriente. El papel del EPS en bacterias podria constituir una forma de colonizar
nichos ecoldgicos determinados. Otro papel propuesto, es ser un mecanismo de defensa
contra la intrusion intracelular de sustancias toxicas para el metabolismo de la célula, en
el caso del alpechin y alpeorujo, el EPS es capaz de formarse por la disponibilidad de
carbohidratos del medio (Lopet al.,2001) y como respuesta al efecto téxico. EI EPS
formado por la bacteria actuara de barrera fisica, impidiendo el paso de acidos fendlicos
en el interior de la célula. Por su composicion y estructura macromolecular puede tener

también una funcién de reserva nutritiva.

6. 7. — Conclusiones

1. El gen principal en la sintesis del heteropolisacarid®aenibacillus jamilaeesta

filogenéticamente muy proximo al de Xanthomonas campestris
2. La implicacion del gen e@u (ORF8-9) en la formacion de EPS es esencial.
3. La parte aminoterminal de la proteina EpsGlu (ORF8) es una proteina transmembrana
cuya sobreexpresion le es toxica a células de B.eslinecesaria para el plegamiento
de la proteina completa, no asi para su funcion.
4. Las tres actividades detectadas han sido manosiltransferasa, glucosiltransferasa y
galactosiltransferasa para EpsMa (ORF3), EpsGlu (ORF6-7)y EpsGal(ORF8-9)

respectivamente.

5. Existe una funcién epimerasa entre los ORF6-7, que permite la utilizacion indistinta

de glucosa o galactosa por la proteina que codifican.
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6. Confirmamos que la GTF primaria es la proteina codificada en el ORF8-9, EpsGal

con especificidad galactosiltransferasa.
7. El modelo de biosintesis tedrico predicho genera un oligosaddsiale(Glu),-Man]

que tiene concordancia con la composicion quimica mayoritaria de los azucares del

biopolimero.
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Capitulo 7. Analisis Transcripcional del operdn del exopolisacarido:

7.1. — Resumen

7. 2. — Introduccion

7. 3. — Objetivos

7. 4. — Material y métodos
7. 5. — Resultados

7.5.1.- Northern Blot

7.5.2.- Localizacion de las zonas promotoras dentro del operén
- Comprobacion del caracter de un posible promotores en vectores
especificos para la seleccién de promotores.

- Primer extension
7.5.3.- Zonas reguladoras. Comparacion de las secuencias adyacentes al
promotor en 3’ con las secuencias de otros promotores internos de genes de

biosintesis de EPS.

7. 6. — Discusion

7. 7. — Conclusiones
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7.1. — Resumen

A continuacién describimos los detalles de un amalisanscripcional que
engloba la localizacion general de promotores en la secuencia del operdn de biosintesis
del EPS mediante andlisis informatico. Los genes que codifican para las proteinas
implicadas en este proceso estan predominantemente transcritos como un uUnico RNA
mensajero que es de un tamafo aproximado de 12-14 Kb. Hay un promotor al inicio del
operdn y existen ademas zonas promotoras con sus sitios de inicio de transcripcion en el
interior del operon, delante de los genes que codifican glicosiltransferasas,
garantizandose la transcripcidbn y expresion de estas enzimas esenciales para la
biosintesis del polimero. Hemos determinado el caracter fuerte de un promotor que
potencia la transcripcion interna de los genes esen@ptesu y epSal y epsGDEP
mediante su clonacion en vectores de fusion especificos, pKK232-8 y pASV4. Hemos
determinado también dos posibles sitios de inicio Stl y St2 claramente definidos y un
posible sitio mas de inicio mas deébil de dicha zona promotora mediante “primer
extension”.

Planteamos la hipotesis de regulacion de los promotores internos del operon del
EPS, por homologia de secuencias con las ya descritas para otras especies bacterianas
productoras de EPS.

La existencia de genes adyacentes al operén que codifican para una helicasa y
una proteina de funcidon desconocida en el extremo 3’ puede también constituir un
elemento de regulacion en la transcripcién de dicha zona del operén, asi como las

topoisomerasas localizadas en la zona 5’ del mismo.
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7. 2. — Introduccion

La regulacién de la expresion de los genes de EPS es compleja y envuelve una
gran cantidad de factores; dependiendo de cada especie bacteriana, el tipo de control es

diferente.

Los niveles de sintesis de EPS esta delimitado, en relacion directa, por el nivel

de transcripcion de los genes eps (Trisler & Gottesman 1984).

La produccion de EPS en distintas especies bacterianas (como algunas
exoenzimas) esta controlada de forma potente por una red o cascada de mas de 10
genes reguladores (Schell, M. A., 2000). En determinadas especies, la inactivacion de
dichos genes reguladores, comdRasltonia solanacearuncausa un alto porcentaje de
reduccion de la transcripcion del promotor de EPS, conduciendo a la consiguiente
pérdida de produccién de EPS. Otra forma de controlar la expresion es la afectacion
directa que ejercen determinadas proteinas codificadas por genes localizados hacia el
extremo 3’ del operdn por interaccion directa con la union de la RNA polimerasa con el
promotor de Eps (Hoch, J.A., & Silhavy 1995; Huang, 1995). Las proteinas de unién
directa al DNA también constituyen un potencial elemento regulador de la transcripcion
de EPS. Asi mismo es absolutamente necesario conocer y definir la region 5’ adyacente
al promotor, ya que es la que permitira la union de las distintas proteinas reguladoras.
Dicha region varia en tamafio, desde un centenar de pares de bases, de forma comun a

incluso un millar de pares de bases, de forma excepcional (Burger & Geider, 1995).

La biosintesis de EPS de alto peso molecular en diferentes bacterias es modulada
por una red de proteinas reguladoras llamada Rcs (siglas inglesas de Regulacion de la
sintesis capsular). Ejemplos adestacar son la sintesis de acido colanico y determinados
antigenos K enEscherichia coli (Keenleysideet al.,1992), Klebsiella aerogenes
(Wacharotayankuet al.,1992) ySalmonella typh{Virlogeux et al.,1996). También en
bacterias patdégenas de plantas, la regulacion de la sintesis de EPS mediante Rcs ha sido
demostrada (Poetter, K & Coplin, D. L., 1991; Bereswill, S., & Geider, K., 1997).
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La biosintesis de EPS se induce supuestamente por la percepcion de sefiales
externas, gracias a las proteinas sensoras localizadas en la membrana, como la proteina
RcsC. La sefial podria ser traducida como una fosforilacion de la respuesta al regulador
RcsB, ambas proteinas representan un tipico sistema bacteriano de control de sefiales de

dos componentes (Stout & Gottesman 1990).

Altos niveles de biosintesis de EPS requieren la coinduccion por proteinas
inestables, como la RcsA (Steett al.,1991) y RcsB que estan agrupadas en genes de
clase LuxR, junto a los reguladores organizados segun la secuencia de su hélice-giro-

hélice C-terminal, como motivo de union especifico a DNA.

Las unidades transcripcionales de los operones de EPS pueden contener grandes
regiones implicadas de funcion aun desconocida. Se han descrito las uniones de
proteinas reguladoras &scherichia coliy Erwinia amylovoraa unas zonas localizadas
a unos quinientos nucleétidos del primer gen del operén de biosintesis de EPS.

Actualmente existen muchos estudios para definir las regiones esenciales de
unién de proteinas Rcs, como constituyentes de la ruta de regulacion de la biosintesis de
EPS (Wehland et al.,1998; Garga et al.,2000).

La autoinduccién o “quorum-sensing% una forma de regulacion dependiente
de la densidad de poblacion, que también puede controlar la produccién de EPS, por
ejemplo erPantoea stewartjiuna bacteria patégena de plantas, cuyo EPS constituye un

factor de virulencia (Beck von Bodman & Farran 1995).

7. 3. — Objetivos
Tras localizar la regiébn gendémica que contiene los genes implicados en la biosintesis de
EPS de la cepa B.7 d@enibacillusjamilaey confirmar las funciones enzimaticas de

dichos genes, es necesario el planteamiento de un analisis transcripcional preliminar que
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nos permitird definir los elementos reguladores que controlan la transcripcién del
operoén.

Objetivo general:

Localizar e identificar elementos reguladores de la transcripcion en la regulacion
genomica que contiene el “cluste€ps implicado en la biosintesis de EPS en

Paenibacillugamilae.

Obijetivos especificos:

1. Localizacién de los elementos reguladores de la transcripcion en la region
gendmica en estudio.

2. Estudio de la regién promotora-reguladora del cluster eps.

3. Localizacion bioinforméatica de repeticiones invertidas en la regiébn genémica

en estudio

7. 4. — Material y métodos

Las bacterias son organismos altamente versatiles y de respuesta rapida ya que
perciben los niveles de muchos metabolitos, y utilizando una amplia variedad de
mecanismos, regulan sus patrones metabdlicos.

El control de la expresion genética es critico para determinar el patron de los
procesos celulares. Asi por ejempl@oli puede contener alrededor de 10 copias de las
protefnas mas escasas y hasta uh chpias de las mas abundantes. Ademas, la
velocidad de sintesis de algunas proteinas varia en un rango aproximado de 1000 veces

en respuesta al suministro de nutrientes o a cambios ambientales.
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La actividad genética se regula fundamentalmente a nivel de la transcripcion. La
transcripcion coordinada de los genes de un operdén se puede activar por activadores o
reprimir por represores.

La transcripcidon empieza junto a centros promotores Y finaliza en los centros de
terminacién. Los DNA moldes contienen regiones llamadas centros promotores que se
unen especificamente a la RNA polimerasa y determinan dénde comienza la
transcripcion. En las bacterias, son muy importantes las dos secuencias situadas cerca
del primer nucledtido que va a ser transcrito y ubicadas hacia el extremo 5’ (Fig7.1).
Una de ellas es la secuencia Pribnow o caja TATA, por contener la secuencia consenso
TATAAT vy estd centrada a —10 (diez nucledtidos haciadel 3a a contar desde el
primero transcrito, que se designa como +1). La otra, llamegian —35, tiene la
secuencia consenso TTGACA. El primer nucleétido transcrito es normalmente una

purina.

Hemos analizado la secuencia que contiene los genes del operon implicados en
la biosintesis de EPS de la cepa B.Pdamilae (Figura 7.1). Secuencia nucleotidica
completa 5’-3’) obtenida como secuencia borrador, buscando las secuencias probables
promotoras con sus posiciones de las cajas TATA posicion —10, sus secuencias —35 y el

nucledtido +1.

Tabla 7.1. Secuencias promotoras putativas dentro de la regién genética de
biosintesis de EPS de Paenibaciljasilae

Gen Promotor Secuencia -35 Secuencia -10 Sitio de Inicio+1
EpsORF1 TATAAT-230 A

P1 TGAGTG-214
EpsORF3 P2 TTATCG-1960 TATAAT-1982 A
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EpsORF5 P3 TTCTAA-3526 TATAAT-3547 G
TTATGG-3877 | TATAAT-3893 G
TTGCGG4344 TATAAT-4371 A
EpsORF6 P4 TGTAAG-4429 TATAAT-4451 A
EpsORF8 P5 TGTGAA-6019 TATAAT-6045 T
EpsORF10 P6 TTGTCC-7362 TATAAT-7386 T
SecConsenso TTATAG TATAAT Purina preferente
SecConsenso TTGACA (15-19) | TATAAT ND
E.coli

- La posible zona promotora-reguladora de mayor interés en la biosintesis de

EPS de la cepa B.7 dejamilae responde a la siguiente secuencia, localizada entre las

posiciones 5’-3414 y 4323-3’ de la secuencia nucleotidica final:

5 .;.;.z.;.E; .

AATAAATTATTGGAAATTGTTAAGGCTTTAATTAATTGCCGGATTCTCAAAATACAATTAAAATGAACTAAATTCC
ATATAAGTATGGCGAGCGCTCTATCTGCGGATGGCTTCTAATTCGTTATGTTAAATTATAAT|GCTGGTGECTCATGA
TTGATTGTTGTGTAATGGTGCATATTATCATTTTACACAGAATCAGCATGGGCGTTTCTTTACTCTTAACATACTCCAT
ATGTCATACTACTACAATCTATATTGGAAACATAAGCACTATTTTCTGCATAATAGTAAACGAGTTCTGAAGTTCAAT
ACTCATGGCAAGTCGTAATTCATGTGGTTTTTTGTTAATCCAGTGGAGGATTAAAAATGAAAGTATAAAAGTTTCACT
TCGATAATTGTTCAAGCGTGTACGCTTTATTAGACATGACTATTTTATTAAAATACCATCGAATGCGTGTTCCTITATG

GAAAAATATAG [TATAAT [TGAAACGTGCAACCGATAGAGCTGCCAAGGGCGGTCGGCTAACTCTCCCGAGGAGGGGG

GTGAAGCCTGTGACAGTGTTTGAGGCGCTCAGTTTAATGCTGACGTTCGGGGCGTTAATCGTCACACTGTTAGAGTT]

AACAAACGAAAATAGACCCGCCCCCGCAAGGGAAGGTCTATTTTCGGGCCTGATTGTTCCAAAACCGTCCGCTCTTG

GAGCGTTGGTTGCGCAGGGGCTGGCTGGCACCAGCCCTTTTTCCATGTATATCTTACCACGATGAATTTTAGACCTC

ACCGAGGATTTTACAAAAATCTAATAAACGACTTCCAATGAACAATATATAGATCGAAATGGTTTCGTTTGTCTATAT

TTGCACTTTGGAGCGACTGGAATCGAATTTTTTGAAATTCTGCTAACTATGTAAGGCTACAAGTTATGTGCTTTTTGC

67CCCTGTGGTCTGCGCGGTATGCGATAGTAGAATAGATTACTGAATTTGTCA GGAGCGTTTTAAATAT
TATAAT A

p

r

Pd

GCATGTAAGCA TGGTCGT A

Figura 7.1. Secuencia nucleotidica promotora-reguladora putativa.

Los promotores difieren considerablemente en su eficacia. Los promotores

fuertes producen frecuentes iniciaciones de la transcripcion (cada dos minutos). En
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cambio los genes que tienen promotores muy débiles se transcriben una vez cada diez
minutos. Las regiones —10 y —35 de los promotores mas fuertes tienen secuencias que
coinciden exactamente con las secuencias consenso, mientras que los promotores
débiles tienden a tener multiples sustituciones en estas secuencias (Stryer-32 Ed.). De
hecho una mutacion en una sola base de la secuencia —10 o de la —35 puede originar la
pérdida de actividad del promotor. La distancia entre ambas secuencias conservadas es
también importante: la separacion optima es de 17 nucleétidos. La frecuencia de
transcripcion de muchos genes esta también notablemente influenciada por proteinas
reguladoras que se unen a determinadas secuencias proximas a los centros promotores e
interaccionan con la RNA polimerasa.

La sintesis de RNA se realiza en direcciéon 5'-3’, la elongacién tiene lugar en
burbujas de transcripcién que se desplazan a lo largo del molde de DNA hasta encontrar
la horquilla de terminacién, seguida de varios residuos de uridina, o bien por la
participacion de la proteina ro.

La RNA polimerasa discurre a lo largo del molde de DNA vy transcribe una de
sus hebras hasta alcanzar la sefial de terminacion. Esta sefial en E. coli consiste en una
horquilla de bases emparejadas en la molécula de RNA recién sintetizada. Esta horquilla
se forma por emparejamiento de bases de secuencias autocomplementarias, ricas en G y
en C. El RNA naciente se disocia espontdneamente de la RNA polimerasa cuando a la
horquilla le sigue una hilera de residuos U. Otras veces la sintesis de RNA puede
terminar por la accion de la proteina p). (Algunas de las secuencias de terminacién
descritas en Bacillus subtilis (Bibliografia-Secuenciacion completa) son las siguientes,

en general tienen aproximadamente 20 nucleétidos:
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Tabla 7.2. Terminadores transcripcionales

Posicion relativa en el cromosom&ecuencia 5’-3’

5161-5175 CGCATCCGTGTTT CGGATGCG
11612-11636 GAACGCATTCCAA
TTGGATGCGTTC
14875-14893 CCCGG CTTCAAA CCGGA
18940-18959 AGCCGC CTGCCC GCGGT
19139-19161 ACACCTGAGCAAACAGGTGTC
23725-23742 CCCTCT ATCA AGAGGA
43094-43115 CGCGCCTCCCTAAA GGCGCCA

La secuencia del terminador transcripcional en la cepa B.P.genilae
reconocida en el operdon de biosintesis de EPS esta situada de forma adyacente al

extremo 3’ del ORF10 (GDEP). Tiene también 22 nucledtidos:

Posiciones 7684-7707: 3!/ CTGGTTGT -3’

El desenrrollamiento favorece que se ligue la RNAinpmiasa. El
superenrollamiento negativo de los moldes de DNA circular favorece la transcripcion de
muchos genes. Asi pues, la inyeccion de superhélices negativas en el interior del DNA
por la DNA girasa (DNA helicasa), puede aumentar la eficacia de promotores situados
en centros distantes. Sin embargo no todos los promotores se estimulan por el
superenrollamiento negativo. Una excepcion notable es el promotor de la DNA girasa.
La velocidad de transcripcion de este gen disminuye por un superenrollamiento
negativo, lo que constituye un buen control feedback que asegura que el DNA no se
superenrolle en exceso. Modificando el angulo entre las regiones —10 y -35, el
superenrollamiento negativo podria disminuir la eficacia de este promotor.

La transicién del complejo promotor cerrado (en el que el DNA esta en forma doble

helicoidal) al complejo promotor abierto (en el que un segmento de DNA esté
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desenrollado) es un suceso clave en la transcripcion. En ese momento esta todo
preparado para la formacién del primer enlace fosfodiester de la nueva cadena de RNA.

Podemos deducir que la importancia de las enzimas igdacen el
enrollamiento, desenrrollamiento y relajacion del DNA para el control de la
transcripcion del DNA es primordial.

En nuestro estudio detectamos la presencia de secuencias con homologias con
topoisomerasas en el extremo 5 de las Glicosiltransferasas y de una helicasa muy
conservada en secuencia y disposicion junto a unpgeh de funcion desconocida,

hacia el extremo 3’ de las GTF.

Una vez localizadas y reconocidas las secuencias de mayor interés implicadas
probablemente en los procesos de transcripcion y regulacion de los genes del operdn de
biosintesis de EPS dejamilag sabiendo ademas el mecanismo e importancia de estos
elementos por analogia en otros operones, analizamos el impacto real de cada uno de los
elementos encontrados mediante ensayos experimentales o por similitudes, cuyos

resultados presentamos a continuacion.

7.5. — Resultados

7.5.1. Northern Blot

La extraccion de ARN se realizé de cultivosR#enibacillus jamilaecrecida en
medio LB, LB con un 10% de glucosa; LB con un 10% de galactosa; LB con un 10% de
manosa. Para ver que regulacion ejercian sobre los promotores los diferentes azucares.

Las sondas utilizadas fueron N1 (ORF2), N2 (ORF3) y N3 (ORF6-7) obtenidas
por PCR con oligonucleétidos especificos y marcadad®®omle acuerdo a MyM.

La direccién de transcripcion de los genes de EPS son predichos por andlisis
computacional, que podemos observar segun la direccion de las flechas en la figura 7.1.
Organizacion genética del operon).

Los resultados de homologias de los ORF coherentes de secuencias proteicas
demostraron la Unica direccion 5-3’ codificante. Aparentemente no encontramos

orientaciones antisentido.
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Demuestra la existencia de un promotor, P1, muy fuerte al principio del operén
de biosintesis del EPS en la cepa B.7Pdamilae genera el predominio su RNA
mensajero completo frente a otros que estan controlados por promotores mas débiles y

cuyos transcritos son mas labiles.

7.5.2.- Zonas promotoras primarias dentro del operén

Distinguimos entre promotores primarios y secundarios, dependiendo del grado de
control de transcripcibn que ejerzan sobre los genes, muy fuerte o débil,
respectivamente.

Hemos centrado nuestro analisis transcripcional completo en la secuencias
probables promotoras primarias con caracteristicas especiales, por su localizacion
dentro del operén, (Figura 7.1) P.3, que precede a genes esenciales para la biosintesis de
EPS enP.jamilag como epsGlu y epsGal y a su vez la secuencia promotora esta
precedida por una secuencia que se podria considerar como zona reguladora ya que no

codifica para ninguna proteina concreta.

7.5.2.1.- Comprobacién del promotor probable en vectores de fusion

especificos para su seleccion.

Los vectores utilizados se caracterizan por tenarzona de clonacion
en el extremo 3’ de un gen de resistencia a antibiéticocgerrarente de promotor:
pKK232-8 (Brosius, J. 1984) y pASV4 (Suarez et al., 1997).

La clonacién en orientacién adecuada del fragmento con el promotor y
posible regulador 1000pb) la obtuvimos sodlo en pKK232-8, clon con el que
obtuvimos los siguientes resultados.

Caracteristicas del vectgpKK232-8 (Brosius, J. 1984) las sefialamos a

continuacion:
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- Es un plasmido derivado de pBR322 conteniendo un inhibidor del promotor del
gen cat Cloramfenicol acetiltransferasa con un sitio multiple de clonaje (MCS) en su
extremo 5'-terminal. La transcripcion del geat permite ser utilizado para asegurar la
fuerza de promotores insertados en el plasmido. Los terminadores RNA T1 y T2 distales
al gencat permite la clonacion de promotores fuertes. Un terminador transcripcional
adicional en el extremo 3’ del MCS previene lecturas desde los promotores de pBR322.
Tres cbédones de parada entre el MCS y el AUG del gdnprohibe lecturas

translacionales dentro del geat.

- Clonacion: MCS contiene cuatro unicos sitios de restriccion.

- Analisis del Promotor: Los fragmentos que contienen insertado un promotor in
el MCS sirve como promotor para el geat sin promotor. La fuerza del
promotor es medida por la transcripcioncadé Los niveles son dependientes de
la fuerza del promotor insertado.

- Hospedador : E.coli

- Marcador seleccionado: Plasmido que confiere resistencia a Ampicilina.

- Amplificacion Recomendada.

Con oligonucleétidos especificos (Tabla 7.1. Oligonucle6tidos) que se unen a
regiones que flanquean y contienen la zona del promotor ORF5 (Figura 7.1.)
amplificamos mediante PCR dicho fragmentd @800pb y cortamos con la enzima de
restriccionHindlll (NewEnglandBiolabs) que clonamos en el vector pKK232-8, cortado
con la misma enzima de restriccion y defosforilado previamente con Fosfatasa alcalina.
Utilizando Ligasa T4 en la reaccion y posteriormente transformandé&. ecoli
XL1Blue.
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Psti

pKK232-8
5004 bp

Puull

Figura 7.2. Vector pKK232-8 mas inserto de la zona promotora-reguladora.

Los transformantes seleccionados como positivos fueron aquellos que eran
resistentes a Amp y a Cm. Una vez seleccionados se extrajo el Plasmido para confirmar
mediante cortes de restriccion la orientacion correcta.

1 APst 2 3 APst MPsi

£3000pb
2000pl

£1300pb

i

s r’
| M [4500p!

— + [1700pb (1200+500)
—
— =

=

Figura 7.3. 1: Clon + pKK5. 2 y 3 respectivamente: CortestamR| de pKK232-8 y
pKKS5. 4: corte con EcaR/ Ndd
El tamafio del clon + es de 6000-6200 pb, los cortes permiten visualizar la

orientacién correcta. 2: vector cortado parcialmentekmoRI con un tamafio de 5094

-215 -



Parte IV- Capitulo 8 Discusion Final

pb y el clon pKK5 cortado colBcoRI. Clon en orientacion, cuando cortamos con EcoRl
en el vector y con Ndel, una Enzima de restriccién que tiene diana especificamente en el
interior del fragmento clonado (fragmento de 1300, Gnicamente si la orientacion es +).

7.5.2.2. Establecimiento del caracter del promotor

La fortaleza del promotor se podia medir empiricamente por la capacidad de
crecimiento de la cepa en medios que contenian concentraciones muy altas de
Cloramfenicol, realizamos un espectro de crecimiento de los clones recombinantes,
mediante la técnica de réplica en placa, para determinar la fortaleza del promotor. En
todos los medios el resultado fue positivo, incluso el desarrollo de las colonias era mas

visible en las concentraciones mas altas.

Tabla 7.3. Ensayo de crecimiento de las cepas de E. coli transformadas con pKK5 en
medio LB-agar-Cm

Concentracion de Cm (xmg/l)| Crecimiento

10 +
20 +
50 +
100 ++
200 +++

Con este ensayo demostrabamos que el caracter del promotor que hay delante de
las Glicosiltransferasas esenciales para la biosintesis del polisacaridos era muy fuerte,
ya que activaba la transcripcion del geat. En estas condiciones se produce una gran
cantidad de Cloramfenicol acetil transferasa que es capaz de metabolizar el
cloramfenicol del medio y desarrollarse asi la bacteria sin ningun problema, es mas, se
amplifica su respuesta a las sefiales medioambientales, puede tratarse de una forma de
guorum sensing, que podria utilizarse como un sistema de expresion de genes inducibles

(Ruyter buscar).
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7.5.3- Determinacion de los sitios de inicio del promotor P3. Primer

extension.

Esta técnica nos permitio llevar a cabo el estudiexteemo 5’ de los distintos
ARNmM obtenidos mediante expresion diferencial de genes, de forma que podamos
determinar cual es el punto de inicio de la transcripcidén (posicion +1 respecto a la caja
TATA del promotor). Esta técnica también permite determinar cuantos puntos de inicio

hay y cual de ellos es predominante.

El marcaje del oligonucleétido se realiz6 con ratilitad y->*P: Oligo Primer
Extension que es complentario a la hebra que codifica el e¢pgslu:
GCGAACTTTGACGCATACACCG), segun MyM. El resultado del marcaje en el
contador de centelleo fue d&2452 CPMvalor por encima del minimo requerido para
coninuar el experimento (£ Se realiz6 con el RNA total obtenido de la cepa B.7 de
P.jamilae en medio YM y se obtuvieron dos productos de extension claramente

definidos y otros dos de caracter muy débil (Figura 7.4.Primer extension)

124

124
5 TTGCGACCTGTGGTCTGCGCGGTATARATAGGCGATBTAGAATAGATACTG
76

ATTTGTCAGGAG:GTTT A TGGTCGT
44 1
A CGGTGTATGCGTCAAAGTCGEC
Oligohucleotido Primer-extension

Figura 7.4. Primer extension. A: Posiciones relativas de los productos de extension
frente al Oligonucle6tido especifico utilizado. B: Secuencia nucleotidica que contiene
los puntos de inicio de la transcripcion.

El punto de inicio mayoritario, si asumimos que es la banda de mayor intensidad y

nitidez, esta situado a 40 nucledtidos hacia el extremo 3’ del codon de’inicioLos
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otros puntos de inicio estan dentro de la secuencia depg@iu a 9 nucledtidos y 42
nucledtidos respectivamente del
Con esta prueba quedaba corroborada la localizacién de los puntos de inicios del

promotor fuerte que transcribe los genes esenciales para la biosintesis de EPS.

7. 6. — Discusion

El analisis transcripcional realizado demuestra guéamano del transcrito
principal de RNA mensajero de los genes especificos de biosintesis de EPS en la cepa
B.7 P.jamilae es de aproximadamente 12-14 Kb y mayoritario, lo que implica la
existencia de un promotor predominante hacia el extremo 5’ del primer gen del operon,
que denominamos P1. De forma secundaria existen secuencias promotoras internas
perfectamente definidas hacia el extremo 3’ de las Glicosiltransferasas implicadas en la
biosintesis del EPS, P2, es el promotor que controla la transcripcion depdytan,

P3, es el promotor que controla la transcripcion conjunta d&epspsal y epsGDEP.
Esta misma organizacion transcripcional de promotores prioritarios y otros internos mas
débiles la tienen muchos operones de biosintesis de EPS, por ejemplo, los de

Xanthomonas campestiysXylella fastidiosa (Katzen et al.,1996)

El promotor interno P3 que precede a los gepsSlu y epsGal del operon de
biosintesis fue caracterizado y determinada su fortaleza por fusiones transcripcionales
con genes sin promotor dmt en vectores especificamente disefiados para ello y
expresados ek.coli (Casadaban y Cohen 1980; Brosius 1984) fortaleza de este
promotor a pesar de ser interno al operon es muy alta, lo que va a asegurar la
transcripcion de genes esenciales en el proceso de biosintesis de la unidad repetitiva que
compone el biopolimero, transfiriendo dos azucares activados, glucosa y galactosa, que
siempre van a estar presentes en la cadena lineal del EPS (Datos quimicos no
mostrados).

La expresion de los genepsGlu y epssal depende del control del promotor
interno que los precede, ya que son genes contiguos y entre ambos genes no existe un
terminador transcripcional. La posicion del Unico posible terminador transcripcional

esta adyacente al gen homdlogo a GDEP (Glicerofosfodiesterasa) hacia el extremo 3,
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lo cual, implica que la transcripcion de GDEP también esta regulada por el mismo
promotor. Dando lugar a una formacion continua de proteinas que podrian formar parte
del mismo complejo enzimatico, disposicidn que es necesaria para una sintesis eficiente

y procesativa del oligosacarido o unidad repetitiva del EPS.

Mediante primer extension determinamos los puntos de inicio del promotor, que
pueden ser hasta cuatro, aunque sélo dos son productos de extension mayoritarios
Todos los puntos de inicio son Adenina. Los puntos de inicio claramente definidos
estan situados a las distancias marcadas (-10 nucleétidos) de la primera secuencia
consenso que definen los promotores en procariotas, que ademas esta totalmente
conservada, lo cual es indicativo de la fortaleza del promotor (Vos y Simons, 1994). La
distancia a la segunda secuencia (-35 nucleétidos) y la propia secuencia no estan

totalmente definidas por la ausencia de la conservacion de dicha secuencia en P.jamilae

La zona que precede a este promotor secundario, la considermos que es una zona
de union a moléculas reguladoras ya que no codifica para ninguna proteina
determinada, sino que se trata de una zona de secuencias de union a DNA, proteinas,
contiene secuencias IS, con fragmentos de secuencia similares a una proteina de
transposon (Tabla 4.X), lo cual implica que la insercién de la secuencia promotora ha

podido ser producto de una recombinacion homéloga de otra region del cromosoma.

La comunicacion celular en bacterias (Parkinson y Kofoid, 1992), sus sefiales de
transduccion (Stockt al.,1990) y la importancia de determinadas proteinas reguladoras
en sistemas de dos componentes (Wanner 1992), son parametros de gran interés en

todos los campos de la microbiologia, en continua investigacion y desarrollo.

En determinadas bacterias el control de la produccion de exopolisacarido esta
mediado por mecanismos de autoinduccion (quorum-sensing) (Beck-Bodman et al.
1998). La produccion de EPS esta implicado con seguridad en fendmenos de control de

densidad celular y viceversa, de ahi su capacidad de colonizar nichos ecoldgicos.
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La regulacion de la expresion de EPSs (considerando éste en su definicion mas
amplia, capsulas y exopolisacaridos) es muy compleja y puede envolver un gran nimero
de factores transcripcionales, por ejemplo los componentes de los sistemas clasicos de
dos componentes (Gottesman 1995) y los activadores requeridos para la sintesis de

acido colanico en E.co{Gottesman y Stout, 1991).

Suponemos que el control de la biosintesis de EPS en la cepa Bjardiae es
un proceso complejo en el que estan implicados altos requerimientos de la
biodisponibilidad de precursores y la expresion de proteinas reguladoras, que estan
codificados por operones y genes externos al operdn propio de biosintesis de EPS, como
ocurre, por ejemplo, para la regulacién de un factor de patogenicidéantiomonas

campestris (Dow et al. 2000).

Los genes que codifican enzimas implicadas en el metabolismo basal de
carbohidratos son comunes casi a todas las formas de vida, asi también estan implicados
en el proceso de biosintesis de EP$ damilae. Hemos determinado la presencia de
un gen similar a una ribokinasa en el genomaPdamilae cercano al operon de
biosintesis de EPS, que podria estar implicado en la regulacion de la biosintesis de
exopolisacarido. En microorganismos, estos genes estan regulados por procesos
dirigidos a requerimientos especificos relacionados al habitat o cambios
medioambientales y suelen estar organizados en agrupamientos genéticos . Respecto a
la produccion de EPS dejamilae en residuos téxicos del aceite de oliva se puede
justificar por la rigueza de estos residuos en carbohidratos, que también permite la
produccion de xantano (Lopez 2001), aunque este se ve influenciado positivamente por
las concentraciones de nitrogeno del residuo, contradiciendo lo estipulado de forma

general.

La implicacion directa en la transcripcion de los genes PcrB y PcrA (Helicasa
dependiente de ATP) no se puede demostrar, ya que los datos del Northen no son
satisfactorios con la sonda N3, s6lo podemos apoyar la hipétesis por la localizacion
homologa de estos genes Bacillus subtilis (Bibliografia), cuya localizaciéon es

exclusiva en el genoma, concretamente el interior de un operdn de biosintesis con genes
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esenciales para dicha bacteria. La expresion de estas proteinas puede estar implicada en
el control del enrollamiento o superenrollamiento de la doble hebra de DNA, de forma
Optima para la accién del complejo proteico implicado en la transcripcion.

El paso siguiente, una vez conocida la genética, demostrado el analisis funcional de
las proteinas de los genes especificos y realizado el andlisis transcripcional mas
relevante, es el estudio de la regulacion y control general de la biosintesis de EPS,
teniendo en cuenta todos los operones, las enzimas, secuencias de DNA posibles

implicadas en este complejo proceso.

7. 7. — Conclusiones

1. Existe un transcrito de RNAmM mayoritario y ekade un tamafio aproximado de
12-14 Kb, por lo que la expresion de los genes de biosintesis de ERjSneifae

es correlativa.

2. El promotor interno P3 que precede al gpsslu es un promotor fuerte con
varios puntos de inicio, dos de ellos bien definidos, uno anterior al codon de

iniciacion de la proteina y otro posterior.

3. El promotor interno P3 controla la expresion conjunta de los genes epsGlu,
epsGal y GDEP, ya que son genes contiguos.

4. La regulacion de este promotor se realiza mediante interaccion de proteinas no

determinadas hacia el extremo 3’ del mismo.

5. La presencia de un posible terminador transcripcional determinaria el fin del
operén, pero la proximidad fisica y la no existencia de un nuevo promotor delante de las
proteinas homologas con PcrB y PcrA (helicasa), nos hace hipotetizar la necesidad de
éstas como proteinas reguladoras de la expresion compleja del operdn de biosintesis de
EPS.
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Capitulo 8. Discusién final

La globalidad de los resultados obtenidos en la primera parte de nuestro estudio
nosha llevado a la descripcion taxondmica de una nueva especie, Paenibacillus. jamilae
Las cepas bacterianas que forman parte de dicha especie son viables para su utilizacion
en procesos de biorremediacion de alpechin y alpeorujo, produciendo exopolisacaridos

solubles e insolubles en agua, que son recursos con utilidad industrial y bioldgica.

El estudio genético de la biosintesis de exopolisacariddPasmibacillus
jamilag pone de manifiesto la localizacion cromosémica de un conjunto de genes
agrupados y transcritos de forma policistrénica. Los genes y pseudogenes constituyentes
del operon de biosintesis estan dispuestos de forma contigua con separaciones
nucleotidicas minimas. Hay diversos promotores fuertes internos que anteceden los
genes que codifican enzimas glicosiltransferasas y epimerasas implicadas directamente
en la constitucibon de azucares del oligosacarido, estructura fundamental del
biopolimero. Sélo existe un terminador transcripcional hacia el extremo 3’ de genes que
intervienen en la liberacion y transporte de la unidad fundamental del exopolisacarido.
Hemos localizado una zona de unidn a proteinas y acidos nucleicos inmediatamente
anterior a uno de los promotores internos, que presumiblemente actla como regién

reguladora de la expresion.

La localizacion y determinacion de la estructura coherente de todos los
elementos genéticos: genes, promotores, terminadores transcripcionales, secuencias de
union al ribosoma y regiones reguladoras en el cromosonRael@bacillus jamilag
permitiran la manipulacion genética de dichas cepas para optimizar en ultima instancia
el proceso de biorremediacién de los residuos de la obtencion del aceite de oliva.
También se pueden expresar y controlar dichos genes de forma heteréloga en bacterias
de interés comercial.

En definitiva, se han determinado las bases genéticas en la nueva especie
Paenibacillus jamilagnecesarias para mejorar la cepa bacteriana mediante ingenieria

de polisacaridos.
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Capitulo 9. Conclusiones

1. Proponemos la descripcion de una nueva especie bacteriana dentro del género
Paenibacillus Paenibacillus jamilagcon un total de 10 cepas que tienen capacidad
de crecer en residuos de la obtencion del aceite de oliva y producir exopolisacaridos

solubles e insolubles en agua, con potencial industrial y biolégico.

2. La cepa B.7 dPaenibacillus jamilagelegida por las caracteristicas funcionales de
su exopolisacéarido, soluble en agua, para realizar un estudio genético del mismo,
contiene los genes responsables de la biosintesis del biopolimero en un operon con

localizacidon cromosoémica.

3. Se definen tres regiones principales dentro del operén de biosintesis del
exopolisacarido a las que asignamos funciones probables mediante un analisis
bioinforméatico. Hemos localizado e identificado la regidon gendmica que codifica un
transportador de membrana, para las enzimas hexosiltransferasas y la enzima
glicerofosforildifosfodiesterasa, que tienen caracter esencial en el proceso de sintesis
del polimero en Paenibacillus jamilae.

4. Definimos las actividades enzimaticas de cada una de las proteinas
hexosiltransferasas codificadas por los genes de la region central del operdn: EpsM
es una manosiltransferasa, EpsU es una glucosiltransferasa y EpsL es una
galactosiltransferasa, actividades que concuerdan con la composicion cualitativa en

azucares del biopolimero.

5. Definimos la existencia de una unidad transcripcional completa constituida por un
Promotor Rsp, que controla la transcripcion de los genes epsU, Espl y epsG, que
codifican para las actividades glucosiltransferasa, galactosiltransferasa y
glicerofosforilfosfodiesterasa, respectivamente y una repeticion invertida que

actuaria como terminador transcripcional probable hacia el extremo 3’ del operon.

- 227 -



Parte V- Capitulo 9 Conclusiones

- 228 -



PARTE VI: BIBLIOGRAFIA

- 229 -






Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Capitulo 10. Bibliografia

Alami Y, Achouak W, Marol C, Heulin T. 2000.Rhizosphere soil aggregation and
plant growth promotion of sunflowers by an exopolysaccharide-producing Rhizobium

sp. strain isolated from sunflower roots. Appl Environ Microbiol. Aug;66(8):3393-8.

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang,

Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman(1997). Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new generation of protein database search progMduodeic Acids Res

25,3389-3402.

Anderson A. J. y Dawes E.A. (1990). Occurrence, metabolism, metabolic role and

industrial uses of bacterial polyhydroxyalkanoates. Microbiology Revielyg50-472.

Ash C., Farrow J.A.E., Ealbanks S., Collins M.D. (1991). Phylogenetic heterogeneity
of the genus Bacillus reveales by comparative analyses of small subunit-ribosomal RNA

sequences. Letters in Applied Microbiolod$, 202-206.

Ash C., Priest F. G., Collins M. D,(1993). Molecular identification or rRNA group 3
bacilli (Ash, Wallbanks and Collins) using a PCR probe #astoine van Leeuwenhagek
64, 253-260.

Balis C., Chatzipavlidis J. y Flouri F. (1996). Olive mill waste as a substrate for

nitrogen fixation. Internacional Biodeterioration and Biodegradation 38, 169-178.

Bambalov, G. S., Tanchev, S. & Israelidis, C. J. (1989). Alcohol fermentation in olive

oil extraction effluent. Biol. Wastes, 27, 71-75.

Baptist, J. N., Mandel, M., Gherna, R. L.(1978). Comparative zone electrophoresis
of enzymes in the genwBacillus. International Journal of Systematic Bacteriolo@,
229-244.

- 231 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Battelle y Columbus (1990). Estado actual de la problemética del alpechin en los
paises mediterraneos. Evaluacién del impacto medioambi®atahion Internacional

“Tratamiento de alpechines™Cérdoba.

Bernhard F, Coplin DL, Geider K. 1993.A gene cluster for amylovoran synthesis in
Erwinia amylovora: characterization and relationship to cps genes in Erwinia stewartii.

Mol Gen Genet. 239(1-2):158-68.

Borja, R., Martin, A. y Fiestas, J. A. (1990). Estudio cinético de la depuracién
anaerobia del alpechin en presencia de diversos soportes para inmovilizacion de los

microorganismos responsables del proceso. Grasas y A¢#jt847-356.

Breed R.S., Murray E.G.D., Smith N.R. (195). Bergey’'s Manual of Determinative
Bacteriology 7 th edn, 1094pp. The Willians and Wilkins Co., Baltimore.

Brouillard R. (1982). Chemical structure of anthocyaniBs Anthocyanins as foods
colours Edited by Markakis P. Academic Press, New York.

Buciumeanu, E., Grecu, C. & Bejan, C. (1994). La teneur en polyphénols chez les

vignestteintes de maladies virales. Polyphénols Actualiié<69.

Capitulo 10. Bibliografia.

Cegarra J., Paredes C., Roig A., Bernal M. P. y Garcia D. (1996). Use of olive-mill
waste water compost for crop productiointernational Biodeterioration and

Biodegradation 38, 193-203.

Cerning, J. (1990). Exocellular polysaccharides produced by lactic acid bacteria. FEMS
Microbiology Rewies87, 113-130.

- 232 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Cerning, J. (1994). Polysaccharides exocellularires produits par les bacteriés lactiques,
p. 309-329. In H. de Rossartand and F.M. Luquet (ed) . Bacteries lactiques, vol. I.

Lorica, Uriage, France.

Claridge, M. F., Dawah, H. A., Wilson, M. R. (1997). Species; the units of

biodiversity, Chapman & Hall, Londres.

Clark F. E. (1937). The relationship oBacillus siamensisand similar pathogenic

spore-forming bacteria of to Bacillus subtilis. Journal of Bacteriology, 33, 435-443.

Claus D., Berkeley R.C.W. (1986)Bergey’s Manual of Systematic Bacteriolpyyl.

2. The Willians and Wilkins Co., Baltimore.

Clayton R.A., Sutton G., Hinkle P.S., Bult C., Fields C.(1995). Intraespecific
variation in small-subunit ribosomal RNA sequences in genebanl-chy single sequences
may not adequately represent prokaryotic tdréernational Journal of Systematic
Bacteriology 45, 595-599.

Cohn, F. (1872). Untersuchungen Utber Bakterien, Beitr. Biol. Pflanz. 1, 127-224.

Cohn F. (1876). Untersuchugen Uber Bacterien. Bertrage zur Biologie der Bacillien.
Bertrage zur Biologie der Pflanzen 2. Heft Il. 249-276. In Milestones in Microbiology
(Brock, T.D. ed), pp49-56. Prentice hall Inc. , Englewood Cliffs, N.J. 1961.

Colwell R.R. (1970). Polyphasic taxonomy of genus Vibrio: numerical taxonomy of
Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus and related Vibrio speclesrnal of
Bacteriology 104, 410-433.

Curi K., Veliogen S. G. y Diyamandogen V. (1980). Treatment of olive oil production

wastes.En Treatment and disposal of liquid and solid industrial wagésed by K.
Curi. Pergamon Press, New Yopp. 189-205.

- 233 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Dalis, D. (1989). Anaerobic biological treatment of liquid wastes for the production of
biogas. In Treatment of Wastes from Olive Oil FactorieSonference of the
Geotecchnical Chamber of Greece. Procc., Heraklion, Cretd2:p2.

Dower, W.J., Miller, J.F., Ragsdale, C.W.1988 High efficiency transformation &.

coli by high voltage electroporation. Nucleic Acids Res. 16, 6127-6145

Duguid J. P. (1951). The demostration of bacterial capsules and slimernal of
Pathology and Bacteriolog§3, 257-267.

Escolano Bueno A. (1975). Ensayos de eliminacion de alpechines por vertido en balsas

o lagunas para su infiltracién y evaporaciéon. Grasas y Ac@ie387-390.

Fahmy, F., Flossdorf, J., Claus, D.(1985). The DNA base composition of the type
strains of the genus BacilluSystem. Appl. Microbiol. 6, 60-65.

Felsenstein, J. (1989)Phylip - Phylogeny inference package (version 32adistics

5, 164-166.

Fernandez-Bolafios J., Fernandez M. J., Rivas M., Gil A. y Pérez T. (1983).
AzUucares y polioles en aceitunas verdes. Ill. Determinacién cuantitativa por

cromatografia gas-liquido. Grasas y Ace#te63-67.

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. (1953). Estudio del alpechin para su aprovechamiento
industrial. 1. Concentracién de los azUcares y demas sustancias que lleva en emulsion y

disolucién por tratamiento con 6xido de calcio. Grasas y Acdité3-67.

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. (1958). Caracteristicas y eliminacién de aguas residuales

de las almazaras. Boletin de Oleicultura Internacict@l1l.

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. (1959). Estudio del alpechin para su aprovechamiento
industrial. Separacion de alguno de sus componentes e identificacion de los acidos

organicos por cromatografia de particion. Grasas y A¢@8<13-121.

- 234 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. (1966). Estudio del alpechin para su aprovechamiento
industrial. VIII Instalacion comercial para la obtencién de levaduras de piéresas y
Aceites 17, 41

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. (1977). Depuracion de aguas residuales en las industrias

de aceitunas y aceites de oliva. Grasas y Acélasl13-121.

Fiestas Ros de Ursinos, J. A. y Borja Padilla R1990). Tratamientos de alpechines
mediante procesos biologicosReunion Internacional “Tratamiento de alpechines”
Cérdoba.

Fiorelli F., Passetti L. Y Galli E. (1996). Fertility-promoting metabolites produces by
Azotobacter vinelandigrown on olive-mill wastewaterfnternational Biodeterioration
and Biodegradation. 34, 165-167.

Fitch, W. M., Margoliash, E. (1967). Construction of phylogenetic trees: a method
based on mutational distances as estimated from cytochrome c¢ sequences of general
applicability. Science 155, 279-284.

Forsyth G., Logan N.A, De Vos P.,1998. Revue Taxonomique du GerBacillus.

Bull. Soc. Fr. Microbiol., 13, (2).

Fox G.E., Stackebrandt, E., Hespell R.B., Gibson J., Maniloff J., Dyer T.A., Wolfe
R.S., Balch W.E(1981). The phylogeny of prokariotes. Scier®9, 547-463.

Fox G.E., Wisotzkey J.D., Jurtsshuk P.(1992). How close is close-16S ribosomal
RNA sequence identity may not be sufficient to guarantee species identity. International

Journal of Systematic Bacteriolggd2, 166-170.

Fox, G. E., Peckman, K. J., y Woese, C..R(1977). Comparative cataloging of 16S ribosomal

ribonucleic acid: molecular approach to prokaryotic systematits]. SystBacteriol.27, 44-57.

- 235 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Franzione G., Telch C. y Vigilia A (1986). Cryogenesis applied for vegetation water:
treatment and nutritional value of the final produanternational Symposium on Olive
oil Products valorizationFAO eds. pp. 285-298.

Garcia Ribera R., (1999). Estudio de produccion de polihidroxialcanoatos por
bacterias capaces de desarrollarse en alpechin transformadas con el plasmido pSK2665
de Alcaligenes eutrophusMemoria de Licenciatura. Facultad de Farmacia. Universidad

de Granada.

Garcia-Barrionuevo A., Moreno E., Quevedo Sarmiento J., Gonzalez Lépez J. and
Ramos Cormenzana A. (1992). Effect of waste waters from olive oil mills on
Azotobacter chroococcumitrogen fixation in soil. Soil Biology and Biochemistrg4,
281-283.

Georgakakis, D. (1989). Aplication of anaerobic digestion of katsigaros and possible
disposal of liquid wastes. Conference of the Geotecchnical Chamber of Greece. Procc.,
Heraklion, Crete, pp53-74.

Gibson T., Gordon R.E. (1974).Bacillus Cohn 1872 InBergey’'s Manual of
Determinative Bacteriology. 8th edn. ( Buchanan R.E., Gibbons N.E., eds)950.
The Willians and Wilkins Co., Baltimore.

Gonzalez M. D. (1985). Estudio preliminar de los componentes de las aguas residuales
de las almazaras con efecto inhibidor del crecimientBai@llus megateriumnATCC

33085. Resumen del X Congreso Nacional de Microbiologia. Valencia. Espafia.
Gonzalez, M. D., Moreno, E., Quevedo-Sarmiento, J. & Ramos-Cormenzana, A.
(1990). Studies on antibacterial activity of waste watersfrom olive oil mills inhibitory

activity of phenolic and fatty acids. Chemosph@@ 423-432

Gonzalez-Lépez J., Pozo C., Martinez-Toledo M. V., Rodelas B. y Salmeron V.
(1996). Production of polyhydroxyalkanoates Byotobacter chroococcurki23 in

- 236 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

wastewater from olive oil mills (alpechin)international Biodeterioration and
Biodegradation 38, 271-276.

Gordon R. E. (1940). Dissociation and bacteriophaga the classification of the

aerobic spore-formerdournal of Bacteriology 39, 757.

Guerra V., Monteoliva-Sanchez, M., Ramos-Cormenzana, A1998) Isolation and
partial caracterization of an Extracellular Polysaccharide produced by a strain of
Bacillus grown on olive mill waste watergnternational Symposium to link basic

Science, biotechnology and Industry.Munster (Germany). P44.

Guerra V.(1999) . Produccion y caracterizacion de un nuevo exopolisacarido obtenido

a partir de alpechin. Tesis Doctoral.

Gray JX, Djordjevic MA, Rolfe BG. 1990. Two genes that regulate exopolysaccharide
production in Rhizobium sp. strain NGR234: DNA sequences and resultant phenotypes.

J Bacteriol. 172(1):193-203.

Heyndrickx M., Lebbe L., Kersters K., De Vos P., Forsyth G., Logan N.A(1998).
Virgibacillus a new genus to accomod&acillus pantothenticusPfoom and Night
1950). Emended description ¥irgibacillus pantothenticus. International Journal of
Systematic Bacteriolog¢8, 808-817.

Heyndrickx M., Vandemeulebroeke K., Scheldeman P., Hoste B., Kersters K., De
Vos P., Logan N.A, Aziz AM. Ali N. Berkeley R.C.W. (1995).
Paenibacillugformely Bacillus) gordonae (Pichinoty et al. 1986) Ash et al. 1994, a later
subjective synonym dPaenibacillugformely Bacillusg) validus ( Nakamura 1984) Ash
et al. 1994: emended description ivalidus. International Journal of Systematic
Bacteriology 45, 661-669.

- 237 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Hunger, W., and Claus, D. (1981). Taxonomic studies Bacillus megateriunand on
agarolytic Bacillus strains. The Endospore-Forming Bacteria: Clasification and
Identification (R. C. W. Berkeley and M. Goodfellow, eds.), Academic Press, London,
pp 217-239.

loniotakis, N., Israelidis, C., Katsaboxakis, K., Michailides, P., Oikonomou, D. y
Papanicolaou, D. (1990). Ecological and economical utilization of wastewater olive
prodution with physicochemical and biotechnological metho8ymposium on

Treatment and Use of Sewage Sludge and Liquid Agricultural Wastes, Athens.

Israilides C. J., Scalon B., Smith A., Harding S. E. y Jumel K.(1994).
Characterization of pullulans produced from agro-industrial wa&esgbohydrates
Polymers 25, 203-209.

Janshekar H. y Fiechter A. (1982). On the bacterial degradation of ligiatopean
Journal of Applied Microbiology and Biotechnoloty, 47-50.

Jimenez-Zurdo JI, Frugier F, Crespi MD, Kondorosi A. 2000. Expression profiles of
22 novel molecular markers for organogenetic pathways acting in alfalfa nodule

development. Mol Plant Microbe Interact. Jan;13(1):96-106.

Johnson, J. L., (1973), Use of nucleic acid homologies in the taxonomy of anaerobic

bacterialnternational Journal Systematic Bacteriolog$, 308-315.

Johnson, J. L., (1985 a), Determination of DNA base composition. Methods in
Microbiology, Vol. 18 (G. Gottschalk, ed.), Academic Press, London1gil.

Johnson, J. L., (1985 b), DNA reassociation and RNA hybridization of bacterial

nucleic acids. Methods in Microbiology, Vol. 18 (G. Gottschalk, ed.), Academic Press,
London. pp 33 - 74.

- 238 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Jukes, T. H., y Cantor, R. R (1969). Evolution of protein molecules. Biammalian

protein metabolispnMunro, H. N., (ed.), Academic Press, New York. 21-132.

Kadam, K. L. y Drew S. W. 1986. Study of lignin biotransformation B\spergillus
fumigatus and white rot fungi using“C-labelled and unlabelled kraft lignins.

Biotechnology and Bioengineering. 28, 394-404.

Kageyama, A. & Benno, Y. (2000)Coprobacillus catenaformigen. nov., sp. nov., a

new genus and species isolated from human faeces. Microbiol Immunol 44, 23-28.

Kaneda T.(1967). Iso- and anteiso- fatty acids as characteristic constituents of lipids in
10 species. Journal of Bacteriola@3, 894-903.

Kang K. S. y Cottrell I. W. (1979).Polysaccharides. Bdicrobial technology Peppler
H. J.y Perlman D.” ed. Vol. 1. Chapter 13. Acaddemic Press. London.

Kersters, K., DelLey, J.(1980). Classification and identification of bacteria by
electrophoresis of their proteinglicrobiological Classification and Identificatior{M.
Goodfellow and R.G. Board, eds.), Academic Press, Londar? {§297.

Konishi E, Fujii A. 2002. Dengue type 2 virus subviral extracellular particles produced
by a stably transfected mammalian cell line and their evaluation for a subunit vaccine.

Vaccine. Jan 15;20(7-8):1058-67.

Kunst,F., Ogasawara,N., Moszer,l., Albertini,A.M., Alloni,G., Azevedo,V.,

Bertero,M.G., Bessieres,P., Bolotin,A., Borchert,S., Borriss,R., Boursier,L., Brans,A.,
Braun,M., Brignell, S.C., Bron,S., Brouillet,S., Bruschi,C.V., Caldwell,B., Capuano,V.,
Carter,N.M., Choi,S.K., Codani,J.J., Connerton,l.F., Cummings,N.J., Daniel,R.A.,
Denizot,F., Devine,K.M., Dusterhoft, A., Ehrlich,S.D., Emmerson,P.T., Entian,K.D.,
Errington,J., Fabret,C., Ferrari,E., Foulger,D., Fritz,C., Fujita,M., Fujita,Y., Fuma,S.,
Galizzi,A., Galleron,N., Ghim,S.Y., Glaser,P., Goffeau,A., Golightly,E.J., Grandi,G.,

- 239 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Guiseppi,G., Guy,B.J., Haga,K., Haiech,J., Harwood,C.R., Henaut,A., Hilbert,H.,
Holsappel,S., Hosono,S., Hullo,M.F., Itaya,M., Jones,L., Joris,B., Karamata,D.,
Kasahara,Y., Klaerr-Blanchard,M., Klein,C., Kobayashi,Y., Koetter,P., Koningstein,G.,
Krogh,S., Kumano,M., Kurita,K., Lapidus,A., Lardinois,S., Lauber,J., Lazarevic,V.,
Lee,S.M., LevineA., LiuH., Masuda,S., Mauel,C., Medigue,C., Medina,N.,
Mellado,R.P., Mizuno,M., Moestl,D., Nakai,S., Noback,M., Noone,D., O'Reilly,M.,
Ogawa,K., Ogiwara,A., Oudega,B., Park,S.H., Parro,V., Pohl, T.M., Portetelle,D.,
Porwollik,S., Prescott,A.M., Presecan,E., Pujic,P., Purnelle,B., Rapoport,G., Rey,M.,
Reynolds,S., Rieger,M., Rivolta,C., Rocha,E., Roche,B., Rose,M., Sadaie,Y., Sato,T.,
Scanlan,E., Schleich,S., Schroeter,R., Scoffone,F., Sekiguchi,J., Sekowska,A.,
Seror,S.J., Serror,P., Shin,B.S., Soldo,B., Sorokin,A., Tacconi,E., Takagi,T.,
Takahashi,H., Takemaru,K., Takeuchi,M., Tamakoshi,A., Tanaka,T., Terpstra,P.,
Tognoni,A., Tosato,V., Uchiyama,S., Vandenbol,M., Vannier,F., Vassarotti,A.,
Viari,A., Wambutt,R., Wedler,E., Wedler,H., Weitzenegger,T., Winters,P., Wipat,A.,
Yamamoto,H., Yamane,K., Yasumoto,K., Yata,K.,Yoshida,K., Yoshikawa,H.F.,
Zumstein,E., Yoshikawa,H. and Danchin,A. (1997). The complete genome sequence of
the Gram-positive bacterium Bacillus subtifature390, 249-256.

Lane, D. J. (1991).16S, 23S rRNA sequencing. INucleic Acid Techniques in
Bacterial Systemati¢spp. 115-175. Edited by E. Stackebrandt & M. Goodfellow.
Chichester: John Wiley.

Larkin J.M., Stokes J.L. (1967). Taxonomy of psychrophilic strains of Bacillus.
Journal of Bacteriology46, 76-80.

Lattanzio, V., Cardinali, A., Di Venere, D., Linsalata, V., Biondi, G., Bertolini, P.,
Pratella, G.C. & Salerno, M. ( 1994). Phenolics and postharvest diseases of fruits and

vegetables. Polyphénols Actualitdq, 69.

Lee, J.C.1993. Electrotransformation &taphylococciln: Electroporation Protocols

for MicroorganismgNickoloff, J.A., ed). pp. 209-216. Humana Press Inc., Totowa, NJ

- 240 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Logan N.A., Berkeley R.C.W.(1981). Clasification and identification of members of
the genus Bacillus. The aerobic endospore-forming bacteria ( Berkeley R.C.W.,
Goodfellow M. eds. ), pp 105-140. Academic press, London.

Lépez Aparicio F., Garcia-Granados A. y Rodriguez M. (1977). Estudio del
contenido en acidos carboxilicos del alpechin y evolucion de los misdnasas y
Aceites 28, 393-401.

Lépez Lépez M. J. (1996). Produccion de biopolimeros a partir del alpechin:
Obtencion de Xantano. Tesis Doctoral. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.
Espana.

Lépez M. J. y Ramos-Cormenzana A(1996). Xanthan Production from Olive-Mill

Wastewaters. International Biodeterioration and Biodegradation 38, 237-243.

Low D, Ahlgren JA, Horne D, McMahon DJ, Oberg CJ, Broadbent JR 1998. Role
of Streptococcus thermophilus MR-1C capsular exopolysaccharide in cheese moisture
retention. Appl Environ Microbiol. Jun;64(6):2147-51.

Ludwig, W., Strunk, O., Klugbauer, S., Klugbauer, N., Weizenegger, M.,
Neumaimer, J., Bachleitner, M., Schleifer, K.-H.(1998). Bacterial phylogeny based

on comparative sequence analysis. Electrophoresis. 19, 554-568.

Markakis P. (1982). Stability of anthocyanins in foods. Bmthocyanins as foods

colours Edited by Markakis P. Academic Press, New York.

Marmur, J. (1961). A procedure for the isolation of DNA from microorganismMol.
Biol. 208-218.

Marmur, J., y Doty, P. (1962). Determination of the base composition of

deoxyribonucleic acid from its thermal denaturation temperafurislol. Biol 5, 109-
118.

- 241 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Martin A., Borja, R., Garcia, J. & Fiestas, J. A. (1991). Kinetics of methane
production from olive mill waste water. Process Bioch26 101-107.

Martinez Nieto L., Garrido Hoyos S. E., Garcia Pareja M. P. y Ramos
Cormenzana A. (1991). Degradacion biolégica de aguas residuales de almazaras

Encontro Galego-Portugués de Quimica. Medio Ambiente. La Corufia.

Martinez Nieto L., Garrido Hoyos S. E., Peregrina Canalejo J., Garcia Pareja M.

P. y Ramos Cormenzana A. (1994). Depuracion biolégica de alpechines con distintas
configuraciones de bioreactoresctas 11l Congreso Internacional de Quimica de la
ANQUE “Residuos sélidos y liquidos: su mejor destifio”301-313.

Martinez Nieto L., Ramos Cormenzana A., Garcia Pareja M. P., y Garrido Hoyos
S. E.(1992).Biodegradacion de los compuestos fendlicos del alpechidspergillus
terrreus. Grasas y Aceites3, 75-81.

Montefusco, A., Nakamura, L. K. & Labeda, D. P. (1993)Bacillus peoriaesp. nov.
Int J Syst Bacteriol 43, 388-390.

Monteoliva-Sanchez, M., Ramos-Cormenzana, A. & Russell, N. J.(1993he edect
of salinity and compatible solutes on the biosynthesis of cyclopropane fatty acids in

Pseudomonas halosaccharolytica.J Gen Microbiol 139, 1877-1884.

Morisot A. y Tournier J. P. (1986). Répercusions agronomiques des effluents et

déchets de moulins a huill de olive. Agronongig235-241.

Nakamura, L. K. (1996). Paenibacillus apiariusp. nov.Int J Syst Bacterio#i6, 688-
693.

Nakamura, L. K., (1984) .Bacillus amylolyticusp. nov., nom. revBacillus lautussp.

nov., nom. rev.Bacillus pabulisp. nov. rev., an@acillus validussp. nov., nom. rev.

International Journal Systematic Bacteriology, 224-226.

- 242 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Nakamura, L. K., Blumenstock I., Claus, D.(1988). Taxonomic study dBacillus
coagulansHammer 1915 with a proposal for Bacillus smithii sp. nlonernational
Journal Systematic Bacteriolo@®g, 63-73.

Oda, M., H. Hasegawa, S. Komatsu, M. Kambe, and F. Tsuchiya. (1983). Anti-
tumor polysaccharide from Lactobacillus spgriculture Biologycal Chemistry
47,1623-1625.

Owen, R. J., and Pitcher, D., (1985), Current methods for stimating DNA base
composition and levels of DNA-DNA hybridizationChemical Methods in Bacterial
SystematicgM. Goodfellow and D. E. Minnikin, eds.), Academic Press, Longqn,
67-93.

Page, R. D. M. (1996)treeview: an application to display phylogenetic trees on
personal computers. Comput Appl Bid2i357-358.

Pérez J. D., Gallardo F. y Esteban E. (1980). Aspectos a considerar en el empleo del
alpechin como fertilizante. |. Evaluacién de su efecto fitotoxico inhibidor de la

germinacion de semilla. Cuaderno de Ciencias Bioldgicas. 6-7: 59-67.

Pérez Torres J. (1988). Transformacién microbiana de compuestos aromaticos del
alpechin. Tesis DoctoraFacultad de Farmacia. Universidad de Granada. Espafia.

Petrovics G, Putnoky P, Reuhs B, Kim J, Thorp TA, Noel KD, Carlson RW,
Kondorosi A. 1993. The presence of a novel type of surface polysaccharide in
Rhizobium meliloti requires a new fatty acid synthase-like gene cluster involved in

symbiotic nodule development.Mol Microbiol. 8(6):1083-94.

- 243 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Pichinoty, F., Waterbury, J. B., Mandel, M., and Asselineu, J.(1986). Bacillus
gordonaesp. nov., Une nouvelle espéce appartenant au second groupe morphologique,
Dégradant Divers Acides Aromatiques et Phénols, Ann. Microbiol. 137 A:65-178

Pometto A. L., Crawford D. L. (1985). Simplified procedure for recovery of lignin
acidolysis products for determining the lignin degrading abilities of microorganisms.
Applied and Environmental Microbiolog9, 879.

Priest, F. G., Goodfellow M., Todd C. (1988). A numerical classification of genus
Bacillus. Journal of General Microbiology, 134, 1847-1882.

Priest, F.G., (1981). DNA homology in the genwacillus . In “The aerobic
endospore-forming bacteria” (Berkeley R.C.W., Goodfellow M. eq®)33-57.

Academic Press, London.

Quesada E., Bejar V., Calvo C. (1993). Exopolysaccharide productiovblganiella
eurihalina. Experientia49, 1037-1041.

Quevedo-Sarmiento J., Lépez M. J. y Garcia-Barrionuevo A. (1991). Produccion de
pululano poraureobasidium pullulanssando como sustrato el alpectiResumen del

XIII Congreso Nacional de Microbiologia. Salamanca. Espafia.

Ramos Cormenzana A., Monteoliva Sanchez M. Y Lépez, M. J. (1995).
Bioremediation of alpechinnternational Biodeterioration & Biodegradatiob, 249-
268.

Ramos-Cormenzana , A. (1989). Halobacterias y recuperacion de residuos. En: Nuevas
fuentes de alimentos de alimentos para la produccion animaEtds. A. Gomez-
Cabrera, E. Molina Alcaide y A. Garrido Baro. Sevilla: Consejeria de Agricultura y
Pesca. pp469-484.

- 244 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Ramos-Cormenzana A.(1986). Physical, chemical, microbiological and biochemical
characteristics of vegetation waténternational Symposium on Olive By-Products
Valorization, Sevilla, Espafa. Ed. FAO 9-40.

Ramos-Cormenzana A Taxonomia Bacteriana. Ed. 1979

Ramos-Cormenzana A., Juarez-Jimenez y Garcia-Pareja M. P. (1996).
Antimicrobial activity of olive oil mill wastewaters (alpechin) and biotransformed olive

oil mill wastewater International Biodeterioration and Biodegradation 38, 283-290.

Ramos-Cormenzana, A. & Monteoliva-Sanchez, M. (2000)Biopharmaceutical
potential of olive industrial wastes. ARS Phdim129-136 (in Spanish).

Ramos-Cormenzana, A., Monteoliva Sanchez, M. & Lépez, M. J. (1995).
Bioremediation of alpechy!nnt Biodeterior Biodegrad35, 249-268.

Ramos-Cormenzana,A., Guerra del Aguila, V., Monteoliva Sanchez, M. (1997).
Prodution of microbial polysaccharides in wastewater olive oil milgernational
Symposium on Environmental Biotechnology (eds. H. Verachter and Verstiaete
259-262.

Reimers Suérez G. (1983). Posibilidades de tratamiento del alpechin por ultrafiltracion

y 6smosis inversa. Alimentaria. 273-274.

Reuhs BL, Williams MN, Kim JS, Carlson RW, Cote F. 1995. Suppression of the
Fix- phenotype of Rhizobium meliloti exoB mutants by IpsZ is correlated to a modified

expression of the K polysaccharide.J Bacteriol. 177(15):4289-96.

Rodriguez M, M., Pérez J., Ramos-Cormenzana A. y Martinez J. (1988). Effect of
extracts obtained from olive oil mill waste waters Bacillus megateriumATCC
33085. Journal of Applied Bacteriology4:219-226.

- 245 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Rozzi, A. et Di Pintoo, A.C. (1986). Anaerobic treatment of olive mill effluents as
energy sourcelnternational Symposiyumon Olive By Products Valorization, ed FAO,
Madrid, pp. 181-93.

Ruiz-Bravo A. 2001.Biological Response Modifer Activity of an Exopolysaccharide
from Paenibacillus jamilaegCP-7.Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology., p.

706-710.

Russell N.(1994). Bioremediation of olive oil-mill wastes for use as fertiliz2f.
European Recycling Workshop. Report of Project N° EVWA-CT920006.

Russel M. 1998. Macromolecular assembly and secretion across the bacterial cell

envelope: type Il protein secretion systems.J Mol Biol. Jun 12;279(3):485-99. Review.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R.,Horn, G. T.,
Mullis, K. B. & Erlich, H. A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA
with a thermostable DNA polymerasgcience239, 487-491International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 51 1691.

Saiz Jiménez C., Gébmez Alarcon G. y Leeuw J. W. (1986). Chemical properties of
the polymer isolated in fresh vegetation water and sludge evaporation ponds.
International Symposium On Olive By- products Valorization, Sevilla. FAQredi1-

60.

Sambrook, J., Fritsch, E. K. and Maniatis, T. (1989)Molecular cloning: a laboratory
manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.

- 246 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Sanchez Villasclaras S., Martinez Sancho M. E., Espejo Caballero®MT. y
Delgado Pérez A.(1996). Production of microalgae from olive mill wastewater.
International Biodeterioration and Biodegradation 38, 245-247.

Sanger, F., Nicklen, S., y Coulson, A. R1977. DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 5463-5467.

Schleifer K. H., and Kandler, O. (1972). Peptidoglycan types of bacterial cell walls

and their taxonomic implications. Bacteriol. R88, 407-477.

Schleifer K. H., Stackebrandt E. (1983). Molecular systematics of prokariotes.
Annual Reviwes in Microbiology. 37, 143-187.

Shida O., Takagi H., Kadowaki K., Komagata K. (1996). Proposal for two new
genera. Brevibacillus gen, nov. and Aneurinibacillus gen. imbernational Journal of
Systematic Bacteriologg6, 939-946.

Shida O., Takagi H., Kadowaki K., Komagata K. (1997a). Transfer oBacillus
alginolyticus Bacillus chondroitinusBacillus curdlanolyticusBacillus glucanolyticus
Bacillus kobensigndBacillus thiaminolyticugo the genu®aenibacillusand emended
description of the genusPaenibacillus International Journal of Systematic
Bacteriology 47, 289-298.

Shida, O., Takagi, H., Kadowaki K., Nakamura, L. K., Komagata, K.(1997b).
Emended description dPaenibacillus amyloliticusand description ofPaenibacillus
illinoisensis sp. nov. andPaenibacillus chibensisp. nov.International Journal of
Systematic Bacteriologg7, 299-306.

Shida, O., Takagi, H., Kadowaki, K. & Komagata, K. (1996)Proposal for two new

generaBrevibacillusgen. nov. andAneurinibacillusgen. nov.Int J Syst Bacterio#6,
939-946.

- 247 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Shida, O., Takagi, H., Kadowaki, K., Nakamura, L. K. & Komagata, K. (1997b).
Emended description dPaenibacillus amylolyticugnd description oPaenibacillus
illinoisensissp. nov. andPaenibacillus chibensisp. nov.Int J Syst Bacterio#f7, 299-
306.

Shida, O., Takagi, H., Kadowaki, K., Nakamura, L. K. & Komagata,K. (1997a).
Transfer of Bacillus alginolyticus Bacillus chondroitinus Bacillus curdlanolyticus
Bacillus glucanolyticusBacillus kobensisand Bacillus thiaminolyticusto the genus
Paenibacillusand emended description of the geRaenibacillus Int J Syst Bacteriol
47, 289-298.

Shute, L. A., Gutteridge, C. S., Norris, J. R., Berkeley, R. C. W(1988).
Reproductibility of pyrolysis mass thermophilic speciesBakillus species.Journal
Applied of Bacteriology64, 79-88.

Skerman V.B.D., McGowan V., Sneath P.H.A(1980). Approved Lists of Bacterial

Names. International Journal of Systematic Bacteriol@&§y 225-420.

Slepecky, R. A. & Hemphill, H. E. (1991).The genusacillus - nonmedical. InThe
Prokaryotes pp. 1663-1696. Edited by A. Balows, H. G. Tru$ per, M. Dworkin, W.
Harder & K.-H. Schleifer. New York: Springer.

Smith, N. R., Clark, F. E. (1937). Aproposed grouping of the mesophilic, aerobic,
spore-forming bacilli. Soil science society of America. Proceedings 2, 255.

Smith, N. R., Gordon, R. E. and Clark, F. E. (1952). Aerobic Sporeforming Bacteria,
U. S. Dept. Agr. Monogr. N° 16, Wansington, D. C.

Smith, N. R., Gordon, R. E., Clark, F. E.(1946). Aerobic mesophilic spore- forming

bacteria. Miscellaneous publication 559, 112pp. United States Departament of

Agriculture, Washington, D. C.

- 248 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Sneath P. H. A. Mair N. S., Sharpe M. E. & Holt J. G. (1986).Bergey’s Manual

Systematic Bacteriology. Vol 2. Ed. Williams and Wilkins, Baltimore.

Sneath P. H. A. Mair N. S., Sharpe M. E. & Holt J. G. (1986a).Bergey’s Manual
Systematic Bacteriology. Vol 2 pp 1122 -1123. Ed. Williams and Wilkins, Baltimore.

Sneath P. H. A., Mair N. S., Sharpe M. E. & Holt J. G.(1986b).Bergey’s Manual
Systematic Bacteriology. Vol 2 pp-1121 y 1124. Ed. Williams and Wilkins, Baltimore.

Sneath, P. H. A.,, Sokal, R. R. (1973). Numerical taxonomy. W. H. Freeman and
Company, San Francisco.

Sokal, R. R.y Michener, C. D(1958). A statistical method for evaluating
systematic relationships. Univ. Kansas Sci. B8] 1409-1438.

Spizizen, J., (1958). Transformation of biochemically deficient strainBatillus
subtilis by deoxyribonucleate. Proc. Natl, Acad. Sci. U.S.A. 44, 1072-1078.
Spring, S., Ludwig, W., Marquez, M. C., Ventosa, A. & Schleifer, K.-H. (1996).
Halobacillus gen. nov., with description oHalobacillus litoralis sp. nov. and
Halobacillus truperisp. nov., and transfer &porosarcina halophilido Halobacillus
halophilus comb. nov. Int J Syst Bacteriol 46, 492-496.

Stackebrandt E., Goebel B.M.(1994). A place for DNA-DNA reassociation and 16S
ribosomal RNA sequence analysis in the present species definition in bacteriology.

International Journal of Systematic Bacteriology 44, 846-849.

Stackebrandt E., Ludwig W., Weizenegger M., Dorn S., McGill T.J., Fox G.E.
Woese C.R., Schubert W., Schleifer K-H. (1987). Comparative 16S rRNA
oligonucleotide analyses and murein types of round spore-forming bacilli and non-

spore-forming relativeslournal of General Microbiologyl 33, 2523-2529.

- 249 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Stackebrandt, E. & Liesack, W. (1993)Nucleic acids and classification. Handbook
of New Bacterial Systematicpp.152-189. Edited by M. Goodfellow & A. G.
O'Donnell. London: Academic Press.

Stingele F., Neeser J-R., Mollet B.(1996). Identification and caracterization of the eps
(Exopolysaccharide) gene cluster from Streptococcus thermophilus J8fiénal of
Bacteriology 178,6 p 1680-1690.

Stingele F, Newell JW, Neeser JR. 1099). Unraveling the function of
glycosyltransferases in Streptococcus thermophilus Sfi6. J Bacteriol. Oct;181(20):6354-
60.

Stingele F, Vincent SJ, Faber EJ, Newell JW, Kamerling JP, Neeser JR1L999).
Introduction of the exopolysaccharide gene cluster ffameptococcus thermophilus
Sfi6 into Lactococcus lactigviG1363: production and characterization of an altered

polysaccharide. Mol Microbiol. Jun;32(6):1287-95.

Strack D. (1990). Metabolism of hydrosycinnamic acid conjuga¥é.International
Conference. Groupe Polyphenols. Strasbourg.

Suresh K. Ghai, Makoto Hisamatsu, Akinori Amemura and Kuya Harada. (1981).
Journal of General Microbiology 122, 33-40.

Sutherland 1. W. (1985). Biosynthesis and composition of gram negative bacterial

extracellular and wall polysaccharides. Annual Review of Microbio88y\243-270.

Sutherland I. W. (1990). Biotechnology of Microbial Exopolysaccharid€ambridge
University Press. London. UK.
Thompson, J. D., Higgins, D. G., y Gibson, T. J. (1994). ClustalW: improving the

sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting,

- 250 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

position-specific gap penalties and weight matrix chdiugcleic Acids Re2, 4673-
4680.

Tomati U., Galli E., Fiorelli F. y Pasetti L. (1996). Fertilizers from composting of
olive mill waste watersinternational Biodeterioration and BiodegradatioB8, 155-
162.

Trojanowski A., Hutterman L. y Marcherczyk A. (1989). Conversion of industrial

lignin by fungal cultures in pellet from. Biomass Congress. Lisboa.

Vaccarino C., Lo Curto R., Tripodo M. M., Lagana G., Patane R. y Munad F.
(1986). Vegetation water treatment by anaerobic fermentation with fumeginational
Symposium on Olive Oil By-Products Valorization. FAO Ed.3p{7-154.

Valenzuela Ruiz G. (1986). Thermal concentration of vegetation watéernational
Symposium On Olive Oil By-Products Valorization. FAO eds1FB-177.

Van De Peet Y., De Wachter R(1994). TREECON for Windows: a sofware package
for the construction and drawing of evolutionary trees for the Microsoft Windows

environment. Computing an Application to Biosciend€s 569-570.
Vandamme P., Pot B., Gillis M., DeVos P., Kersters K., Swings J. (1996).
Polyphasic taxonomy, a consensus approach to bacterial systenMiicsbiological

Reiews 60, 407-438.

Vazquez Roncero A., Maestro Durdn R. y Graciani E. (1974). Componentes
fendlicos de la aceituna. 1l Polifenoles del alpechin. Grasas y Ac2ite341-345.

Wachner, R. S., Mendez, B. A. & Giolietti, A. M.(1988). Olive black water as raw
material for butanol production. Biol. Wastes, 23, 215-220.

- 251 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Waing, M., Tindall, B. J., Schumann, P. & Ingvorsen, K. (1999)Gracilibacillus
gen. nov., with description dracilibacillus halotoleranggen. nov., sp. nov.; transfer
of Bacillus dipsosauri té&racilibacillus dipsosauri comb. nov., and Bacillus salexigens
to the genusSalibacillusgen. nov., asSalibacillus salexigensomb. nov.Int J Syst
Bacteriol 49, 821-831.

Walker P.D., Wolf J. (1971). Taxonomy oBacillus stearothermophilus. In Spore
research 1971. ( Backer, A.N., G.W. Gould and J. Wolf, eps.p47-262. Academic

press, London and New York.

Wayne, L. G., Brenner, D. J., Colwell, R. R., Grimont, P. A. D., Kanderl, O.,
Krichevsky, M. I., Moore, L. H., Moore, W. E. C., Murray, R. G. E., Stackebrandt,
E., Starr, M. P. y Triper, H. G. (1987). Report of Ad Hoc Committee on
Reconciliation of approaches to bacterial systemaknts.J. Syst. Bacteriol37, 463-
464.

Whitefield, C., and M. A. Valvano. 1993. Biosynthesis and expression of cell-surface

polysaccharides in Gram-negative bacteria. Adv. Microb. Physiol. 35:135-246.

Whitman, W. B., Coleman, D. C., Wiebe, W. J(1998). Prokaryotes: the unseen
majority. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 6578-6583.

Winslow C., Broadhurs J., Buchanan R.E, Krumwiede C., Rogers L.A., Smith
G.H.B. (1920). The families and genera of the bacteria. Final report of the committee of
society of American bacteriologist on characterisation and clasification of bacterial
types Journal of Bacteriology5, 191-229.

Wisotzkey J. D., Jurtshuk Jr. P., Fox G.E., Deinhard G., Poralla K. (1992).
Comparative sequence analyses on the 16 S rRNA (rDNA) of Bacillus acidocaldarius,
Bacillus acidoterrestris, and Bacillus cycloheptanicus and proposal for creation of a new
genus, Alicyclobacillus gen. nov. Int. J. Syst. Bacted@l, 263-269.

- 252 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Wittmann-Liebold, B., Kdple, A. K. E., Arndt, E., Kromer, W., Hatakeyama, T., y
Wittmann, H. G. (1990). In The Ribosome: structure, function and evolution. Hill,
W.E., Dahlberg, A., Garrett, R.A., Moore, P.B., Schlessinger, D., y Warner, J. R., (eds.).
598-616. Am. Soc. Microbiol., Washington, D.C.

Woese, C. R., y Fox, G. H1977). Phylogenetic structure of the prokaryotic domain:
the primary kindomsProc. Natl. Acad. Sci.USA&4, 5088-5090.

Woese, C. R(1980). The phylogeny of prokaryot&ience209,457-463.

Woese C.R. (1987). Bacterial evolution. Microbiological Reiewls 221-271.

Woese, C. R., Kandler, O., y Wheelis, M. L(1990). Towards a natural system of
organisms: proposal for the domauchaea,Bacteria, andEukarya.Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 87: 4576-4579.

Wolf, J., Chowdhury M.S.U. (1971). TheBacillus circulanscomplex: biochemical
and immunological studie$n Spore research 1971, ( Baker A.N., Gould G.W., Wolf
J., eds), pR27-245. Academic Press, London.

Wolfe, R. S., Balch, W. E., Tanner, R. S., Magrum, L. J., Zablen, L. B., Blakemore,
R., Gupta, R., Bonem, L., Lewis, B. J., Sthal, D. A., Leuhrsen, K. R., Chen, K. N., y

Yamada, K. & Komagata, K. (1970).Taxonomic studies on coryneform bacteria. Il.
Principal amino acids in the cell wall and their taxonomic signifAcahégen Appl
Microbiol 16, 103-113.

Yumoto, I., Yamazaki, K., Sawabe, T., Nakano, K., Kawasaki, K., Ezura, Y. &
Shinano, H. (1998)Bacillus hortisp. nov., a new Gram-negative alkaliphilic bacillus.
Int J Syst Bacteriol 48, 565-571.

- 253 -



Parte VI- Capitulo 10 Discusion Final

Zervakis G., Yiatras P. y Balis C. (1996). Edible mushrooms from olive oil mill

wastes. International Biodeterioration and Biodegradation 38, 237-243.
Ziemke, F., Hofle, M. G., Lalucat, J., y Rossell6-Mora, R(1998). Reclassification of

Shewanella putrefacier@wen’s genomic group Il &hewanella baltica sp. noint. J.

Syst. Bacteriol48, 179-186.

- 254 -



