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Este	  trabajo	  de	  Tesis	  Doctoral	  se	  financió	  a	  través	  de	  becas	  y	  subsidios	  provistos	  

por	  las	  siguientes	  instituciones:	  Consejo	  Nacional	  de	  Investigaciones	  Científicas	  y	  

Técnicas	   (CONICET)	   y	  Agencia	  Nacional	   de	   Promoción	   Científica	   y	   Tecnológica	  

(ANPCYT).	  	  

	  

	  

	  

Esta	   Tesis	   Doctoral	   se	   desarrolló	   en	   el	  Centro	   de	   Referencia	   para	   Lactobacilos	  

(CERELA),	  dependiente	  de	  CONICET,	  de	  la	  Fundación	  Miguel	  Lillo	  y	  de	  la	  Fundación	  

para	  la	  Educación,	  la	  Ciencia	  y	  la	  Cultura	  (FECIC).	  	  
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RESUMEN	  

El	  manitol,	  un	  azúcar-‐alcohol	  con	  múltiples	  aplicaciones	  industriales	  y	  en	  medicina,	  es	  

producido	  por	  ciertas	  bacterias,	  hongos,	  levaduras	  y	  plantas.	  Algunas	  bacterias	  lácticas	  

(BL)	   heterofermentativas	   son	   eficientes	   productoras	   de	   manitol,	   ya	   que	   pueden	  

utilizar	  la	  fructosa	  como	  un	  aceptor	  de	  electrones	  alternativo	  y	  sintetizar	  manitol	  por	  

una	  simple	  conversión	  enzimática	  mediante	  la	  enzima	  manitol	  deshidrogenasa	  (MDH),	  

regenerando	  el	  NAD(P)+.	  En	  esta	  Tesis	  Doctoral	  se	  identificó	  y	  caracterizó	  el	  contexto	  

genómico	  de	  los	  genes	  mdh	  en	  Lactobacillus	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  

Fructobacillus	   tropaeoli	   CRL	   2034,	   tres	   BL	   heterofermentativas	   seleccionadas	   en	  

nuestro	   laboratorio	  por	  su	  elevada	  producción	  de	  manitol.	  En	   la	  cepa	  CRL	  2034,	  se	  

localizaron	   y	   caracterizaron	   además	   tres	   genes	   que	   codifican	   para	   enzimas	   lactato	  

deshidrogenasa	  (LDH),	  dos	  D-‐ldh	   (ldh1	  y	   ldh2)	  y	  una	  L-‐ldh	  (ldh3),	  y	  se	  confirmó	  que	  

esta	  especie	  carece	  de	  la	  actividad	  alcohol	  deshidrogenasa.	  Para	  evaluar	  la	  influencia	  

de	  distintos	  genes	  en	  la	  biosíntesis	  de	  manitol,	  se	  generaron	  mutantes	  en	  mdh	  y	  en	  

genes	  relacionados	  a	  mdh	  (gen	  per;	  putativa	  permeasa	  que	  forma	  un	  operón	  con	  mdh)	  

o	  al	  balance	  redox	  celular	  (genes	  ldh).	  Los	  genes	  mdh,	  per,	  ldh1,	  ldh2	  y	  ldh3	  de	  la	  cepa	  

CRL	  2034	  fueron	  mutados	  por	  recombinación	  con	  plásmidos	  integrativos	  construidos	  

con	  el	  vector	  pRV300	  (EmR)	  y	  un	  fragmento	  interno	  de	  cada	  gen,	  de	  aproximadamente	  

400	  pb.	   Las	  diversas	  mutantes	   fueron	   confirmadas	  mediante	   secuenciación	  de	  16S	  

rADN	   y	   ensayos	   Rep-‐PCR,	   y	   la	   inserción	   correcta	   de	   los	   plásmidos	   recombinantes	  

mediante	   amplificación	   y	   secuenciación	   por	   PCR.	   Finalmente,	   se	   comparó	   el	  

crecimiento	  de	  CRL	  2034	  y	  de	  las	  mutantes	  en	  el	  medio	  FYP	  (20	  %	  de	  glucosa	  y	  40	  %	  

de	  fructosa)	  a	  pH	  libre,	  30	  °C	  y	  en	  condición	  estática	  o	  de	  agitación	  (200	  r.p.m),	  y	  se	  

determinaron	   los	   parámetros	   cinéticos	   (velocidad	   máxima	   de	   crecimiento	   y	   de	  

acidificación),	   actividad	  MDH	   y	   LDH	   y	   producción	   de	  manitol.	   La	  mutante	  mdh	   no	  

presentó	  actividad	  MDH,	  no	  produjo	  manitol	  y	  requirió	  de	  O2	  para	  crecer,	  confirmando	  

su	  incapacidad	  de	  utilizar	  fructosa	  como	  aceptor	  de	  electrones.	  La	  cepa	  ::ldh1	  mostró	  

aproximadamente	   el	   doble	   de	   actividad	   MDH	   (7,88	   U/mg	   proteína)	   que	   la	   cepa	  

original	  (CRL	  2034	  =	  4,72U/mg	  proteína).	  El	  comportamiento	  de	  las	  mutantes	  ::ldh2,	  

::ldh3	   y	   ::per	   fue	   similar	   a	   la	   de	   la	   cepa	   CRL	   2034,	   no	   observándose	   diferencias	  
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significativas	   en	   sus	   respuestas	   a	   las	   condiciones	   evaluadas	   y	   en	   los	   parámetros	  

determinados.	  A	  pesar	  de	  los	  mayores	  niveles	  de	  actividad	  MDH	  en	  la	  mutante	  ldh1,	  

su	  producción	  de	  manitol	  fue	  similar	  a	  la	  observada	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034	  a	  las	  48	  h,	  

siendo	  los	  rendimientos	  de	  manitol	  (YM)	  de	  84	  y	  88	  %,	  respectivamente.	  Sin	  embargo,	  

la	  producción	  específica	  de	  manitol	  por	  unidad	  formadora	  de	  colonia	  fue	  mayor	  en	  

::ldh1	  (1,99	  x10-‐8	  mg/UFC)	  que	  en	  CRL	  2034	  (1,64	  x10-‐8	  mg/UFC)	  demostrando	  que	  la	  

mutante	  es	  más	  eficiente	  para	  producir	  manitol,	  a	  pesar	  de	  su	  menor	  crecimiento.	  
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ABSTRACT	  

Mannitol,	   a	   sugar-‐alcohol	   with	   multiple	   industrial	   and	   medical	   applications,	   is	  

produced	  by	  certain	  bacteria,	  fungi,	  yeasts	  and	  plants.	  Some	  heterofermentative	  lactic	  

acid	  bacteria	  (LAB)	  are	  efficient	  mannitol	  producers,	  since	  they	  can	  use	  fructose	  as	  an	  

alternative	   electron	   acceptor	   and	   synthesize	   mannitol	   by	   a	   simple	   enzymatic	  

conversion	  by	  the	  mannitol	  dehydrogenase	  (MDH)	  enzyme,	  regenerating	  NAD(P)+.	  In	  

this	  Doctoral	  Thesis	   the	  genomic	  context	  of	  mdh	   genes	   in	  Lactobacillus	   reuteri	  CRL	  

1101,	   L.	   mucosae	   CRL	   573	   and	   Fructobacillus	   tropaeoli	   CRL	   2034,	   three	  

heterofermentative	  LAB	  selected	  in	  our	  laboratory	  for	  their	  high	  mannitol	  production,	  

were	  identified	  and	  characterized.	  In	  the	  CRL	  2034	  strain	  three	  genes	  encoding	  lactate	  

dehydrogenase	   (LDH),	   two	   D-‐ldh	   (ldh1	   and	   ldh2)	   and	   one	   L-‐ldh	   (ldh3),	  were	   also	  

localized	  and	  characterized.	  Additionally,	  the	  lack	  of	  the	  activity	  of	  the	  enzyme	  alcohol	  

dehydrogenase	  was	  confirmed	  in	  this	  species.	  To	  evaluate	  the	  influence	  of	  different	  

genes	  on	  mannitol	  biosynthesis,	  mutants	  were	  generated	  in	  mdh	  and	  mdh-‐per	  genes	  

(a	  putative	  permease	  that	  forms	  an	  operon	  with	  mdh)	  or	  to	  redox	  balance-‐	  (ldh	  genes)	  

-‐related	  genes.	  The	  mdh,	  per,	  ldh1,	  ldh2	  and	  ldh3	  genes	  of	  the	  CRL	  2034	  strain	  were	  

mutated	   by	   simple	   recombination	   with	   integrative	   plasmids	   constructed	   with	   the	  

vector	   pRV300	   (EmR)	   and	   an	   internal	   fragment	   from	   each	   gene	   (400	   bp	  

approximately).	  The	  mutants	  were	  confirmed	  by	  16S	  rDNA	  sequencing	  and	  Rep-‐PCR	  

assays,	  and	  the	  correct	   insertion	  of	   the	  recombinant	  plasmids	  by	  PCR	  amplification	  

and	  sequencing.	  Finally,	  the	  cell	  growth,	  kinetic	  parameters	  (maximum	  rate	  of	  growth	  

and	  acidification),	  MDH	  and	  LDH	  activities	  and	  mannitol	  production	  of	  CRL	  2034	  and	  

its	  mutants	  grown	  in	  FYP	  medium	  (20	  %	  glucose	  and	  40	  %	  fructose)	  at	  free	  pH,	  30	  °C,	  

under	  static	  or	  stirring	  conditions	  (200	  r.p.m.)	  were	  compared.	  The	  mdh	  mutant	  had	  

no	   MDH	   activity,	   was	   not	   able	   to	   produce	   mannitol	   and	   required	   O2	   to	   grow,	  

confirming	   its	   inability	   to	  use	   fructose	   as	   an	  external	   electron	   acceptor.	   The	   ::ldh1	  

strain	  showed	  approximately	  twice	  MDH	  activity	  value	  (7.88	  U/mg	  protein)	  than	  the	  

original	   strain	   (CRL	  2034	  =	  4.72	  U/mg	  protein).The	  behavior	  of	   the	  mutants	   ::ldh2,	  

::ldh3	  and	  ::per	  were	  similar	  to	  CRL	  2034	  strain,	  with	  no	  significant	  differences	  in	  their	  

responses	  to	  the	  evaluated	  culture	  conditions	  and	  studied	  parameters.	  Despite	  the	  
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higher	  levels	  of	  MDH	  activity	  in	  ldh1	  mutant,	  its	  production	  of	  mannitol	  was	  similar	  to	  

that	   of	   the	   wild	   type	   strain	   at	   48	   h,	   with	   mannitol	   yields	   (YM)	   of	   84	   and	   88	   %,	  

respectively.	  However,	  the	  specific	  mannitol	  production	  (mg	  of	  produced	  mannitol	  per	  

colony	  forming	  unit)	  was	  higher	  in	  ::ldh1	  (1.99	  x10-‐8	  mg/CFU)	  than	  in	  CRL	  2034	  (1.64	  x	  

10-‐8	  mg/CFU)	  showing	  that	  this	  mutant	  is	  more	  efficient	  in	  producing	  mannitol,	  despite	  

its	  lower	  cell	  growth.	  
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ABREVIATURAS,	  SIGLAS	  Y	  SÍMBOLOS	  

::	   Mutación	  insercional	  
△	   Mutación	  por	  deleción	  	  
p/v	   Peso	  en	  volumen	  
p/p	   Peso	  en	  peso	  
v/v	   Volumen	  en	  volumen	  
µg	   Microgramo/s	  
µL	   Microlitro/s	  
µm	   Micrómetro/s	  
µM	   Micromolar	  
µF	  	   Microfaradio/s	  
µmax	   Velocidad	  específica	  de	  crecimiento	  máxima	  	  
Ω	   Ohmio/s	  
°C	   Grados	  centígrados	  	  
aa	   Aminoácidos	  
ADN	   Ácido	  desoxirribonucleico	  
ADH	   Alcohol	  deshidrogenasa	  
ARN	   Ácido	  ribonucleico	  
Atm	   Atmósfera/s	  
ATP	   Adenosina	  trifosfato	  
BL	  	   Bacterias	  lácticas	  
c.	  s.	  p.	  	   Cantidad	  suficiente	  para	  
CAA	   Código	  Alimentario	  Argentino	  
CAGR	  	   Tasa	  de	  crecimiento	  anual	  compuesto,	  del	  inglés	  Compound	  Annual	  Growth	  

Rate	  
cm	   Centímetro/s	  
Cm	   Cloranfenicol	  
col.	   Colaboradores	  
CIF	   Costos,	  seguro	  y	  flete,	  del	  inglés	  Cost	  Insuranse	  and	  Freight	  
dNTPs	   Desoxinucleósidos	  
DO	   Densidad	  óptica	  
E.	   Escherichia	  
Em	   Eritromicina	  
EMP	   Vía	  Embden-‐Meyerhof-‐Parnas	  
F.	   Fructobacillus	  
FDH	   Formiato	  deshidrogenasa	  
Fig.	   Figura	  
Fru	   Fructosa	  
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g	   Gramo/s	  
GC	   Guanina	  y	  Citosina	  
GDH	   Glucosa	  deshidrogenasa	  
Glu	   Glucosa	  deshidrogenasa	  
h	   Hora/s	  
HPLC	   Cromatografía	  Líquida	  de	  Alta	  Resolución,	  del	  inglés	  High	  Performance	  Liquid	  

Chromatography	  
kb	   Kilobase	  
kDa	   Kilodalton	  
kV	  	   Kilovoltio/s	  
L	   Litro/s	  
L.	   Lactobacillus	  
Lac.	  	   Lactococcus	  	  
LDH	  	   Lactato	  deshidrogenasa	  	  
Leu.	  	   Leuconostoc	  	  
Log	   Logaritmo	  
M	   Molar	  
M1-‐PDH	   Manitol	  1-‐P-‐deshidrogenasa	  	  
MDH	   Manitol	  2-‐deshidrogenasa	  
MDR	   Superfamilia	  de	  Reductasas/deshidrogenasas	  de	  cadena	  media,	  del	  inglés	  

Medium-‐chain	  alcohol/polyol	  Dehydrogenase/Reductase	  
mg	  	   Miligramo/s	  
min	   Minuto/s	  
mL	  	   Mililitro/s	  
mM	   Milimolar	  
mmol	   Milimol/es	  
Mpb	  	   Megapares	  de	  bases	  
NADH	  	   Nicotinamida	  adenina	  dinucleótido	  reducido	  
NADPH	   Nicotinamida	  adenina	  dinucleótido	  fosfato	  reducido	  
nm	   Namometro	  	  
O.	  	   Oenococcus	  
ON	   Toda	  la	  noche	  (16	  h),	  del	  inglés	  overnigth	  
p	   Peso	  
P	   Promotor	  
P-‐	   Fosfato	  
pb	   Pares	  de	  bases	  
PM	   Peso	  molecular	  
PCR	  	   Reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa,	  del	  inglés	  Polymerase	  Chain	  Reaction	  
pg	   Pico	  gramos	  
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PK	  	   Vía	  6-‐fosfogluconato-‐fosfocetolasa	  
Pseu.	  	   Pseudomonas	  
r.p.m.	   Revoluciones	  por	  minuto	  
s	   Segundos	  
subsp.	   Subespecie	  
SDS	   Dodecilsulfato	  de	  sodio	  
Tm	  	   Temperatura	  de	  fusión	  o	  temperatura	  de	  melting	  
Tn	   Toneladas	  
U	   Unidad/es	  enzimática/s	  
UFC	  	   Unidades	  formadoras	  de	  colonias	  
V	   Voltaje	  
Vf	   Volumen	  final	  
vol.	   Volumen/es	  
xg	   Multiplicado	  por	  la	  fuerza	  de	  la	  gravedad	  
YM	   Rendimiento	  de	  manitol	  en	  función	  a	  la	  fructosa	  consumida	  
Y	   Rendimiento	  de	  manitol	  en	  función	  a	  la	  fructosa	  total	  agregada	  al	  medio	  
YMU	   Producción	  específica	  de	  manitol	  por	  UFC	  
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BACTERIAS	  LÁCTICAS	  	  

Generalidades	  	  

Las	   bacterias	   lácticas	   (BL)	   pertenecen	   al	   filo	   Firmicutes,	   clase	   Bacilli,	   orden	  

Lactobacillales,	   el	   que	   incluye	   seis	   familias	   (Aerococcaceae,	   Carnobacteriaceae,	  

Enterococcaceae,	   Lactobacillaceae,	   Leuconostocaceae,	   y	   Streptococcaceae)	   y	   44	  

géneros.	  El	  género	  Lactobacillus	  consta	  de	  223	  especies	  y	  el	  género	  Fructobacillus	  de	  

5	  especies	  descriptas	  hasta	  agosto	  de	  2017	  (LPSN,	  2017).	  

Las	   BL	   constituyen	   un	   grupo	   muy	   diverso	   de	   bacterias	   ácido	   tolerantes	   que	   se	  

caracterizan	   por	   producir	   ácido	   láctico	   como	   principal	   o	   único	   producto	   de	   la	  

fermentación	  de	  azúcares.	  Por	  su	  inocuidad,	  son	  reconocidas	  como	  GRAS	  (Generally	  

Recognized	  As	  Safe).	  Estas	  bacterias	  poseen	  genomas	  con	  un	  contenido	  de	  GC	  entre	  

33-‐51	  %,	  son	  cocos	  o	  bacilos	  Gram	  positivos,	  catalasa	  negativa,	  no	  esporulantes,	  en	  

general	   no	  móviles	   y	   la	  mayoría	   no	   son	   aeróbicas,	   pero	   si	   aerotolerantes	   (Halász,	  

2009).	  Algunas	   especies	   son	   capaces	  de	   respirar	   aeróbicamente	  utilizando	  oxígeno	  

como	   aceptor	   final	   de	   electrones	   cuando	   un	   grupo	   hemo	   o	   grupo	   hemo	   y	  

menaquinona	  están	  presentes	  en	  el	  medio;	  el	  crecimiento	  en	  condiciones	  aeróbicas	  

de	  estos	  últimos	  microorganismos	  se	  traduce	  en	  una	  mayor	  biomasa	  final	  (Duwat	  y	  

col.,	  2001).	  

Las	   BL	   se	   encuentran	   naturalmente	   en	   una	   gran	   diversidad	   de	   nichos,	   tales	   como	  

alimentos	  fermentados,	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal	  del	  hombre	  y	  animales,	  en	  vagina,	  

en	  plantas,	  en	  cereales,	  en	  el	  suelo	  y	  en	  el	  agua.	  Sus	  requerimientos	  nutricionales	  son	  

complejos	   y	   sus	  medios	   de	   cultivo	   requieren	   ser	   suplementados	   con	   aminoácidos,	  

vitaminas,	  minerales,	   ácidos	   grasos,	   péptidos	   y	   carbohidratos,	   entre	  otros	   (Mayo	  y	  

col.,	  2010).	  

Metabolismo	  de	  hidratos	  de	  carbono	  en	  BL	  	  

Las	  BL	  se	  clasifican	  en	  homofermentativas	  o	  heterofermentativas	  de	  acuerdo	  a	  como	  

utilizan	   los	   carbohidratos	   como	   fuente	   de	   energía	   en	   condiciones	   estándares	   de	  

crecimiento	   (sin	   glucosa	   limitante,	   en	   presencia	   de	   factores	   de	   crecimiento	   como	  
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aminoácidos,	  vitaminas	  y	  precursores	  de	  ácidos	  nucleicos	  y	  en	  limitada	  disponibilidad	  

de	  oxígeno).	  Mientras	  las	  BL	  homofermentativas	  fermentan	  los	  azúcares	  y	  producen	  

ácido	  láctico	  como	  principal	  producto	  final	  a	  través	  de	  la	  vía	  de	  Embden–Meyerhof–

Parnas	   (EMP)	  (Fig.	  1),	   las	  BL	  heterofermentativas	  producen	  cantidades	  equimolares	  

de	  ácido	  láctico,	  dióxido	  de	  carbono,	  etanol	  y	  acetato	  por	  la	  vía	  de	  la	  fosfocetolasa	  

(PK),	   también	  conocida	  como	  vía	  de	   las	  pentosas	   fosfato	  o	  vía	  de	  Warburg-‐Dickens	  

(Fig.	   2)	   (Wisselink	   y	   col.,	   2002).	   Las	   BL	   heterofermentativas	   pueden	   dividirse	   en	  

facultativas	  u	  obligadas:	  las	  BL	  heterofermentativas	  facultativas,	  fermentan	  hexosas	  

y	   pentosas	   por	   las	   vías	   EMP	   y	   PK,	   respectivamente,	   mientras	   que	   las	   BL	  

heterofermentativas	  obligadas	  degradan	  tanto	  hexosas	  como	  pentosas	  por	  la	  vía	  PK	  

(Hammes	  y	  Vogel,	  1995).	  

Cuando	  el	  flujo	  glucolítico	  es	  bajo,	  las	  bacterias	  homofermentativas	  pueden	  cambiar	  

su	  metabolismo	   hacia	   la	   fermentación	   ácido-‐mixta	   y	   producir,	   además	   de	   lactato,	  

formiato,	  acetato,	  dióxido	  de	  carbono	  (CO2)	  y	  etanol	  en	  muy	  bajas	  concentraciones.	  El	  

acetato	  puede	  acumularse	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  o	  bien	  ―dependiendo	  del	  pH	  y	  de	  

la	  disponibilidad	  de	  NAD(P)H―	  puede	  reducirse	  a	  etanol	  con	  consumo	  de	  NAD(P)H.	  

Este	  cambio	  se	  debe	  a	   la	  regulación	  de	   las	  enzimas	   lactato	  deshidrogenasa	   (LDH)	  y	  

formiato	  piruvato	  liasa,	  que	  están	  sujetas	  a	  control	  por	  las	  tasas	  de	  flujo	  metabólico	  y	  

los	  cambios	  en	   la	   relación	  NAD(P)+/NAD(P)H	   (Fig.	  1).	  Esta	   ruta	  permite	   la	  ganancia	  

adicional	  de	  1	  mol	  de	  ATP	  pero	  con	  menor	  producción	  de	  ácido	  láctico.	  A	  su	  vez,	  dado	  

que	  el	  formiato	  puede	  descarboxilarse,	  se	  puede	  producir	  un	  mol	  adicional	  de	  CO2	  por	  

esta	  vía	  (bacterias	  productoras	  de	  gas)	  (Zaunmüller	  y	  col.,	  2006;	  Pessione,	  2012).	  

Algunas	   BL	   heterofermentativas	   poseen	   una	   baja	   actividad	   acetaldehído	  

deshidrogenasa	  y,	  en	  consecuencia,	  una	  baja	  capacidad	  para	  re-‐oxidar	  el	  NAD(P)H	  por	  

la	  vía	  de	  la	  conversión	  de	  acetil-‐P	  a	  etanol,	  lo	  que	  constituye	  un	  factor	  limitante	  para	  

el	   crecimiento	   de	   estas	   bacterias	   en	   glucosa.	   En	   estos	   casos,	   el	   oxígeno,	   piruvato,	  

citrato	   o	   fructosa	   presente	   en	   el	   medio	   de	   cultivo	   puede	   utilizarse	   como	   aceptor	  

alternativo	   de	   electrones	   proporcionándole	   mayor	   velocidad	   de	   crecimiento	   a	   las	  

células	  (Zaunmüller	  y	  col.,	  2006;	  Årsköld	  y	  col.,	  2008).	  	  
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Figura	  1.	  Vía	  de	  fermentación	  de	  hexosas	  en	  BL	  homofermentativas.	  	  
1.	   Sistema	   fosfoenolpiruvato-‐fosfotransferasa	   (PTS)	   para	   fructosa;	   2.	   Sistema	  PTS	  para	  
glucosa;	  3.	  Sistema	  PTS	  específico	  para	  manitol;	  4.	  Fosfoglucosa	  isomerasa;	  5.	  Manitol	  1-‐
fosfato	   deshidrogenasa;	   6.	   Manitol	   1-‐fosfatasa;	   7.	   6-‐Fosfofructoquinasa;	   8.	   Fructosa-‐
difosfatasa;	   9.	   Fructosa	   1,6-‐difosfato	   aldolasa;	   10.	   Triosafosfato	   isomerasa;	   11.	  
Gliceraldehído	  3-‐fosfato	  deshidrogenasa	  y	  fosfoglicerato	  quinasa;	  12.	  Fosfogliceromutasa	  
y	  enolasa;	  13.	  Piruvato	  quinasa;	  14.	  Lactato	  deshidrogenasa;	  15.	  Piruvato-‐formiato	  liasa;	  
16.	  Acetaldehído	  deshidrogenasa	  y	  alcohol	  deshidrogenasa;	  17.	  Piruvato	  deshidrogenasa;	  
18.	   Acetato	   quinasa;	   19.	   α-‐acetolactato	   sintasa;	   20.	   α-‐acetolactato	   descarboxilasa;	   21.	  
2,3-‐butanediol	  deshidrogenasa.	  Figura	  modificada	  de	  Ruiz-‐Rodríguez	  y	  col.	  (2017).	  
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Figura	  2.	  Vía	  de	  fermentación	  de	  hexosas	  en	  BL	  heterofermentativas.	  
1.	   Glucosa	   permeasa;	   2.	   Fructosa	   permeasa;	   3.	   Glucoquinasa;	   4.	   Glucosa	   6-‐fosfato	  
deshidrogenasa;	   5.	   6-‐Fosfogluconato	   deshidrogenasa;	   6.	   Epimerasa;	   7.	   D-‐xilulosa-‐5-‐
fosfato	   fosfocetolasa;	   8.	   Glucosa-‐fosfato	   isomerasa;	   9.	   Fructoquinasa;	   10.	   Manitol	   2-‐
deshidrogenasa;	  11.	  Gliceraldehído	  3-‐fosfato	  deshidrogenasa	  y	  fosfoglicerato	  quinasa;	  12.	  
Fosfogliceromutasa	   y	   enolasa;	   13.	   Piruvato	   quinasa;	   14.	   Lactato	   deshidrogenasa;	   15.	  
Fosfato	  acetiltransferasa;	  16.	  Acetaldehído	  deshidrogenasa	  y	  Alcohol	  deshidrogenasa;	  17.	  
Acetato	  quinasa.	  Modificada	  de	  Ruiz-‐Rodríguez	  y	  col.	  (2017).
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Las	   BL	   heterofermentativas	   que	   utilizan	   la	   fructosa	   como	   aceptor	   de	   electrones	  

externo	  lo	  hacen	  mediante	  la	  acción	  de	  la	  enzima	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  (MDH),	  

que	   cataliza	   la	   conversión	   de	   la	   fructosa	   en	  manitol.	   En	   esta	   reacción,	   el	  NAD(P)H	  

formado	   en	   las	   primeras	   etapas	   de	   la	   fermentación	   de	   azúcares	   es	   re-‐oxidado	   a	  

NAD(P)+,	  y	  el	  acetil-‐P	  acumulado	  se	  convierte	  en	  acetato,	  y	  no	  en	  etanol,	  lo	  que	  genera	  

un	  mol	  extra	  de	  ATP.	  

Aplicaciones	  de	  las	  BL	  

Debido	   a	   sus	   características	   metabólicas,	   las	   BL	   ocupan	   un	   papel	   central	   en	   la	  

producción	   de	   alimentos	   y	   bebidas	   fermentadas;	   son	   utilizadas	   como	   cultivos	  

iniciadores	  en	   la	  elaboración	  de	  productos	   lácteos	   fermentados	   (yogures,	  quesos	  y	  

leches	   fermentadas),	   masas	   ácidas,	   encurtidos,	   chucrut	   y	   embutidos,	   como	   así	  

también	  en	  la	  fermentación	  de	  frutas,	  vegetales,	  cereales	  y	  aceitunas.	  Las	  BL	  pueden	  

fermentar	   una	   amplia	   gama	  de	   azúcares	   y	   transformarlos	  principalmente	   en	   ácido	  

láctico;	  este	  proceso	  de	  acidificación	  permite	  prolongar	  la	  vida	  útil	  de	  los	  productos	  

fermentados	  ya	  que	  inhibe	  el	  crecimiento	  de	  muchos	  microorganismos	  deteriorantes	  

y	  de	  los	  patógenos	  humanos	  más	  comunes.	  Además	  de	  esta	  función	  relevante	  en	  la	  

conservación	  de	   los	  alimentos,	   las	  BL	  contribuyen	  al	   sabor,	   textura,	  perfil	   sensorial	  

agradable	  y	  al	  valor	  nutricional	  de	  los	  alimentos	  fermentados	  mediante	  la	  formación	  

de	  compuestos	  de	  aroma,	  exopolisacáridos,	  proteínas,	  vitaminas	  y	  polioles	  (Leroy	  y	  

De	  Vuyst,	  2004;	  Hugenholtz,	  2008;	  Gaspar	  y	  col.,	  2013).	  

Ciertas	  BL	  tienen	  características	  probióticas,	  ejerciendo	  efectos	  beneficiosos	  para	  la	  

salud	  o	  siendo	  capaces	  de	  formar	  compuestos	  bioactivos,	  por	  lo	  que	  se	  las	  incluyen	  en	  

la	  elaboración	  de	  alimentos	  funcionales	  con	  propiedades	  específicas	  (Stanton	  y	  col.,	  

2005;	  Hebert	   y	   col.,	   2010).	  Debido	   a	   su	   versatilidad	  metabólica,	   las	   BL	   pueden	   ser	  

también	  utilizadas	  como	  fábricas	  celulares	  en	  la	  producción	  de	  productos	  químicos,	  

farmacéuticos	  u	  otros	  productos	  industriales	  relevantes.	  Esas	  aplicaciones	  incluyen	  la	  

producción	  industrial	  de	  compuestos	  tales	  como	  biopolímeros,	  enzimas,	  etanol,	  ácido	  

láctico,	  compuestos	  antibacterianos	  (por	  ejemplo	  bacteriocinas),	  vitaminas	  y	  azúcares	  

de	  bajas	  calorías,	  entre	  otros	  (Fig.	  3A)	  (Ruiz-‐Rodríguez	  y	  col.,	  2017).	  	  



	  18	  

El	   desarrollo	   de	   herramientas	   genéticas,	   aplicables	   a	   este	   importante	   grupo	   de	  

microorganismos,	  permitió	   la	  manipulación	  dirigida	  y	  efectiva	  de	   las	  BL	  abriendo	  el	  

camino	  a	  nuevas	  aplicaciones	  biotecnológicas.	  A	  la	  fecha,	  se	  han	  desarrollado	  técnicas	  

para	  la	  expresión	  y	  secreción	  de	  proteínas	  heterólogas	  en	  BL,	  particularmente	  en	  el	  

organismo	  modelo	  Lactococcus	  lactis	  (Gaspar	  y	  col.,	  2013),	  logrando	  la	  producción	  de	  

compuestos	   de	   alto	   valor	   como	   enzimas	   industriales	   y	   proteínas	   de	   origen	   viral,	  

bacteriano	  o	  de	  eucariotas	  con	  aplicaciones	   terapéuticas	   (Steidler	  y	  Rottiers,	  2006;	  

Pontes	  y	  col.,	  2011)	  (Fig.	  3).	  	  

En	   el	   área	   de	   la	   ingeniería	   metabólica,	   se	   llevaron	   a	   cabo	   algunas	  modificaciones	  

genéticas	  (en	  general,	  en	  bacterias	  de	  los	  géneros	  Lactococcus	  y	  Lactobacillus)	  para	  la	  

producción	   de	   ácido	   láctico,	   1,3-‐propanodiol,	   2,3-‐butanodiol,	   biocombustibles,	  

compuestos	  de	  aroma,	  edulcorantes,	  vitaminas	  y	  polisacáridos	  complejos	  (Fig.	  3B).	  

Figura	  3.	  Aplicaciones	  de	  BL	  en	  (A)	  agroindustria	  y	  (B)	  biotecnología.	  	  
EPS:	  exopolisacáridos;	  PC:	  polisacáridos	  capsulares;	  AH:	  ácido	  hialurónico;	  G6P:	  glucosa	  
6-‐fosfato;	   F6P:	   fructosa	  6-‐fosfato;	  PEP:	   fosfoenolpiruvato.	  Modificada	  de	  Gaspar	   y	   col.	  
(2013).	  

	  

	  

Vehículos*de*
vacunas*y*
fármacos

Aplicaciones+de+las+BL
Agroindustria Biotecnología

Industria* láctea
Queso
Manteca
Crema+agria
Manteca+cultivada

Carnes
Salame
Chorizo

Cereales
Masa+ácida
Crema+de+avena
Pan+de+Trigo

Vegetales*y*Frutas
Pepinillos+encurtidos
Chucrut
Kimchi
Bebidas+frutales
Vino

Cultivos* iniciadores

Producción* de
bacteriocinas

Fábricas*
celulares*de*
metabolitos

A Ingeniería+Metabólica
Glucosa

(otros+azúcares)

Nutraceúticos

Vitaminas

Polioles

Vitaminas

Alanina

Diacetilo
Acetaldehído

LDlactato
DDlactato

2,3*butanodiol

Butanol

Etanolo

Azúcares*
complejos

Ingredientes*
De*Alimentos

Sustancia*
Químicas*

Comerciales

Agentes*de*
Textura*(EPS)

Aplicaciones*
Médicas*
(PC,*AH)

B



	   19	  

El	  metabolismo	   relativamente	   simple	  de	   las	  BL,	   sus	  genomas	  pequeños	   (~1,8	  a	  3,4	  

Mpb)	  con	  escasa	  redundancia,	  su	  crecimiento	  rápido,	  las	  elevadas	  tasas	  de	  captación	  

de	   azúcares,	   la	   posibilidad	   en	   desacoplar	   el	   crecimiento	   de	   la	   producción	   de	  

metabolitos	  y	  los	  escasos	  sistemas	  de	  control	  en	  comparación	  con	  otros	  modelos	  de	  

ingeniería	   metabólica	   (como	   Escherichia	   coli	   y	   Saccharomyces	   cerevisiae),	   han	  

contribuido	  a	  la	  generación	  de	  fábricas	  celulares	  a	  partir	  de	  las	  mismas	  (Gaspar	  y	  col.,	  

2013).	  

POLIOLES	  	  

Los	  polioles,	  o	  azúcares	  alcoholes,	  son	  hidratos	  de	  carbono	  hidrogenados	  no	  cíclicos	  

en	   los	   que	   el	   grupo	   carbonilo	   (>C=O),	   aldehído	   o	   cetona,	   del	   azúcar	   precursor	   se	  

reduce	   al	   alcohol	   (>CH-‐OH)	   primario	   o	   secundario	   correspondiente	   (Cummings	   y	  

Stephen,	  2007)	  (Fig.	  4).	  La	  denominación	  "poliol"	  es	  una	  sinopsis	  de	  "polialcohol"	  o	  

"alcohol	  polihídrico",	  del	   inglés	  "polyhydric	  alcohol"	   (Livesey,	  2003).	  Algunas	  de	  sus	  

propiedades	  están	  relacionadas	  a	  su	  poder	  edulcorante	  bajo	  en	  calorías,	  de	  absorción	  

lenta	   y	   parcial	   en	   el	   intestino	   delgado.	   Estos	   compuestos	   también	   tienen	  muchos	  

beneficios	  funcionales	  y	  se	  aplican	  ampliamente	  en	  las	  industrias	  alimentaria,	  química	  

y	  farmacéutica	  (Akinterinwa	  y	  col.,	  2008;	  Patra	  y	  col.,	  2009;	  Monedero	  y	  col.,	  2010).	  	  

Figura	  4.	  Estructura	  química	  de	  los	  polioles	  más	  comunes	  utilizados	  en	  la	  industria.	  
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Debido	   a	   su	   dulzura	   comparable	   a	   la	   de	   la	   fructosa	   y	   sacarosa,	   los	   polioles	   son	  

sustitutos	   comunes	   del	   azúcar	   en	   los	   productos	   alimenticios.	   Además,	   se	   les	   han	  

atribuido	  ciertas	  propiedades	  promotoras	  de	  la	  salud	  como	  propiedades	  de	  bajo	  índice	  

glucémico,	   de	   baja	   insulinemia	   y	   anticariogénicas,	   entre	   otras	   (Livesey,	   2003;	   Van	  

Loveren,	  2004).	  Los	  polioles	  más	  utilizados	  en	  la	  industria	  alimenticia	  y	  farmacéutica	  

son	  manitol,	  sorbitol,	  xilitol	  y	  eritritol	  (Fig.	  4).	  

A	  continuación,	  se	  describe	  el	  poliol	  manitol	  ya	  que	  en	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  doctoral	  

se	  estudia	  su	  producción	  por	  BL	  heterofermentativas.	  

MANITOL	  	  

El	   manitol	   es	   un	   poliol	   de	   seis	   carbonos	   derivado	   de	   la	   D-‐fructosa.	   Se	   encuentra	  

distribuido	  ampliamente	  en	   la	  naturaleza	   y	  es	   el	   poliol	  más	  abundante	  en	  el	   reino	  

vegetal.	   Es	   el	   principal	   constituyente	   de	   los	   exudados	   secos	   de	   árboles	   y	   arbustos	  

(plátano,	  olivo,	  etc.).	  El	  exudado	  seco	  de	  la	  savia	  del	  maná	  (Fraxinus	  ornus),	  conocido	  

como	   azúcar	  maná,	   contiene	   hasta	   50	  %	   de	  manitol	   (Schwarz,	   1994).	   Se	   lo	   puede	  

encontrar	  también	  en	  frutas	  (i.e.,	  frutillas);	  en	  el	  grano	  de	  cacao;	  en	  el	  muérdago;	  en	  

vegetales	   comestibles	   (i.e.,	   calabazas,	   cebollas,	  perejil	   y	  apio);	  en	   los	   líquenes	  y	  en	  

diversas	  plantas	  de	   los	  géneros	  Euonymus,	  Hebe,	  y	  Digitalis.	  Además,	  el	  manitol	  es	  

producido	  por	  ciertas	  algas	  pardas	  (Laminaria);	  por	  algunos	  hongos	  comestibles	  como	  

champiñones	   frescos;	  hongos	   filamentosos	  de	   los	  géneros	  Aspergillus	  y	  Penicillium;	  

levaduras	   del	   género	   Candida;	   y	   bacterias	   (i.e.,	   Pseudomonas	   (Pseu.)	   putida	   y	  

principalmente	  por	  algunas	  BL	  heterofermentativas)	  (Kets	  y	  col.,	  1996;	  Lawson,	  1997;	  

Song	  y	  Vieille,	  2009;	  Monedero	  y	  col.,	  2010;	  Schiweck	  y	  col.,	  2012).	  

Propiedades	  generales	  y	  aplicaciones	  	  

Las	  propiedades	  del	  manitol	  son	  bastante	  similares	  a	  las	  de	  su	  estereoisómero	  sorbitol	  

(Fig.	  4).	  Sin	  embargo,	  la	  solubilidad	  del	  manitol	  en	  agua	  es	  significativamente	  menor	  a	  

la	  del	  sorbitol	  y	  a	  las	  de	  la	  mayoría	  de	  los	  otros	  polioles.	  El	  manitol	  es	  escasamente	  

soluble	  en	  disolventes	  orgánicos,	  como	  etanol	  y	  glicerol,	  y	  prácticamente	  insoluble	  en	  

éter,	   cetonas	   e	   hidrocarburos.	   Al	   solidificar,	   genera	   cristales	   en	   forma	   de	   agujas	  
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ortorrómbicas	  blancas	  y	  su	  temperatura	  de	  fusión	  es	  de	  165-‐168	  °C	  (Schwarz,	  1994).	  

El	  sabor	  dulce	  del	  manitol	  es	  50	  %	  menor	  que	  el	  de	  la	  sacarosa	  con	  un	  valor	  calórico	  

también	  reducido	  respecto	  a	  este	  azúcar	  (1,6	  frente	  a	  4,0	  calorías	  por	  gramo).	  Este	  

poliol	   genera	   un	   efecto	   refrescante	   deseable	   debido	   a	   su	   elevada	   entalpía	   de	  

disolución	   (120,9	   kJ/kg),	   no	   absorbe	   el	   agua	   como	   el	   azúcar	   (higroscopicidad	  muy	  

baja),	  es	  químicamente	  inerte,	  y	  posee	  las	  propiedades	  generales	  descriptas	  para	  los	  

polioles	  como	  bajo	  índice	  glucémico	  e	  insulínico	  y	  es	  anticariogénico	  (Lawson,	  1997;	  

Burger	  y	  col.,	  2000;	  Livesey,	  2003;	  Schiweck	  y	  col.,	  2012).	  Por	  estas	  propiedades,	  el	  

manitol	  es	  ampliamente	  utilizado	  en	  las	  industrias	  alimentaria,	  farmacéutica	  y	  médica.	  

El	  manitol	  es	  considerado	  un	  compuesto	  GRAS	  por	  la	  Administración	  de	  Fármacos	  y	  

Alimentos	   de	   Estados	   Unidos	   (FDA,	   del	   inglés	   Food	   and	   Drug	   Administration)	  

(Salminen	  y	  Hallikainen,	  2002)	  y	  como	  aditivo	  alimentario	  (E421)	  por	  la	  Unión	  Europea,	  

por	  lo	  que	  su	  uso	  en	  alimentos	  es	  considerado	  seguro	  (Vrancken	  y	  col.,	  2010).	  

En	  la	  industria	  alimentaria	  se	  utiliza	  principalmente	  como	  edulcorante,	  especialmente	  

en	  productos	  para	  pacientes	  diabéticos;	  para	  espolvorear	  la	  superficie	  de	  los	  chicles	  

en	   lámina	   llamados	   "sin	   azúcar"	   (Lawson,	   1997);	   y	   para	  mejorar	   la	   calidad	   de	   los	  

caramelos	  duros	  a	  base	  de	  sorbitol	  o	  maltitol.	  Gracias	  a	  su	  baja	  higroscopicidad,	  el	  

manitol	   se	   añade	  a	   los	  postres	   instantáneos	  en	  polvo	  para	   reducir	   la	   absorción	  de	  

humedad	  y	  aumentar	  la	  fluidez	  (Schiweck	  y	  col.,	  2012).	  

Respecto	  a	  los	  efectos	  benéficos	  para	  la	  salud,	  el	  manitol	  es	  parcialmente	  absorbido	  

en	  el	   intestino	  delgado	  y	  puede	   llegar	  hasta	  el	  colon	  y	  ser	  degradado	  por	  bacterias	  

produciendo	   ácidos	   grasos	   de	   cadena	   corta	   confiriendo	   efectos	   beneficiosos	   en	   la	  

salud	  del	  huésped.	  Por	  ello,	  la	  adición	  de	  manitol	  a	  los	  alimentos	  da	  lugar	  a	  productos	  

con	  valor	  nutricional	  adicional	  (alimentos	  funcionales)	  (Munster	  y	  Nagengast,	  1993;	  

Schiweck	  H,	  1994;	  Liong	  y	  Shah,	  2005).	  Sin	  embargo,	  su	  ingesta	  diaria	  no	  debe	  exceder	  

los	   20	   g	   por	   persona	   ya	   que	   posee	   un	   bajo	   umbral	   laxante	   pudiendo	   provocar	   la	  

producción	  de	  gas	  y	  diarrea.	  

En	  la	  industria	  farmacéutica	  el	  manitol	  se	  emplea	  en	  formulaciones	  de	  comprimidos,	  

tabletas	  masticables,	   polvos,	   granulados,	   etc.	   debido	   a	   su	   baja	   higroscopicidad,	   su	  

capacidad	   de	   enmascarar	   sabores	   indeseables,	   su	   baja	   reactividad	   química	   y	   sus	  
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excelentes	  propiedades	  mecánicas	  de	  compresión	   (Debord	  y	  col.,	  1987;	  Schiweck	  y	  

col.,	  2012).	  

En	  medicina,	  el	  manitol	  se	  utiliza	  como	  un	  poderoso	  diurético	  osmótico	  (Osmitrol)	  con	  

el	   fin	   de	   prevenir	   y	   tratar	   la	   insuficiencia	   renal	   aguda	   y	   para	   la	   eliminación	   de	  

sustancias	  tóxicas;	  en	  cirugías,	  ayuda	  a	  prevenir	  edemas	  cerebrales.	  El	  hexanitrato	  de	  

manitol	   es	   un	   vasodilatador	   bien	   conocido,	   utilizado	   en	   el	   tratamiento	   de	   la	  

hipertensión	  (Johnson,	  1976).	  El	  manitol	  elimina	  también	  radicales	  hidroxilos	  (Shen	  y	  

col.,	  1997).	  Al	  ser	  hipertónico	  este	  poliol	  puede	  mejorar	  el	  transporte	  de	  fármacos	  a	  

través	   de	   la	   barrera	   hemato-‐encefálica	   por	   lo	   que	   se	   usa	   para	   el	   tratamiento	   de	  

enfermedades	   cerebrales	   (Rapoport,	   2001;	  Miller,	   2002).	   La	   inhalación	  del	  manitol	  

mejora	   la	   hidratación	   y	   las	   propiedades	   superficiales	   del	   esputo	   en	   pacientes	   con	  

fibrosis	  quística	  (Daviskas	  y	  col.,	  2010;	  Saha	  y	  Racine,	  2011).	  

Mercado	  Mundial	  del	  Manitol	  

La	  demanda	  del	  mercado	  mundial	  de	  manitol	  fue	  de	  16.600	  toneladas	  en	  2015	  y	  se	  

espera	  que	  llegue	  a	  36.000	  tn	  en	  2024,	  incrementando	  a	  una	  tasa	  de	  crecimiento	  anual	  

compuesto	  (CAGR	  del	  inglés	  Compound	  Annual	  Growth	  Rate)	  de	  9	  %	  de	  2016	  a	  2024,	  

alcanzando	   los	   418,3	   millones	   de	   dólares	   (USD)	   según	   el	   informe	   de	  Grand	   View	  

Research,	  Inc.	  En	  la	  Fig.	  5	  se	  muestran	  los	  ingresos	  del	  mercado	  de	  manitol	  en	  Estados	  

Unidos	   desde	   el	   año	   2014	   proyectado	   hasta	   el	   año	   2024,	   dividido	   en	   las	   distintas	  

categorías	  de	  la	  utilización	  del	  mismo	  (Grand	  View	  Research).	  	  

El	  manitol	  utilizado	  como	  aditivo	  alimentario	  fue	  el	  segmento	  líder	  de	  aplicaciones	  en	  

2015,	   representando	  el	  37	  %	  del	  volumen	  total	  del	  mercado,	  debido	  a	   la	  creciente	  

concientización	   sobre	   la	   salud,	   siendo	   Asia	   el	   mercado	   regional	   más	   dominante	  

ocupando	   más	   del	   60	   %	   de	   la	   demanda	   mundial.	   Las	   principales	   empresas	   de	   la	  

industria	  que	  comercializan	  manitol	  son	  Roquette,	  Cargill,	  SPI	  Polyols	  Inc.,	  SPI	  Pharma,	  

Bright	  Moon	  Seaweed,	  Singsino	  Group	  Ltd.,	  Hebei	  Huaxu	  Pharmaceutical	  Co.	  Ltd,	  EMD	  

Millipore	  y	  Moga	  International	  Ltd.	  
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Figura	   5.	   Ingresos	   (en	  millones	   de	   dólares)	   del	  mercado	   de	  manitol	   en	   los	   Estados	   Unidos,	  
proyectado	  desde	  2014	  hasta	  2024.	  	  

	  

Se	  espera	  que	   la	  creciente	  demanda	  de	  productos	  de	  confitería	  y	  panadería,	  como	  

caramelos,	  gomas	  de	  mascar	  y	  pastillas,	  impulse	  el	  crecimiento	  del	  mercado.	  Además,	  

se	  presenta	  la	  expectativa	  de	  que	  el	  cambio	  en	  el	  estilo	  de	  vida	  junto	  con	  la	  prevalencia	  

de	   enfermedades	   relacionadas	   con	   el	   consumo	   de	   azúcar	   en	   China,	   Japón	   e	   India	  

beneficie	   al	   mercado.	   Se	   cree	   que	   el	   producto	   farmacéutico	   es	   el	   segmento	   de	  

aplicación	  que	  crecerá	  más	   rápidamente	  a	  un	  CAGR	  estimado	  del	  9,6	  %	  de	  2016	  a	  

2024.	  

La	   industria	   del	   manitol	   es	   favorecida	   por	   los	   reglamentos	   elaborados	   por	   los	  

gobiernos	  europeos	  y	  estadounidenses,	  y	  por	  los	  avances	  tecnológicos	  que	  permiten	  

la	  producción	  de	  materias	  primas	  más	  baratas.	  Las	  innovaciones	  para	  la	  producción	  de	  

manitol	   con	   BL	   se	   encuentran	   en	   desarrollo	   con	   lo	   que	   se	   espera	   aumentar	   el	  

rendimiento	  junto	  con	  la	  calidad	  de	  alta	  pureza.	  

Argentina	  es	  un	  país	  importador	  de	  este	  azúcar	  alcohol,	  siendo	  Brasil,	  Estados	  Unidos	  

y	   Francia	   los	   principales	   proveedores,	   según	   los	   datos	   del	   Instituto	   Nacional	   de	  

Estadística	  y	  Censos	  (INDEC).	  En	  la	  Fig.	  6	  se	  pueden	  observar	  el	  volumen	  en	  toneladas	  

de	  manitol	   importados	  por	  país	  proveedor	  y	  los	  montos	  totales	  de	  costos,	  seguro	  y	  
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flete	  (CIF	  del	  inglés	  Cost	  Insuranse	  and	  Freight)	  en	  millones	  USD	  entre	  los	  años	  2011	  

hasta	  el	  26	  de	  septiembre	  de	  2017.	  Se	  puede	  observar	  que	  existió	  un	  aumento	  en	  las	  

toneladas	  de	  manitol	   importadas	  entre	  2011	  y	  2013	  superando	   los	  5,5	  millones	  de	  

USD	   de	   CIF	   en	   el	   año	   2013,	   un	   descenso	   en	   2014,	   y	   un	   nuevo	   aumento	   en	   2015	  

superando	   incluso	   los	  montos	   y	   costos	   de	   los	   años	   anteriores.	   En	   el	   año	   2016,	   la	  

importación	  supera	  las	  1000	  toneladas	  y	  hasta	  septiembre	  de	  este	  año	  se	  importaron	  

más	   de	   500	   toneladas	   de	   manitol.	   Estos	   valores	   demuestran	   que	   existe	   una	   gran	  

vacancia	  de	  manitol	  en	  Argentina	  y	  su	  producción	  en	  nuestro	  país	  sería	  muy	  ventajosa.	  	  

	  

Figura	  6.	  Importación	  de	  manitol	  en	  Argentina;	  toneladas	  por	  país	  proveedor	  y	  monto	  total	  CIF	  
por	  año	  (millones	  de	  USD);	  2011-‐2017.	  Fuente:	  INDEC.	  
	  

Legislación	  Argentina	  sobre	  el	  uso	  del	  manitol	  en	  alimentos	  	  

El	   Código	   Alimentario	   Argentino	   (CAA)	   puesto	   en	   vigencia	   por	   la	   Ley	   Nº	   18.284	   y	  

reglamentado	  por	  el	  Decreto	  Nº	  2126/71	  (sitio	  web	  de	  la	  Administración	  Nacional	  de	  

Medicamentos,	   Alimentos	   y	   Tecnología	   Médica,	   ANMAT),	   en	   el	   "Capítulo	   XVII:	  

Alimentos	   de	   Régimen	   o	   Dietéticos"	   (actualización	   03/2013)	   establece	   que	   "[...]	  

pueden	  utilizarse	   los	   siguientes	  edulcorantes	  nutritivos:	  Sorbitol,	  Xilitol	  y	   Jarabe	  de	  
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Maltitol,	   quedando	   regulado	   su	   empleo	   por	   las	   buenas	   prácticas	   de	  manufactura.	  

Puede	  utilizarse	  manitol	  con	  las	  siguientes	  limitaciones:	  	  

•   golosinas	  y	  caramelos	  duros	  hasta	  5	  %	  (p/p)	   	  

•   chicles	  hasta	  40	  %	  (p/p)	   	  

•   golosinas	  blandas,	  caramelos	  en	  barra	  y	  chocolate	  hasta	  30	  %	  (p/p)	   	  

•   pastillas,	  confites	  y	  chocolates	  para	  horno	  hasta	  8	  %	  (p/p)	   	  

•   mermeladas	  y	  jaleas	  hasta	  15	  %	  (p/p)	   	  

•   todo	  otro	  alimento	  hasta	  2,5	  %	  (p/p)” 	  

Asimismo,	   el	   manitol	   forma	   parte	   de	   la	   Lista	   General	   Armonizada	   de	   Aditivos	  

Alimentarios	  y	  sus	  Clases	  Funcionales	  del	  CAA,	  bajo	  el	  código	  E421,	  donde	  se	  le	  asignan	  

las	   siguientes	   funciones:	   edulcorante,	   estabilizante,	   anti-‐humectante,	   anti-‐

aglutinante,	  agente	  de	  masa,	  emulsionante	  y	  espesante.	  	  

	  

PROCESOS	  DE	  PRODUCCIÓN	  DE	  MANITOL	  	  

Síntesis	  química	  	  

El	  manitol	  se	  produce	  industrialmente	  por	  hidrogenación	  a	  alta	  presión	  de	  mezclas	  de	  

fructosa/glucosa	   en	   solución	   acuosa	   a	   altas	   temperaturas	   (120-‐160	   °C)	   con	   níquel	  

Raney	  como	  catalizador	  y	  gas	  hidrógeno	  (Soetaert,	  1990).	  La	  α-‐fructosa	  se	  convierte	  

en	   manitol	   y	   la	   β-‐fructosa	   se	   convierte	   en	   sorbitol	   mientras	   que	   la	   glucosa	   se	  

hidrogena	  exclusivamente	  a	  sorbitol.	  Debido	  a	  la	  escasa	  selectividad	  del	  catalizador	  de	  

níquel,	  la	  hidrogenación	  de	  una	  mezcla	  de	  fructosa/glucosa	  50:50	  da	  como	  resultado	  

una	   mezcla	   aproximada	   de	   25:75	   de	   manitol	   y	   sorbitol,	   respectivamente.	   El	  

aislamiento	  de	  manitol	   se	  basa	  en	   las	  diferentes	   solubilidades	  que	  presenta	   con	  el	  

sorbitol	  (Schiweck	  y	  col.,	  2012).	  Las	  etapas	  de	  purificación	  generalmente	  comprenden	  

concentración,	   cristalización	   en	   frío,	   separación	   del	   cristal	   y	   secado	   lo	   que	   genera	  

costos	   de	   producción	   aún	   mayores	   y	   rendimientos	   disminuidos	   (Johnson,	   1976;	  

Soetaert	   y	   col.,	   1995).	   Incluso	   la	   hidrogenación	   de	   fructosa	   pura	   da	   lugar	   a	  

rendimientos	  de	  manitol	  de	  48-‐50	  %	  (Devos,	  1995).	  Este	  proceso	  presenta	  dos	  grandes	  
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desventajas:	   i)	   es	   económicamente	   costoso	   debido	   a	   las	   fuertes	   condiciones	   de	  

presión	  y	   temperatura	  utilizadas,	   así	   como	  a	   la	  necesidad	  de	  emplear	   sustratos	  de	  

partida	  extremadamente	  puros;	  ii)	  está	  asociado	  a	  un	  bajo	  rendimiento	  de	  manitol	  y	  

escasa	  pureza	  del	  producto	  final	  debido	  a	  la	  baja	  selectividad	  del	  catalizador	  utilizado.	  

Estas	  desventajas	  aumentan	  el	  costo	  global	  asociado	  al	  proceso.	  

Con	   el	   fin	   de	   obtener	   mayores	   rendimientos	   de	   producción	   de	   manitol	   se	   han	  

empleado	  varias	  estrategias,	  como	  utilizar	  la	  enzima	  glucosa	  isomerasa	  para	  convertir	  

la	   glucosa	   a	   fructosa	   (Makkee	   y	   col.,	   1985),	   y	   producir	   manitol	   a	   partir	   de	   la	  

hidrogenación	  de	  la	  manosa	  (Devos,	  1995)	  aunque	  para	  ello	  es	  necesario	  obtener	  la	  

manosa	  por	  epimerización	  química	  de	  la	  glucosa	  aumentando	  el	  costo	  total	  al	  utilizar	  

procesos	  de	  múltiples	  etapas.	  	  

Producción	  enzimática	  	  

La	  producción	  de	  manitol	  puede	  realizarse	  utilizando	  enzimas,	  considerando	  que	   la	  

reducción	   de	   D-‐fructosa	   a	   D-‐manitol	   requiere	   de	   la	   enzima	  MDH	   dependiente	   de	  

NAD(P)H	  (MDH,	  EC	  1.1.1.67)	  (Fig.	  7).	  Esta	  enzima	  ha	  sido	  purificada	  a	  partir	  de	  varios	  

microorganismos	   tales	   como	   Lactobacillus	   brevis	   (Martinez	   y	   col.,	   1963;	   Liu	   y	   col.,	  

2005),	   Leuconostoc	  mesenteroides	  y	   Leu.	   pseudomesenteroides	   (Sakai	   y	   Yamanaka,	  

1968;	  Aarnikunnas	  y	  col.,	  2002;	  Hahn	  y	  col.,	  2003),	  la	  levadura	  Torulaspora	  delbrueckii	  

(Nidetzky	   y	   col.,	   1996),	   otras	   bacterias	   como	  Rhodobacter	   sphaeroides	   (Schneider,	  

1989)	   y	  Pseu.	   fluorescens	   (Brünker	   y	   col.,	   1997),	   y	   a	  partir	   del	   alga	   roja	  Caloglossa	  

leprieurii	   (Karsten	  y	  col.,	  1997).	  También	  se	  aisló	  y	  purificó	   la	  MDH	  dependiente	  de	  

NADPH	  (EC	  1.1.1.138)	  a	  partir	  de	  hongos	  filamentosos	  como	  Aspergillus	  parasiticus	  

(Niehaus	  y	  Dilts,	  1982)	  y	  bacterias	  como	  Zymomonas	  mobilis	  (Viikari	  y	  Korhola,	  1986)	  

y	  Gluconobacter	  suboxydans	  (Adachi	  y	  col.,	  1999).	  Más	  recientemente,	  se	  aisló	  esta	  

enzima	  a	  partir	  de	  diversas	  BL,	  entre	  ellas	  L.	  sanfranciscensis	  (Korakli	  y	  Vogel,	  2003),	  

L.	  intermedius	  (Saha,	  2004)	  y	  L.	  reuteri	  (Sasaki	  y	  col.,	  2005).	  

El	  principal	  factor	  limitante	  de	  la	  producción	  enzimática	  de	  manitol	  es	  la	  dependencia	  

de	  la	  enzima	  MDH	  del	  cofactor	  NADH	  o	  NADPH,	  que	  es	  altamente	  costoso,	  haciendo	  

que	  este	  proceso	  sea	  económicamente	  inviable.	  
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Figura	  7.	  Reacción	  de	  conversión	  de	  la	  fructosa	  a	  manitol	  por	  la	  enzima	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  
(MDH).	  

	  

Para	  contrarrestar	  este	  problema	  se	  llevan	  a	  cabo	  distintas	  estrategias	  para	  regenerar	  

el	  cofactor.	  Una	  de	  ellas,	  descripta	  en	  la	  Fig.	  8,	  es	  generar	  la	  conversión	  simultánea	  de	  

fructosa	   y	   formiato	  usando	  MDH	  y	   formiato	  deshidrogenasa	  de	  una	   cepa	  de	  Pseu.	  

fluorescens	  recombinante	  (Wichmann	  y	  col.,	  1981;	  Slatner	  y	  col.,	  1998).	  

Figura	  8.	  Regeneración	  del	  cofactor	  NAD(P)H	  usando	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  (MDH)	  y	  formiato	  
deshidrogenasa	  (FDH).	  

 

También	   se	  puede	   regenerar	  el	   cofactor	  utilizando	  una	  mezcla	  de	  glucosa/fructosa	  

que	   se	   convierte	   en	   gluconato	   y	   manitol	   con	   las	   enzimas	   glucosa	   deshidrogenasa	  

(GDH)	  y	  MDH	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Fig.	  9	  (Howaldt	  y	  col.,	  1988).	  La	  GDH	  dependiente	  

de	  NAD(P)+	  convierte	  la	  glucosa	  en	  ácido	  glucónico	  y	  genera	  NAD(P)H	  mientras	  que	  la	  

MDH	  utiliza	  NAD(P)H	  para	  reducir	  la	  fructosa	  a	  manitol	  y	  de	  esta	  forma	  se	  regenera	  

NAD(P)+.	   El	   ácido	   glucónico	   tiene	   múltiples	   aplicaciones	   en	   la	   industria	   química,	  

farmacéutica,	  textil,	  de	  alimentos	  y	  bebidas.	  También	  se	  utiliza	  en	  la	  industria	  de	  la	  

construcción	   como	   un	   aditivo	   para	   aumentar	   la	   resistencia	   y	   la	   estabilidad	   del	  

cemento	  (Kulbe	  y	  col.,	  1987).	  	  
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Figura	  9.	  Regeneración	  del	  cofactor	  NAD(P)H	  usando	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  (MDH)	  y	  glucosa	  
deshidrogenasa	  (GDH).	  

	  

Estas	  y	  otras	  estrategias	  se	  han	  utilizado	  para	  mejorar	  el	  rendimiento	  y	  bajar	  los	  costos	  

de	  la	  producción	  enzimática	  de	  manitol.	  Sin	  embargo,	  aún	  quedan	  por	  resolver	  varios	  

inconvenientes	  relacionados	  a	  estos	  procesos	  de	  hidrogenación	  enzimática,	  como	  la	  

retención	  del	  cofactor	  en	  el	  reactor	  y	  la	  fuerte	  inhibición	  de	  la	  enzima	  por	  formación	  

del	  producto	  (Soetaert	  W,	  1999).	  	  

Producción	  microbiana	  	  

Como	  una	  alternativa	   interesante	  a	   la	  producción	  química	  y	  enzimática,	  el	  manitol	  

puede	  ser	  sintetizado	  biotecnológicamente	  por	  fermentación	  microbiana.	  Se	  sabe	  que	  

las	   levaduras,	   algunos	   hongos	   y	   algunas	   BL	   son	   capaces	   de	   producir	   manitol	  

naturalmente	  (Song	  y	  Vieille,	  2009;	  Saha	  y	  Racine,	  2011).	  

Dentro	  de	  las	  BL,	  las	  homofermentativas	  y	  bajo	  ciertas	  condiciones	  de	  cultivo,	  pueden	  

convertir	  la	  glucosa	  o	  fructosa	  en	  manitol	  utilizando	  varias	  enzimas,	  en	  cambio	  las	  BL	  

heterofermentativas	  pueden	  convertir	   la	  fructosa	  a	  manitol	  en	  una	  sola	  reacción	  al	  

utilizar	   la	   fructosa	  presente	  como	  aceptor	  de	  electrones	  externos	   (Wisselink	  y	  col.,	  

2002;	  Monedero	  y	  col.,	  2010).	  

La	  ventaja	  de	  utilizar	  microorganismos	  para	  la	  producción	  de	  manitol	  reside	  en	  que	  

pueden	  producir	  cofactores	  como	  resultado	  del	  catabolismo	  de	  los	  carbohidratos;	  es	  

decir,	   tienen	   incorporada	   la	  maquinaria	  necesaria	  para	  el	  suministro	  de	  cofactores,	  

por	   lo	   que	   no	   es	   necesario	   añadirlos	   al	   medio	   de	   reacción.	   Además,	   se	   han	  
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desarrollado	   estrategias	   de	   ingeniería	   metabólica	   para	   mejorar	   la	   producción	   de	  

manitol	  por	  estos	  microorganismos	  (Akinterinwa	  y	  col.,	  2008;	  Monedero	  y	  col.,	  2010;	  

Ortiz	  y	  col.,	  2013).	  

PRODUCCIÓN	  DE	  MANITOL	  POR	  BACTERIAS	  LÁCTICAS	  	  

Producción	  biotecnológica	  de	  manitol	  por	  BL	  heterofermentativas	  	  

En	  la	  actualidad	  diversas	  BL	  se	  utilizan	  como	  "fábricas	  celulares"	  para	  la	  producción	  de	  

ciertos	   metabolitos	   para	   ser	   utilizados	   como	   compuestos	   purificados	   o	   para	   ser	  

producidos	  in	  situ	  en	  alimentos	  fermentados.	  El	  uso	  de	  BL	  como	  fábricas	  celulares	  se	  

debe	  principalmente	  a	  que:	  i)	  son	  microorganismos	  de	  grado	  alimentario,	  ii)	  ejercen	  

efectos	  beneficiosos	  en	  el	  tracto	  gastrointestinal,	  iii)	  sus	  metabolitos	  pueden	  aplicarse	  

directamente	   en	   los	   productos	   alimenticios,	   iv)	   existe	   una	   gran	   disponibilidad	   de	  

herramientas	  genéticas	  para	  el	  mejoramiento	  de	  cepas,	  y	  v)	  la	  posibilidad	  de	  utilizar	  

sustratos	  económicos	  para	  su	  crecimiento	  (Wisselink	  y	  col.,	  2002;	  Fontes	  y	  col.,	  2009;	  

Monedero	  y	  col.,	  2010;	  Carvalheiro	  y	  col.,	  2011;	  Ortiz	  y	  col.,	  2012;	  Ortiz	  y	  col.,	  2013;	  

Ortiz,	   2014).	   Además,	   como	   las	   BL	   se	   utilizan	   en	   procesos	   de	   fermentación	   de	  

alimentos,	  la	  posibilidad	  de	  producir	  polioles	  in	  situ	  puede	  ser	  útil	  en	  el	  desarrollo	  de	  

nuevos	  alimentos	  funcionales	  (Monedero	  y	  col.,	  2010).	  	  

Las	  BL	  homofermentativas	  carecen	  de	  la	  enzima	  MDH	  y	  utilizan	  la	  vía	  glicolítica	  para	  

la	   fermentación	  de	   azúcares	   (Fig.	   1)	   por	   lo	   que	   son	   incapaces	   de	   producir	  manitol	  

naturalmente	  (Song	  y	  Vieille,	  2009).	  La	  producción	  de	  manitol	  por	  estas	  especies	  de	  

BL	   se	   ha	   logrado	   a	   través	   de	   diferentes	   estrategias	   de	   ingeniería	   metabólica	  

(Akinterinwa	  y	  col.,	  2008;	  Song	  y	  Vieille,	  2009;	  Monedero	  y	  col.,	  2010;	  Mozzi	  y	  col.,	  

2013;	  Mazzoli	  y	  col.,	  2014)	  	  

Ciertas	   BL	   heterofermentativas	   pertenecientes	   a	   los	   géneros	   Leuconostoc,	  

Oenococcus,	   Fructobacillus	   y	   Lactobacillus	   son	   eficientes	   productoras	   de	   manitol	  

cuando	   se	   dispone	   de	   D-‐fructosa	   en	   el	   medio.	   La	   producción	   de	   manitol	   por	   un	  

proceso	   fermentativo	  tiene	  varias	  ventajas	  en	  comparación	  con	   la	  síntesis	  química,	  

como	  la	  conversión	  completa	  de	  D-‐fructosa	  en	  D-‐manitol	  sin	  co-‐formación	  de	  sorbitol,	  
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condiciones	   de	   producción	   suaves	   y	   ningún	   requisito	   de	   sustratos	   altamente	  

purificados	  (Soetaert	  y	  col.,	  1995;	  von	  Weymarn	  y	  col.,	  2002).	  

Algunas	  BL	  heterofermentativas	  son	  microorganismos	  ideales	  para	  la	  producción	  de	  

manitol	  ya	  que	  muestran	  un	  metabolismo	  fermentativo	  asociado	  con	  una	  importante	  

modulación	  redox	  y	  una	  limitada	  capacidad	  biosintética.	  La	  producción	  de	  manitol	  por	  

BL	  heterofermentativas	  se	  basa	  en	  su	  capacidad	  para	  usar	  D-‐fructosa	  como	  aceptor	  

de	  electrones	  alternativo	  y	  convertirlo	  exclusivamente	  en	  D-‐manitol	  en	  una	  reacción	  

enzimática	   de	   una	   etapa	   catalizada	   por	   la	   enzima	   MDH	   (Fig.	   2).	   Además	   de	   la	  

producción	   de	   lactato	   y	   etanol,	   se	   pueden	   regenerar	   equivalentes	   reductores	   de	  

NAD(P)H	   procedentes	   del	   metabolismo	   del	   azúcar	   durante	   esta	   conversión	  

(Monedero	  y	  col.,	  2010)	  proporcionando	  una	  ventaja	  para	  el	  crecimiento	  microbiano.	  

Parte	  del	  acetil-‐fosfato	  formado	  puede	  canalizarse	  hacia	  la	  producción	  de	  acetato,	  vía	  

acetato-‐quinasa,	   en	   lugar	   de	   etanol,	   con	   la	   ganancia	   extra	   de	   ATP	   y	   un	   mayor	  

crecimiento	   celular.	  Algunos	  microorganismos	   sintetizan	   también	  manitol	   como	  un	  

metabolito	  protector	   ante	  diversas	   situaciones	  de	  estrés	  osmótico	   y/u	  oxidativo,	  o	  

para	  ser	  acumulado	  como	  fuente	  de	  carbono	  y	  energía	  (Wisselink	  y	  col.,	  2002;	  Song	  y	  

Vieille,	  2009).	  	  

Manitol	  2-‐deshidrogenasa	  	  

La	  enzima	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  o	  MDH	  (EC	  1.1.1.67)	  pertenece	  a	  las	  enzimas	  de	  

la	  clase	  oxidoreductasas	  que	  actúan	  con	  el	  grupo	  CH-‐OH	  como	  molécula	  donante.	  La	  

MDH	  cataliza	  la	  oxidación	  de	  manitol	  o	  reducción	  de	  fructosa	  por	  sustracción	  o	  adición	  

de	  dos	  átomos	  de	  hidrógeno	  (deshidrogenación)	  empleando	  NAD(P)/NAD(P)H	  como	  

coenzima	   aceptora	   o	   donadora	   de	   electrones	   y	   protones.	   Las	   oxidoreductasas	   son	  

miembros	  de	  la	  superfamilia	  de	  Reductasas/deshidrogenasas	  de	  cadena	  media	  (MDR=	  

Medium-‐chain	   alcohol/polyol	   Dehydrogenase/Reductase)	   y	   familia	   de	   las	  

deshidrogenasas	   dependientes	   de	   zinc.	   Esta	   familia	   incluye	   a	   las	   polioles	  

deshidrogenasas,	  alcoholes	  deshidrogenasas,	  treonina	  deshidrogenasas,	  entre	  otras,	  

provenientes	  de	  bacterias,	  hongos,	  plantas	  y	  mamíferos	  (Hahn	  y	  col.,	  2003).	  	  
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La	   primera	  MDH	  descripta	   en	   BL	   (Martinez	   y	   col.,	   1963)	   fue	   en	   L.	   brevis;	   luego	   se	  

describieron	   en	   Leu.	   mesenteroides,	   Leu.	   pseudomesenteroides,	   L.	   reuteri,	   L.	  

intermedius	  y	  L.	  sanfranciscensis	  (Aarnikunnas	  y	  col.,	  2002;	  Hahn	  y	  col.,	  2003;	  Korakli	  

y	  Vogel,	  2003;	  Saha,	  2004;	  Sasaki	  y	  col.,	  2005).	  La	  secuencia	  aminoacídica	  de	  MDH	  en	  

BL	  solo	  fue	  descripta	  en	  cepas	  de	  Leu.	  mesenteroides,	  Leu.	  pseudomesenteroides,	  L.	  

reuteri	  y	  L.	  brevis	  (Aarnikunnas	  y	  col.,	  2002;	  Hahn	  y	  col.,	  2003;	  Liu	  y	  col.,	  2005;	  Sasaki	  

y	  col.,	  2005).	  

Ingeniería	  metabólica	  de	  BL	  para	  la	  producción	  de	  manitol	  	  

En	  la	  última	  década,	  se	  implementaron	  distintas	  estrategias	  de	  ingeniería	  metabólica	  

para	  mejorar	  la	  producción	  de	  manitol	  tanto	  por	  BL	  homo-‐	  como	  heterofermentativas	  

(Tabla	  1).	  Como	  es	  más	  común	  que	  las	  BL	  homofermentativas	  consuman	  manitol	  a	  que	  

lo	   produzcan,	   se	   realizaron	   distintas	   modificaciones	   genéticas	   para	   aumentar	   su	  

producción.	  En	  estos	  microorganismos,	  el	  manitol	  se	  produce	  a	  partir	  de	  fructosa	  6-‐P	  

que	   se	   convierte	   en	   manitol	   1-‐P	   (Mtl1P)	   en	   una	   reacción	   dependiente	   de	   NADH	  

catalizada	   por	  manitol	   1-‐P	   deshidrogenasa	   (M1-‐PDH);	  Mtl1P	   se	   defosforila	   luego	   a	  

manitol	  por	  acción	  de	   la	  enzima	  manitol	  1-‐fosfatasa	   (Fig.	  1).	  Una	  de	   las	  estrategias	  

utilizadas	   fue	   generar	   cepas	   de	   Lac.	   lactis	   deficientes	   en	   actividad	   lactato	  

deshidrogenasa	   (LDH),	   generando	  mutantes	   simples	   o	   dobles	   (Neves	   y	   col.,	   2000;	  

Gaspar	  y	  col.,	  2011).	  Además,	  para	  evitar	  el	  consumo	  del	  manitol	  producido	  por	  la	  BL,	  

Gaspar	  y	  col.	   (2004)	  eliminó	   los	  genes	  responsables	  del	   ingreso	  del	  manitol	   (mtlF	  o	  

mtlA)	  en	  una	  cepa	  de	  Lac.	  lactis	  deficiente	  en	  LDH.	  

Otra	  estrategia	  utilizada	  fue	  clonar	  los	  genes	  manitol	  1-‐P	  deshidrogenasa	  (mtlD)	  y	  el	  

gen	  heterólogo	  del	  parásito	  Eimeria	   tenella	   bajo	  un	  promotor	   fuerte	   inducible	   con	  

nisina	   y	   expresarlo	   en	   Lac.	   lactis.	   Esta	   estrategia	   aumentó	   el	   rendimiento	   de	  

producción	  de	  manitol	  3-‐4	  veces	  con	  respecto	  a	  la	  cepa	  salvaje.	  
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Por	  otro	   lado,	  Wisselink	   y	   col.	   (2004)	   sobre-‐expresaron	  el	   gen	  que	   codifica	  para	   la	  

manitol	  1-‐P	  deshidrogenasa	  (mtlD)	  de	  L.	  plantarum	  en	  tres	  cepas	  de	  Lac.	  lactis:	  la	  cepa	  

parental	   NZ9000	   (tipo	   salvaje),	   una	   cepa	   deficiente	   en	   LDH	   (NZ9010)	   y	   la	   cepa	  

HWA217,	  con	  actividad	  reducida	  de	   fosfofructoquinasa	   (PFK).	  La	  cepa	  NZ9000	   (con	  

mtlD	   sobre-‐expresada)	   fue	   incapaz	   de	   producir	   manitol	   mientras	   que	   se	   observó	  

manitol	  en	  el	  sobrenadante	  de	  las	  otras	  dos	  cepas,	  siendo	  mayor	  en	  la	  cepa	  deficiente	  

en	   LDH	   (0,011	   mmol/mmol	   de	   glucosa consumida).	   Finalmente,	   Liu	   y	   col.	   (2005)	  

expresaron	  el	  gen	  mdh	  de	  L.	  brevis	  en	  una	  cepa	  de	  L.	  plantarum	  deficiente	  en	  LDH	  y	  

logró	  producir	  manitol	  con	  esta	  cepa.	  

A	  pesar	  de	  haberse	  mejorado	  la	  producción	  de	  manitol	  por	  BL	  homofermentativas	  a	  

través	  de	  la	  ingeniería	  metabólica,	  los	  valores	  siguen	  siendo	  notablemente	  más	  bajos	  

que	   los	   obtenidos	   con	   cepas	   de	   BL	   heterofermentativas.	   Algunas	   modificaciones	  

realizadas	  en	  BL	  heterofermentativas	  fueron	  la	  interrupción	  de	  los	  genes	  D-‐	  y	  L-‐lactato	  

deshidrogenasa	  en	  L.	  fermentum	  que	  llevó	  a	  la	  formación	  de	  manitol	  y	  piruvato	  en	  vez	  

de	  lactato	  (Aarnikunnas	  y	  col.,	  2003).	  Con	  el	  fin	  de	  conseguir	  una	  cepa	  que	  convirtiera	  

100	  %	  de	  fructosa	  en	  manitol,	  Helanto	  y	  col.	  (2005)	  obtuvieron	  una	  mutante	  aleatoria	  

de	   Leu.	   pseudomesenteroides	   con	   actividad	   fructoquinasa	   reducida	   (conversión	   de	  

fructosa	  en	  fructosa	  6-‐P	  en	  la	  vía	  fosfocetolasa)	  en	  la	  que	  la	  conversión	  de	  fructosa	  a	  

manitol	  se	  mejoró	  de	  74	  a	  86	  mol	  %.	  	  

A	   pesar	   del	   potencial	   uso	   de	   BL	   heterofermentativas	   como	   una	   alternativa	  

prometedora	   a	   la	   actual	   producción	   industrial	   de	  manitol,	   se	   necesita	   aún	   realizar	  

estudios	   de	   ingeniería	   metabólica	   adicionales	   para	   optimizar	   los	   mecanismos	   de	  

biosíntesis	  y	  mejorar	  su	  producción.	  

Previamente	   en	   nuestro	   grupo	   de	   trabajo,	   Rodríguez	   y	   col.	   (2012)	   estudiaron	   la	  

producción	  de	  manitol	  por	   las	  cepas	  L.	   reuteri	  CRL	  1101	  y	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  que	  

habían	  sido	  previamente	  seleccionadas	  por	  su	  elevada	  producción	  de	  manitol	  luego	  

de	   un	   muestreo	   de	   65	   cepas	   de	   BL	   heterofermentativas	   realizado	   en	   nuestro	  

laboratorio.	  Ortiz	  (2014)	  en	  su	  trabajo	  de	  Tesis	  realizó	  la	  optimización	  de	  la	  producción	  

de	  manitol	  por	  la	  cepa	  CRL	  1101	  en	  un	  medio	  minimizado	  conteniendo	  melaza	  como	  

fuente	  de	  carbono.	  Ruiz	  Rodriguez	  y	  col.	  (2017)	  evaluaron	  la	  producción	  de	  manitol	  de	  
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Fructobacillus	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  seleccionada	  en	  nuestro	  laboratorio	  por	  su	  elevada	  

producción	  de	  manitol,	  utilizando	  el	  diseño	  central	  compuesto	  en	  un	  medio	  FYP	  con	  

distintas	  concentraciones	  de	  azúcares.	  	  

Destacando	   la	   producción	   de	   manitol	   por	   parte	   de	   estas	   tres	   cepas	   de	   BL	  

heterofermentativas	  y	  en	  base	  a	  la	  expuesto	  anteriormente,	  en	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  

se	   realizaron	  estudios	  genéticos,	  microbiológicos	  y	  bioquímicos	  de	   la	  biosíntesis	  de	  

manitol	   empleando	   estas	   tres	   cepas	   seleccionadas	   en	   nuestro	   laboratorio	   como	  

buenas	  productoras	  de	  manitol:	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  

CRL	  2034.	  	  

	  

Los	  objetivos	  de	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  fueron:	  	  
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OBJETIVO	  GENERAL	  

Realizar	  estudios	  genéticos,	  microbiológicos	  y	  bioquímicos	  de	  la	  biosíntesis	  de	  manitol	  

en	  bacterias	  lácticas	  heterofermentativas	  para	  su	  producción	  como	  nutracéutico.	  

	  

Objetivos	  específicos	  

1.   Identificar	  y	  estudiar	  los	  genes	  implicados	  en	  la	  producción	  de	  manitol	  en	  BL	  

heterofermentativas	  y	  determinar	  su	  organización	  genética.	  Realizar	  estudios	  

in	  silico	  y	  de	  modificación	  génica.	  

i.   Caracterizar	   los	   genes	   manitol	   deshidrogenasa	   (mdh)	   en	   cepas	   de	   BL	  

seleccionadas.	  

ii.   Estudiar	  el	  contexto	  genómico	  de	  los	  genes	  mdh	  identificados.	  

iii.   Realizar	   estudios	   in	   silico	   y	   filogenéticos	   de	   las	   proteínas	   manitol	  

deshidrogenasa	  (MDH)	  de	  las	  cepas	  en	  estudio.	  	  

iv.   Modificar	   genéticamente	   las	   cepas	   usando	   como	   blanco	   genes	  

relacionados	  a	  la	  biosíntesis	  de	  manitol	  y	  al	  balance	  redox.	  

	  

2.   Evaluar	   el	   comportamiento	   microbiológico	   y	   enzimático	   relacionado	   con	   la	  

producción	  de	  manitol	  por	  las	  cepas	  diseñadas.	  	  

i.   Realizar	  estudios	  cinéticos	  del	  crecimiento	  y	  productos	  de	  fermentación	  de	  

las	   cepas	  parental	   y	  mutantes	  obtenidas	  bajo	  diferentes	   condiciones	  de	  

cultivo.	  	  

ii.   Evaluar	   la	   actividad	   de	   las	   enzimas	   manitol-‐	   y	   lactato-‐deshidrogenasa	  

(MDH	  y	  LDH)	  de	  las	  cepas	  en	  estudio.	  
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Cepas	  en	  estudio	  

Origen	  de	  las	  bacterias	  usadas	  en	  esta	  Tesis	  

En	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  Doctoral	  se	  utilizaron	  las	  cepas	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  

CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  pertenecientes	  a	  la	  Colección	  de	  Cultivo	  del	  Centro	  

de	   Referencia	   para	   Lactobacilos	   (CERELA),	   San	  Miguel	   de	   Tucumán,	   Argentina.	   Las	  

cepas	  CRL	  1101	  y	  CRL	  573	  se	  seleccionaron	  por	  su	  excelente	  producción	  de	  manitol	  a	  

partir	   de	   un	   muestreo	   realizado	   en	   nuestro	   laboratorio	   con	   65	   cepas	   de	   BL	  

heterofermentativas.	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  seleccionó	  por	  su	  elevada	  producción	  

de	  manitol	  luego	  de	  un	  muestreo	  de	  BL	  aisladas	  de	  diferentes	  frutas	  tropicales.	  	  

Por	  su	  lado,	  la	  cepa	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  fue	  aislada	  de	  intestino	  humano;	  L.	  mucosae	  

CRL	  573	  de	  muestras	  de	  heces	  de	  niños	  de	  Tucumán,	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  de	  higo.	  

La	  cepa	  CRL	  573	  se	  identificó	  originalmente	  como	  L.	  fermentum	  y	  se	  reclasificó	  como	  

L.	  mucosae	  luego	  de	  la	  secuenciación	  de	  su	  gen	  16S	  rRNA	  (número	  de	  acceso	  GenBank	  

LX03_06360).	   Los	   genomas	   de	   las	   cepas	   CRL	   573	   y	   CRL	   2034	   (número	   de	   acceso	  

GenBank	  de	  su	  secuencia	  16S	  rDNA:	  KY859794)	  se	  secuenciaron	  en	  los	  años	  2013	  y	  

2015,	  respectivamente,	  aunque	  el	  análisis	  de	  los	  mismos	  no	  forma	  parte	  del	  presente	  

estudio.	   Se	   utilizó	   además	   la	   cepa	   Escherichia	   coli	   DH10B	   [F-‐mcrA	   Δ(mrr-‐hsdRMS-‐

mcrBC)	   Φ80dlacZΔM15	   ΔlacX74	   endA1	   recA1	   deoR	   Δ(ara,leu)	   7697	   araD139	  

galU	   galK	   	   nupG	   rpsL	   λ-‐]	   (Durfee	   y	   col.,	   2008;	   LPSN,	   2017)	   para	   la	   construcción	   y	  

amplificación	  de	  los	  distintos	  plásmidos	  recombinantes.	  	  

Conservación	  de	  células	  

Bacterias	  lácticas	  

Para	   preparar	   un	   stock	   de	   las	   cepas	   de	   BL	   que	   se	   estudiaron	   en	   esta	   Tesis,	   se	  

inocularon	   50	  mL	   del	  medio	   correspondiente	   con	   0,5	  mL	   de	   células	   de	   un	   cultivo	  

overnight	  y	  se	  incubaron	  aproximadamente	  16	  h	  hasta	  fase	  estacionaria.	  El	  cultivo	  se	  

centrifugó	  a	  10.000	  xg,	  5	  min	  a	  4	  °C,	  se	  eliminó	  el	  sobrenadante	  y	  se	  resuspendieron	  

las	   células	   en	   20	  mL	   de	  medio	   crioprotector	   [Leche	   -‐Extracto	   de	   Levadura	   (LEL)	   +	  

glicerol	  10	  %,	  v/v]	  en	  viales	  estériles	  (1	  mL)	  que	  se	  conservaron	  a	  -‐20	  o	  -‐80	  °C	  hasta	  
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su  uso.	  	  

Escherichia	  coli	  	  

Se	  centrifugaron	  3	  mL	  de	  un	  cultivo	  overnight	  usando	  tubos	  Eppendorf	  o	  crioviales	  

estériles	   de	   1,5	   mL	   durante	   3	   min	   a	   800	   xg.	   Se	   eliminó	   el	   sobrenadante	   y	   se	  

resuspendieron	   las	  células	  en	  1,5	  mL	  de	  caldo	  LB	  con	  glicerol	   (15	  %,	  v/v)	  estéril.	  Se	  

homogeneizó	  bien	  y	  se	  guardó	  en	  freezer	  a	  -‐20	  o	  -‐70	  °C,	  hasta	  su	  uso.	  	  

Medios	  de	  Cultivo	  

Man,	  Rogosa	  y	  Sharpe	  –	  MRS	  	  

Se	  utilizó	  este	  medio	  para	  la	  activación	  y	  propagación	  de	  las	  cepas	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  

y	  L.	  mucosae	  CRL	  573:	  

Glucosa:	  20	  g/L 	  
Peptona	  de	  carne:	  10	  g/L	  
Extracto	  de	  carne:	  10	  g/L	  
K2HPO4:	  2	  g/L	  
Acetato	  de	  sodio:	  5	  g/L	  
Citrato	  triamónico:	  2	  g/L	  
MgSO4.7H2O:	  0,2	  g/L	  
MnSO4.4H2O:	  0,05	  g/L	  
Tween	  80:	  1	  g/L	  

MRS-‐Fru	  	  

Para	  la	  activación	  y	  propagación	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  le	  adiciona	  al	  medio	  

MRS	  20	  g/L	  de	  Fructosa	  además	  de	  la	  glucosa	  que	  posee.	  

Luria	  Bertani	  -‐	  LB	  	  

Para	  propagación	  de	  E.	  coli	  DH10B	  

Triptona:	  10	  g/L	  
NaCl:	  10	  g/L	  	  
Extracto	  de	  levadura:	  5	  g/L	  

Medio	  Protector	  LEL-‐Glicerol	  	  
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Leche:	  10	  g/L	  
Glucosa:	  1	  g/L	  
Extracto	  de	  Levadura:	  0,5	  g/L	  
Glicerol:	  10	  %	  (v/v)	  

Medio	  FYP	  	  

Para	  la	  producción	  de	  manitol	  por	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  

Fructosa:	  40	  g/L	  
Glucosa:	  20	  g/L	  
Extracto	  de	  levadura:	  10	  g/L	  
Peptona	  de	  carne:	  5	  g/L	  
Acetato	  de	  sodio:	  2	  g/L	  
MgSO4.7H2O:	  0,2	  g/L	  
MnSO4.4H2O:	  0,01	  g/L	  
FeSO4:	  0,01	  g/L	  
NaCl:	  0,01	  g/L	  
Tween	  80:	  0,5	  g/L	  

	  

Medios	   agarizados: se agregó agarosa	   al	   1,2	   %	   (p/v)	   a	   los	   medios	   líquidos	   arriba	  

mencionados. 	  

Todos	  los	  medios	  se	  esterilizaron	  a	  121	  °C,	  1	  atmósfera,	  durante	  20	  min.	  El	  medio	  LEL-‐	  

glicerol	  se	  esterilizó	  a	  115	  °C	  (0,6-‐0,7	  atm	  de	  P)	  durante	  20	  min.	  	  

Cuando	   fue	   necesario,	   se	   utilizaron	   antibióticos	   en	   las	   siguientes	   concentraciones:	  

para	  E.	  coli:	  amplicilina	  100	  µg/mL	  o	  eritromicina	  250	  µg/mL.	  Para	  L.	  reuteri	  CRL	  1101:	  

eritromicina	  5	  µg/mL,	  rifampicina	  25	  µg/mL,	  tetraciclina	  10	  µg/mL,	  o	  cloranfenicol	  5	  

µg/mL.	  Para	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034:	  eritromicina	  5	  µg/mL.	  

Condiciones	  de	  cultivo	  

Las	  cepas	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  se	  activaron	  en	  caldo	  MRS	  a	  37	  

°C;	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  activó	  en	  MRS-‐Fru	  a	  30	  °C;	  luego	  se	  realizaron	  dos	  pases	  

sucesivos	  y	  se	  incubaron	  a	  la	  misma	  temperatura	  de	  activación	  (sin	  agitación)	  durante	  

16-‐18	  h.	  El	  medio	  utilizado	  en	  los	  pases	  sucesivos	  dependió	  del	  ensayo	  a	  realizar.	  
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Las	  cepas	  de	  E.	  coli	  se	  activaron	  en	  medio	  LB	  (con	  antibiótico	  cuando	  fue	  necesario)	  a	  

37	   °C	   con	   agitación	   a	   180	   r.p.m.	   Luego,	   se	   realizaron	   dos	   pases	   sucesivos	   y	   se	  

incubaron	  a	  la	  misma	  temperatura	  durante	  16-‐18	  h.	  

Parámetros	  de	  crecimiento	  

Crecimiento	  celular	  

Se	  midió	  la	  densidad	  óptica	  a	  600	  nm	  (DO600nm)	  con	  un	  espectrofotómetro	  (Biotraza,	  

modelo	  722,	  China)	  y	  el	  recuento	  de	  células	  viables	  (unidades	  formadoras	  de	  colonias	  

por	  mL:	   UFC/mL)	   se	   realizó	  mediante	   la	   siembra	   en	  MRS-‐Fru	   agar,	   o	   en	   el	  medio	  

correspondiente	  usando	  diluciones	  seriadas	  en	  solución	  fisiológica	  (NaCl	  0,85%,	  p/v)	  

de	  las	  muestras.	  La	  velocidad	  específica	  de	  crecimiento	  máxima	  (µmax,	  h
-‐1)	  se	  calculó	  

mediante	  la	  aplicación	  de	  la	  siguiente	  ecuación	  durante	  la	  fase	  celular	  de	  crecimiento	  

exponencial:	  	  

µmax	  =	  [ln	  (UFCt2/mLt2	  /	  UFCt1/mLt1)]	  /	  (t2	  ―	  t1)	  	  

Determinación	  del	  pH	  

Las	  determinaciones	  de	  pH	  se	   realizaron	  empleando	  un	  pHmetro	  con	  electrodo	  de	  

penetración	  PT-‐10	  (Sartorius,	  Gotinga,	  Alemania)	  y	  un	  pHmetro	  Adwa	  modelo	  AD1040	  

(Adwa	   Instruments,	   Inc.,	   Szeged,	  Hungría).	   La	  velocidad	  máxima	  de	  acidificación	   se	  

calculó	  como	  la	  pendiente	  de	  la	  curva	  donde	  el	  descenso	  de	  pH	  es	  lineal	  y	  máximo:	  	  

pH/t	  =	  (pHt2-‐pHt1)/(t2-‐t1)	  donde	  t1=comienzo	  del	  descenso	  de	  pH	  lineal	  y	  máximo	  y	  

t2=	  cuando	  finaliza	  el	  descenso	  de	  pH	  lineal	  y	  máximo.	  

Microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  

Se	  realizó	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  de	  cultivos	  celulares	  de	   las	  cepas	  

bajo	   estudio	   utilizando	   el	   servicio	   brindado	   por	   el	   Centro	   Integral	   de	  Microscopía	  

Electrónica	   (CIME)	   –	   CONICET-‐CCT-‐Tucumán.	   	   Se	   usó	   un	   microscopio	   Zeiss	   (Jena,	  

Alemania)	  modelo	  EM-‐109.	  
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Plásmidos	  

Los	  plásmidos	  utilizados	  en	  este	  trabajo	  se	  muestran	  en	  la	  Tabla	  2:	  

Tabla	  2.	  Plásmidos	  utilizados	  	  	  
Plásmidos	   Características	   Referencia	  

pBluelueScript	  II	  SK	  (+)	   Vector	  pBS,	  AmpR	  	   Stratagene	  
p3B1	   Derivado	  de	  pBS	  con	  RepB	  de	  pRC18,	  

AmpR,	  CmR	  
Halász	  (2009)	  	  

pJP042	   Vector	  de	  expresión	  de	  RecT,	  EmR	   Duwat	  y	  col.	  (2001)	  
pRV300	  	   Derivado	  de	  pBS	  con	  ermAM,	  AmpR,	  

EryR	  
Mayo	  y	  col.	  (2010)	  

p::ldhCRL1101	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  ldh	  de	  
CRL	  1101	  

Este	  trabajo	  

p::mdh	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  mdh	  de	  
CRL	  2034	  

Este	  trabajo	  

p::per	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  per	  de	  
CRL	  2034	  

Este	  trabajo	  

p::ldh1	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  ldh1	  de	  
CRL	  2034	  

Este	  trabajo	  

p::ldh2	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  ldh2	  de	  
CRL	  2034	  

Este	  trabajo	  

p::ldh3	   pRV300	  +	  fragmento	  interno	  de	  ldh3	  de	  
CRL	  2034	  

Este	  trabajo	  

	  

Técnicas	  generales	  de	  biología	  molecular	  	  

Extracción	  de	  ADN	  cromosómico	  de	  BL	  

Se	   utilizó	   la	   técnica	   descripta	   por	  Wisselink	   y	   col.	   (2002)	  modificada.	   Se	   aisló	   ADN	  

cromosómico	   a	   partir	   de	   3	   mL	   de	   un	   cultivo	   en	   fase	   logarítmica.	   Las	   células	   se	  

cosecharon	  por	  centrifugación	  (8.000	  ´g	  10	  min)	  y	  se	  resuspendieron	  en	  400	  µL	  de	  

buffer	  SET	  (NaCl	  75	  mM,	  EDTA	  25	  mM,	  Tris-‐HCl	  20	  mM,	  pH	  7,5)	  conteniendo	  15	  mg/mL	  

de	  lisozima	  y	  se	  incubó	  a	  37	  °C	  90	  min	  Se	  agregó	  40	  μL	  de	  dodecilsulfato	  de	  sodio	  (SDS)	  

al	   10	  %	   (p/v)	   y	   5	   μL	   de	   proteinasa	   K	   (15	   μg/mL)	   y	   se	   incubó	   a	   55	   °C	   durante	   2	   h	  

mezclando	  periódicamente	  por	  inversión.	  A	  continuación,	  se	  agregó	  170	  μL	  de	  NaCl	  5	  

M	  y	  1	  volumen	  (620	  μL)	  de	  solución	  cloroformo:alcohol	  isoamílico	  (24:1)	  manteniendo	  

a	  temperatura	  ambiente	  durante	  30	  min	  y	  mezclando	  frecuentemente	  por	  inversión.	  
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Se	   centrifugó	   la	   muestra	   (10.000	   ´g	   10	   min)	   y	   se	   recuperó	   el	   ADN	   mediante	  

precipitación	  de	  la	  fase	  acuosa	  (fase	  superior)	  con	  1	  vol.	  de	  isopropanol	  (o	  2,5	  vol.	  de	  

etanol	  absoluto)	  e	  invirtiendo	  suavemente	  hasta	  obtener	  el	  filamento	  de	  ADN.	  Este	  se	  

centrifugó	  (10.000	  ´g	  10	  min)	  y	  el	  precipitado	  se	  lavó	  con	  etanol	  70	  %	  (v/v);	  se	  dejó	  

evaporar	  y	  resuspendió	  en	  50	  μL	  de	  buffer	  TE	  o	  agua	  ultrapura	  Milli-‐Q	  esterilizada.	  

Finalmente	  se	  agregó	  solución	  de	  ARNasa	  (50	  μg/mL)	  para	  eliminar	  restos	  de	  ARN	  y	  se	  

incubó	  durante	  a	  37	  °C	  durante	  30	  min.	  

Extracción	  de	  ADN	  plásmidico	  de	  Escherichia	  coli	  

Se	  utilizó	  la	  técnica	  descripta	  por	  Hammes	  y	  Vogel	  (1995)	  modificada	  para	  un	  volumen	  

de	  3	  mL.	  Primero,	  se	  transfirió	  una	  colonia	  de	  E.	  coli	  a	  3	  mL	  de	  medio	  LB	  conteniendo	  

el	   antibiótico	   apropiado.	   Se	   incubó	   el	   cultivo	   a	   37	   °C	   durante	   16	   h	   con	   agitación	  

vigorosa	  y	  se	  centrifugó	  2	  min	  a	  15.600	  xg	  eliminando	  el	  sobrenadante.	  Las	  células	  se	  

resuspendieron	  en	  100	  µL	  de	  solución	  TEG	  (Tris-‐HCl	  25	  mM	  pH	  8,	  EDTA	  10	  mM	  pH	  8,	  

Glucosa	  50	  mM)	  y	  se	  les	  agregó	  200	  µL	  de	  la	  solución	  de	  lisis	  (NaOH	  0,2	  N,	  SDS	  1	  %,	  

p/v).	  Se	  mezcló	  invirtiendo	  el	  tubo	  cinco	  veces.	  Se	  añadió	  150	  µL	  de	  acetato	  de	  potasio	  

3	  M,	  pH	  4,8,	  inmediatamente	  se	  mezcló	  y	  se	  incubó	  3-‐5	  min	  a	  temperatura	  ambiente.	  

Se	  centrifugó	  durante	  10	  min	  a	  15.600	  xg,	  se	  transfirió	  el	  sobrenadante	  (sin	  arrastrar	  

restos	  celulares)	  a	  un	  nuevo	  tubo	  y	  se	  precipitó	  con	  1	  vol.	  de	  alcohol	   isopropílico	  a	  

temperatura	  ambiente	  durante	  20	  min	  (o	  con	  2,5	  volúmenes	  de	  etanol	  absoluto	  2	  h	  a	  

-‐20	  °C).	  Luego,	  se	  centrifugó	  durante	  10	  min	  a	  15.600	  xg	  y	  se	  descartó	  el	  sobrenadante.	  

Se	  lavó	  el	  precipitado	  con	  500	  µL	  de	  etanol	  70	  %	  (v/v),	  se	  centrifugó	  3	  min	  a	  15.600	  xg	  

eliminando	   el	   sobrenadante.	   Se	   dejó	   evaporar	   todo	   el	   alcohol	   y	   finalmente	   se	  

resuspendió	  el	  precipitado	  en	  20-‐50	  µL	  de	  TE	  (Tris-‐HCl	  10	  mM,	  EDTA	  1	  mM,	  pH	  8)	  o	  en	  

H2O	  esteril.	  Cuando	  fue	  necesario,	  los	  plásmidos	  se	  trataron	  con	  1	  µL	  RNAsa	  (stock	  10	  

mg/mL)	  libre	  de	  DNAsa,	  incubando	  a	  37	  °C	  por	  30	  min.	  

Extracción	  de	  ADN	  plasmídico	  de	  BL	  

Para	  extraer	  el	  plásmido	  de	  una	  BL	  se	  utilizó	  la	  técnica	  descripta	  por	  Zaunmüller	  y	  col.	  

(2006)	   y	  Pessione	   (2012).	   Primero,	   se	   transfirió	  una	   colonia	  a	  5	  mL	  de	  medio	  MRS	  
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conteniendo	   el	   antibiótico	   apropiado.	   Se	   incubó	   el	   cultivo	   durante	   16	   h	   a	   la	  

temperatura	  correspondiente	  y	  se	  centrifugó	  2	  min	  a	  15.600	  xg.	  Las	  células	  se	  lavaron	  

con	  500	  mL	  de	  buffer	  TES	  (Tris-‐HCl	  50	  mM	  pH	  8,	  EDTA	  1	  mM	  pH	  8,	  Sacarosa	  6,7	  %,	  

p/v),	   luego	   se	   centrifugaron	   5	   min	   a	   15.600	   xg,	   se	   eliminó	   el	   sobrenadante	   y	  

resuspendió	  en	  380	  µL	  del	  mismo	  buffer.	  Se	  agregó	  97	  µL	  de	  una	  solución	  de	  lisozima	  

10	  mg/mL	  en	  buffer	  Tris	  25	  mM	  pH	  8	  y	  se	  incubó	  a	  37	  °C	  durante	  2	  h.	  Luego	  se	  agregó	  

48	  µL	  de	  la	  solución	  1	  (EDTA	  250	  mM	  pH	  8	  –	  Tris-‐HCl	  50	  mM	  pH	  8).	  Se	  centrifugó	  2	  min	  

a	  15.600	  xg	  y	  se	  resuspendió	  el	  pellet	  en	  20	  µL	  de	  TES	  y	  luego	  en	  30	  µL	  de	  la	  solución	  

de	   lisis	   (SDS	   20	   %,	   p/v,	   Tris-‐HCl	   50	   mM	   pH	   8	   –	   EDTA	   20	   mM	   pH	   8).	   Se	   mezcló	  

inmediatamente	  e	  incubó	  5-‐10	  min	  a	  37	  °C	  para	  completar	  la	  lisis.	  Se	  agregó	  500	  µL	  

de	  buffer	  TES	  (sin	  lisozima)	  y	  30	  µL	  de	  NaOH	  3	  N	  y	  se	  incubó	  en	  hielo	  durante	  15	  min.	  

Se	  agregó	  50	  µL	  de	  buffer	  Tris-‐HCl	  2	  M	  pH	  7,	  se	  mezcló	  por	  inversión	  durante	  3	  min.	  

Se	  agregó	  72	  µL	  de	  NaCl	  5	  M	  y	  luego	  700	  µL	  de	  fenol	  saturado	  en	  3	  %	  (p/v)	  de	  NaCl.	  Se	  

mezcló	   por	   inversión	   vigorosamente	   y	   luego	   se	   centrifugó	   10	  min	   a	   16.500	   xg.	   Se	  

separó	   la	   fase	   superior	   y	   se	   le	   agregó	   1	   vol.	   de	   una	  mezcla	   de	   cloroformo:alcohol	  

isoamílico	  (24:1).	  Se	  volvió	  a	  mezclar	  vigorosamente	  por	  inversión	  y	  se	  centrifugó	  10	  

min	  a	  16.500	  xg.	  Se	  separó	  la	  fase	  superior	  y	  se	  precipitó	  el	  plásmido	  con	  un	  vol.	  de	  

alcohol	  isopropílico	  manteniendo	  el	  tubo	  a	  -‐20	  °C	  durante	  30	  min.	  Se	  centrifugó	  10	  

min	  a	  15.600	  xg,	  se	  descartó	  el	  sobrenadante	  y	  se	  lavó	  el	  pellet	  con	  etanol	  70	  %	  (v/v).	  

Se	  centrifugó	  10	  min	  a	  15.600	  xg,	  se	  descartó	  el	  sobrenadante	  y	  se	  dejó	  evaporar	  el	  

etanol.	  Finalmente,	  se	  resuspendió	  el	  plásmido	  en	  20	  µL	  de	  H2O	  esteril.	  Cuando	  fue	  

necesario	   se	   trató	   con	   RNAsa	   (50	   µg/mL	   concentración	   final)	   incubando	   a	   37	   °C	  

durante	  30	  min.	  

PCR	  convencional	  	  

Las	  reacciones	  de	  PCR	  (del	  inglés	  Polymerase	  Chain	  Reaction)	  se	  llevaron	  a	  cabo	  en	  un	  

termocilador	   MyCyclerTM	   Thermal	   Cycler	   System	   with	   Gradient	   Option	   (Bio-‐Rad	  

Laboratories	   Inc.,	   EE.UU.).	  Cada	   reacción	  contenía:	  2,5	  μL	  de	  buffer	  5X;	  0,75	  μL	  de	  

MgCl2	  25	  mM;	  1,25	  μL	  de	  cada	  cebador	  o	  primer	  10	  μM;	  0,25	  μL	  de	  desoxinucleósidos	  

trifosfato	   (dNTPs)	  5	  mM;	  0,1	  μL	  de	  ADN	  polimerasa	  GoTaq	   (5	  U/μL)	   (Promega	  Co.,	  
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EE.UU.);	  0,5	  μL	  de	  muestra	  (con	  alrededor	  de	  0,5	  pg	  de	  ADN,	  ARN	  o	  ADNc)	  y	  5,9	  μL	  de	  

agua	   ultrapura	   Milli-‐Q	   para	   obtener	   un	   vol.	   final	   de	   12,5	   μL.	   Las	   condiciones	   de	  

reacción	  utilizadas	  fueron	  las	  siguientes:	  5	  min	  a	  94	  °C;	  25	  ciclos	  de:	  1	  min	  a	  94	  °C,	  1	  

min	   a	   la	   temperatura	   de	   annealing	   de	   los	   cebadores	   y	   tiempo	   variable	   para	   la	  

extensión	  (30	  segundos	  para	  fragmentos	  menores	  a	  500	  pb;	  1	  min	  para	  fragmentos	  

menores	  a	  1	  kb	  y	  >	  500	  pb)	  a	  72	  °C;	  seguido	  de	  una	  extensión	  final	  de	  5	  min	  a	  72	  °C.	  	  

Electroforesis	  de	  ADN	  en	  geles	  de	  agarosa	  	  

Los	   fragmentos	   amplificados	   y	   los	   plásmidos	   utilizados	   se	   visualizaron	   mediante	  

electroforesis	   en	   geles	   horizontales	   de	   agarosa	   (90	   V,	   30-‐40	   min).	   Junto	   con	   las	  

muestras	  se	  sembró	  en	  cada	  gel	  un	  marcador	  de	  peso	  molecular	  de	  1	  Kb	  o	  100	  pb	  

(InvitrogenTM,	  Life	  Technologies	  Co.)	  para	  geles	  con	  0,8	  o	  al	  1,0	  %	  (p/v)	  de	  agarosa,	  

respectivamente,	  según	  el	  tamaño	  esperado	  de	  los	  fragmentos	  a	  separar	  utilizándose	  

mayor	  concentración	  para	  separar	  fragmentos	  más	  pequeños.	  Para	  la	  tinción	  de	  las	  

bandas	   se	   utilizó	   el	   colorante	   fluorescente	   GelRedTM	   (Biotium	   Inc.;	   Hayward,	   CA,	  

EE.UU)	  (dilución	  1/10.000).	  	  

Purificación	   de	   productos	   de	   PCR	   por	   precipitación	   con	   polietilenglicol	  

(PEG)	  

Los	  amplicones	  se	  purificaron	  mediante	  precipitación	  con	  polietilenglicol	  (PM	  3000)	  

(protocolo	   disponible	   en	   http://labs.mcdb.lsa.umich.edu/labs/olsen/files/PCR.pdf).	  

Brevemente,	  partiendo	  de	  reacciones	  de	  PCR	  de	  50	  µL,	  se	  sembró	  5	  µL	  en	  un	  gel	  de	  

agarosa	  0,8	  o	  al	  1,0	  %	  (p/v)	  para	  verificar	  la	  amplificación.	  Al	  resto	  de	  la	  reacción	  de	  

PCR	  se	  agregó	  50	  µl	  de	  una	  solución	  de	  20	  %	  PEG–NaCl	  2,5	  M,	  teniendo	  la	  precaución	  

de	  mezclar	   bien	   y	   se	   incubó	   a	   37	   °C	   durante	   2	   h.	   Posteriormente,	   se	   centrifugó	   a	  

13.000	  rpm	  durante	  15	  min	  a	  temperatura	  ambiente	  descartándose	  el	  sobrenadante	  

con	  una	  pipeta.	  Se	  agregaron	  125	  µL	  de	  etanol	  70	  %	  (v/v),	  se	  centrifugó	  nuevamente	  

y	  se	  descartó	  el	  sobrenadante,	  eliminando	  la	  mayor	  cantidad	  posible	  del	  etanol.	  Se	  

secó	  el	  pellet	  durante	  10-‐15	  min	  a	  37	  °C,	  y	  finalmente	  se	  resuspendió	  completamente	  

en	  20	  µL	  de	  agua	  miliQ.	  
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Secuenciación	  de	  los	  amplicones	  de	  ADN	  

Los	  amplicones	  de	  los	  genes	  ARN	  16S	  y	  de	  las	  secuencias	  necesarias	  para	  comprobar	  

las	  mutaciones	  fueron	  secuenciadas	  en	  las	  instalaciones	  de	  CERELA-‐CONICET	  usando	  

el	  Servicio	  de	  Secuenciación	  disponible	  con	  un	  secuenciador	  de	  ADN	  ABI	  3130	  (Applied	  

Biosystems,	  Foster,	  CA,	  EE.UU.).	  	  

Cebadores	  utilizados	  	  

Los	   cebadores	   o	  primers	   utilizados	   en	   este	   trabajo	   de	   Tesis	   están	   descriptos	   en	   la	  

Tabla  3.	  

Tabla	  3.	  Cebadores	  utilizados	  en	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  
Secuencia	  a	  
amplificar	   Nombre	   Secuencia	  5’®3´	   Tm	  (°C)	   Enzima*	  	  

Tamaño	  
(pb)	  

L.	  reuteri	  CRL	  1101	  

mdh-‐reg	  
Jf	   CTCAGTTCCCGCCAAACTGGTAA 69,9	   	   3346	  
Jr	   AGCAGCTCCGATAACTTCAGCGAT 69,8	   	  

mdh	  
Jb-‐mdh-‐F	   GGCGATTCCCGCTTGCTTTACAAT 72,8	   	   2398	  
Jf	   CTCAGTTCCCGCCAAACTGGTAA  69,9	   	  

Para	  la	  técnica	  de	  recombineering	  

oJP577	   TCAAACCACCAGGACCAAGCGCTGAAAGACGACGCTTTCTGCTTAATTCACCTAATGGGTTGG
TTTGACCATGAACTGG 

oMDH	   TCTGAACCAACTTTTGTAACTACACCTGAGTTTTCGTGTTACTAAACAATAGGAGGAACAGCT
GATGCAGATCCAGGAAGA 

mdh	  mutada	  
MDHm-‐f’	   AACTACACCTGAGTTTTCGTGTTA

CTA 62	   	   1191	  
Jb-‐mdh-‐F	     	  	   	  

Mutantes	  Simple	  Recombinación	  

Ldh	  
Ldh1	   AGATAAGCTTTTTAATTGGTGATG

GAGTTGTGG 77,5	   HindIII	  
426	  

Ldh2	   ATCTGGAATTCCCGATAACTTTAT
GTGCTGGAAAG 67,6	   EcoRI	  

F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

mdh_per	  
Mdh4	   TCCCCCGGGAAACGTTTTCTTTGC 76	   SmaI	  

2010	  
Mdh2	   CCGGAATTCCAAGTCGGTTGTT  69,8	   EcoRI	  

Mdh	  
Mdh1	   TGGGATATCTTTTCTTTGCTCA  62,4	   EcoRV	  

1229	  
Mdh	  3	   CCGGAATTCGTCCAAGAAATTG 68,2	   EcoRI	  

	  	   JB	  SmaI	   GCGACCCGGGTGGGAAACGTTTTC
TTTGCTCA 67	   SmaI	   Igual	  a	  

Mdh1	  
	  	   JB	  EcoRI	   GCACGAATTCTGGGAAACGTTTTC

TTTGCTCA 61,8	   EcoRI	   Igual	  a	  
Mdh1	  
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Secuencia	  a	  
amplificar	   Nombre	   Secuencia	  5’®3´	   Tm	  (°C)	   Enzima

*	  	  
Tamaño	  
(pb)	  

Mutantes	  Simple	  Recombinación	  

Mdh	  
Frumdh	  f	   AGATAAGCTTACATTGAAGCCTGA

CGAAGT 69	   HindIII	   456	  

Frumdh	  r	   ATCTGGAATTCTCCGTCACCGATA
ACCAAAG  74,7	   EcoRI	   	  	  

Per	  
dPer	  1	   AGATAAGCTTACTCAATGGGTAAC

GTGCTAA 68,4	   HindIII	   430	  

dPer	  2	   ATCTGGAATTC 
TCATCAGCAGGGTGCAAA  75,5	   EcoRI	   	  	  

ldh1	  
Ldh-‐1-‐Ft	   AGATAAGCTTCCAGCTTTGGAAGA

TTGGGA 73,3	   HindIII	   464	  

Ldh-‐2-‐Ft	   ATCTGGAATTCGATTGCCTTACGA
CCGATGTTA 76,3	   EcoRI	   	  	  

ldh2	  
Ldh-‐3-‐Ft	   AGATAAGCTTGATGACGAAGTACC

AGCTTTGA 71,7	   HindIII	   466	  

Ldh-‐2-‐Ft	   ATCTGGAATTCGATTGCCTTACGA
CCGATGTTA 76,3	   EcoRI	   	  	  

ldh3	  
Ldh-‐4-‐Ft	   AGATAAGCTTCGACCGACAATAGC

AGGATAAG 71,7	   HindIII	   448	  

Ldh-‐5-‐Ft	   ATCTGGAATTCCTGTCTATCAGGC
AGAAACTGG 74,8	   EcoRI	   	  	  
Para	  comprobar	  mutantes	  

Mdh	  

Mdh1	   TGGGATATCTTTTCTTTGCTCA  62,4	   EcoRV	  
774	  

T3	   ATTAACCCTCACTAAAGGGA 56,7	   	  

T7	   TAATACGACTCACTATAGGG 50,9	   	  
1070	  

Mdh	  3	   CCGGAATTCGTCCAAGAAATTG 68,2	   EcoRI	  

Per	  

Mdh2	   CCGGAATTCCAAGTCGGTTGTT  69,8	   EcoRI	  
809	  

T7	   TAATACGACTCACTATAGGG 50,9	   	  

T3	   ATTAACCCTCACTAAAGGGA 56,7	   	  
591	  

Per	  F	   GTGGTGAAGAGGCCTAAAT 58,2	   	  

ldh1	  y	  2	  
Ldh10	   GTTGCCCAGCTACTCTTCTT 60,1	   	  

3042	  
Ldh11	   TTTCCTCCGCTTCACATCTT 63,6	   	  

Em	  pRV300	  
Em-‐f	  	   ACTTTGGCGTGTTTCATTGC 64,9	   	  

623	  
Em-‐r	   ACGAGTGAAAAAGTACTCAACCA 61,5	   	  

*Enzima	  de	  restricción	  incorporada	  al	  cebador	  	  
Resaltado	  en	  amarillo:	  secuencia	  modificada	  
Subrayado:	  sitios	  de	  corte.	  
	  

Digestión	  con	  Enzimas	  de	  Restricción	  	  

Los	  cortes	  con	  las	  enzimas	  de	  restricción	  se	  realizaron	  utilizando	  la	  mezcla	  de	  trabajo	  

descripta	  en	  la	  Tabla	  4.	  	  
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Tabla	  4.	  Esquema	  de	  digestión	  con	  enzimas	  de	  restricción	  	  
Componente	   Cantidad	   Concentración	  final	  

Agua	  destilada	   c.s.p.	  20	  µL	  	   	  	  

Buffer	  de	  la	  enzima	  (10	  X) 	   2	  mL 	   1X	  

ADN 	   c.s.p.	  2	  mg	  	   0.2	  mg/µL	  
Albúmina	  sérica	  bovina	  (BSA)*	   2	  µL 	   1X	  

Enzima	  de	  restricción	  (10	  U**/µl)	  	   0,5-‐1	  µL	  	   0,5-‐1	  U**/µL	  	  
*cuando	  sea	  necesario	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Vf=	  20	  µL	  
**U	  (unidad):	  se	  define	  como	  la	  cantidad	  de	  enzima	  requerida	  para	  digerir	  1	  µg	  de	  ADN	  
en	  1	  h	  a	  37	  °C	  en	  un	  volumen	  total	  de	  reacción	  de	  50	  µL	  

Se	  incubó	  la	  mezcla	  de	  reacción	  a	  la	  temperatura	  correspondiente	  a	  la	  enzima	  durante	  

aproximadamente	  2	  h.	  	  

Reacción	  de	  Ligado	  	  

En	  la	  Tabla	  5	  se	  describe	  la	  mezcla	  de	  trabajo	  utilizada	  en	  la	  reacción	  de	  ligado.	  	  

Tabla	  5.	  Esquema	  de	  trabajo	  para	  la	  reacción	  de	  ligado	  	  
Componente	  	   Cantidad	  	   Concentración	  final	  	  
Agua	  destilada	  	   c.s.p.	  20	  µl	  	   	  
Buffer	  10	  X	   2	  µL	  	   1	  X	  	  

Vector 	   	   200	  ng	  	  

Inserto	  	   	   40	  ng	  	  
T4	  DNA	  ligasa	  	   	   0,2-‐2	  U	  	  

Vf:	  20	  µL	  	  

La	  mezcla	  de	  reacción	  de	  ligado	  se	  incubó	  durante	  16	  h	  a	  15	  °C.	  	  

Análisis	  Bioinformáticos	  	  

Se	   utilizó	   el	   programa	   BLAST	   provisto	   por	   el	   servidor	   del	   National	   Center	   for	  

Biotechnology	  Information	  (NCBI)	  (http://www.ncbi.nhlm.nih.gov)	  para	  comparar	  las	  

secuencias	  con	  la	  base	  de	  datos	  disponibles	  del	  GenBank.	  Se	  realizó	  la	  comparación	  

de	  los	  contextos	  genómicos	  de	  las	  mdh	  descriptas	  utilizando	  el	  programa	  SEED	  Viewer	  

versión	  2.0	  (Overbeek	  y	  col.,	  2005).	  Para	  la	  búsqueda	  de	  marcos	  de	  lectura	  abiertos	  se	  

utilizó	   la	  herramienta	  del	  NCBI	  Open	  Reading	  Frame	  Finder	   (ORF	   finder)	  y	  para	   su	  

anotación	  la	  herramienta	  RAST	  (Rapid	  Annotation	  using	  Subsystem	  Technology)	  (Aziz	  
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y	   col.,	   2008).	   La	   búsqueda	   de	   promotores	   se	   realizó	   con	   el	   programa	   Promoter	  

Prediction	  by	  Neutral	  Network	  (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).	  La	  

búsqueda	   de	   terminadores	   se	   realizó	   con	   la	   herramienta	   RibEx	   (Zaunmüller	   y	   col.,	  

2006;	  Årsköld	  y	  col.,	  2008)	  y	  el	  programa	  DNAman.	  Para	  el	  alineamiento	  de	  secuencias	  

se	   utilizó	   la	   herramienta	   CLUSTAL	   Omega	   de	   EMBL-‐EBI	  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).	   La	  búsqueda	  de	  dominios	   conservados	  

se	  realizó	  utilizando	  la	  herramienta	  Search	  Sequences	  for	  SCOP	  domains	  del	  servidor	  

Superfamily	   1.75	   (http://supfam.org/SUPERFAMILY/hmm.html).	   Se	   utilizó	   la	  

herramienta	  InterPro	  de	  EMBL-‐EBI	  para	  realizar	  un	  análisis	  funcional	  de	  las	  proteínas	  

(clasificación	  en	  familias	  y	  predicción	  de	  dominios).	  Se	  utilizó	  la	  herramienta	  PSIPRED	  

de	   UCL-‐CS	   Bioinformatics	   (von	   Weymarn,	   2002)	   para	   predecir	   las	   estructuras	  

secundarias	   y	   la	   herramienta	   TMHMM	   Server	   v.	   2.0	   para	   predecir	   helices	  

transmembranas.	  Para	  la	  búsqueda	  de	  sitios	  de	  corte	  se	  utilizó	  el	  programa	  NEBcutter	  

(Leroy	  y	  De	  Vuyst,	  2004;	  Hugenholtz,	  2008;	  Gaspar	  y	   col.,	  2013)	  y	  para	  graficar	   los	  

plásmidos	  se	  utilizó	  el	  programa	  Unipro	  UGENE	  v1.22.0.	  

El	  árbol	  filogenético	  de	  las	  secuencias	  aminoacídicas	  de	  las	  proteínas	  MDH	  de	  las	  cepas	  

CRL	  1101,	  CRL	  573	  y	  CRL	  2034	  se	  realizó	  con	  las	  secuencias	  MDH	  de	  referencia	  en	  la	  

bibliografía	  y	  las	  deducidas	  de	  la	  bibliografía	  y	  con	  aquellas	  cuyo	  BlastP	  resultó	  en	  un	  

alineamiento	  mayor	   a	   80	  %	   y	   una	   cobertura	  mayor	   igual	   al	   90	  %.	   La	   alineación	   se	  

realizó	   con	  el	  programa	  Clustal	  W	   (Larkin	  et	  al.	  2007);	   luego	  el	  árbol,	   se	   construyó	  

utilizando	  el	  método	  de	  vecinos	  más	  cercanos	  en	  MEGA7	  (Kumar	  y	  col.,	  2016).	  Todas	  

las	  secuencias	  utilizadas	  se	  describen	  en	  la	  Tabla	  11	  del	  Anexo.	  

Células	  competentes	  de	  Escherichia	  coli	  DH10B	  	  

Para	  generar	  células	  competentes	  de	  E.	  coli	  DH10B	  se	  utilizó	  el	  método	  descripto	  por	  

Sambrook	  y	  col.	  (1989)	  modificado.	  Se	  inoculó	  la	  cepa	  en	  fase	  estacionaria	  al	  1	  %	  (v/v)	  

en	  40	  mL	  de	  caldo	  LB.	  Se	  incubó	  en	  agitación	  a	  37	  °C	  hasta	  llegar	  a	  una	  DO600nm	  de	  0,1	  

–	  0,2	  (a	  partir	  de	  esta	  etapa,	  se	  trabajó	  en	  hielo	  y	  con	  soluciones	  frías;	  4	  °C).	  Se	  cosechó	  

el	   cultivo	  en	  mamaderas	  estériles	   frías	   centrifugando	  10	  min	  a	  2.500	   xg	   a	   4	   °C.	   Se	  

descartó	  el	  sobrenadante	  y	  se	  el	  pellet	  resuspendió	  en	  5	  mL	  de	  CaCl2	  0,1	  M	  y	  se	  dejó	  
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en	  hielo	  durante	  20	  min.	  Luego,	  se	  centrifugó	  a	  2.500	  xg,	  a	  4	  °C	  por	  10	  min,	  se	  descartó	  

el	  sobrenadante	  y	  las	  células	  se	  resuspendieron	  en	  0,5	  mL	  de	  una	  solución	  de	  CaCl2	  

75  mM,	  KCl	  10	  mM,	  glicerol	  15	  %	  (v/v)	  y	  se	  alicuotó	  en	  50	  µL	  en	  tubos	  Eppendorf	  de	  

1,5  mL.	  Las	  células	  se	  transformaron	  inmediatamente	  o	  se	  conservaron	  en	  un	  freezer	  

-‐  70  °C	  para	  su	  posterior	  uso.	  	  

Transformación	  	  

Se	   agregó	   ADN	   (1-‐2	   µg	   usando	   vol	   de	   1	   a	   5	   µL)	   a	   50	  µL	   de	   células	   competentes	  

mantenidas	  en	  hielo	  y	  se	  incubó	  en	  hielo	  entre	  15-‐30	  min.	  Luego	  se	  realizó	  un	  shock	  

térmico	  incubando	  a	  37	  °C	  durante	  5	  min	  ó	  a	  42	  °C	  2	  min.	  Se	  volvió	  a	  incubar	  5	  min	  en	  

hielo.	  Las	  células	  se	  resuspendieron	  en	  0,8	  mL	  de	  caldo	  LB	  y	  se	  incubaron	  a	  37	  °C	  en	  

agitación	  durante	  45	  min.	  Luego,	  se	  sembraron	  en	  placas	  de	  LB	  agar	  conteniendo	  el	  

antibiótico	  adecuado	  y	  de	  forma	  directa,	  usando	  dilución	  10-‐1	  y	  “concentrada”	  (células	  

centrifugadas	  y	  recuperadas	  en	  un	  volumen	  de	  100-‐200	  uL	  de	  medio).	  Las	  placas	  se	  

incubaron	  a	  37	  °C	  durante	  24	  h.	  

Células	  electro-‐competentes	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

Para	   la	   optimización	   del	   protocolo	   de	   transformación	   se	   utilizaron	   los	   protocolos	  

descriptos	  Wei	  y	  col.	  (1995),	  Ausbel	  F	  (1999),	  Turner	  y	  col.	  (1999),	  Mason	  y	  col.	  (2005),	  

y	   el	   de	   Stephenson	   y	   col.	   (2011)	   para	   generar	   células	   electro-‐competentes.	  

Finalmente,	  el	  protocolo	  utilizado	  fue	  el	  descripto	  por	  Wei	  y	  col.	  (1995)	  modificado	  de	  

la	  siguiente	  manera:	  50	  mL	  de	  caldo	  MRS	  (adicionado	  con	  fructosa	  2	  %	  para	  la	  cepa	  

CRL	  2034)	  se	  inocularon	  con	  0,5	  mL	  de	  células	  de	  un	  cultivo	  overnight	  (DO	  600nm	  2,5-‐3)	  

a	  37	  °C	  para	  la	  cepa	  CRL	  1101	  o	  30	  °C	  para	  CRL	  2034.	  Cuando	  el	  cultivo	  alcanzó	  una	  

DO600nm	  de	  0,2-‐0,3,	  se	  agregó	  penicilina	  (concentración	  final=	  0,7	  µg/mL	  para	  CRL	  1101	  

y	  2,4	  µg/mL	  para	  CRL	  2034)	  y	  se	  continuó	  la	  incubación	  hasta	  una	  DO600nm	  =	  0,4-‐0,5.	  

Los	  cultivos	  se	  cosecharon	  en	  mamaderas	  estériles	   frías	   (a	  partir	  de	  este	  punto,	   se	  

trabajó	  manteniendo	   siempre	   temperaturas	   bajas)	   centrifugando	   a	   2.400	   xg,	   4	   °C	  

durante	   10	  min.	   Se	   descartó	   el	   sobrenadante	   y	   las	   células	   se	   lavaron	   2	   veces	   con	  

solución	  estéril	   de	   sacarosa	  0,5	  M	  y	   glicerol	   10	  %	   (v/v).	   Finalmente,	   se	  descartó	  el	  
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sobrenadante	   y	   se	   resuspendieron	   las	   células	   en	   200	   µL	   de	   solución	   sacarosa	  

0,5  M/glicerol	  10	  %	  (v/v)	  y	  se	  fraccionaron	  en	  50	  µL	  en	  tubos	  Eppendorf	  de	  1,5	  mL.	  Las	  

células	   se	   electroporaron	   inmediatamente	   o	   bien	   se	   conservaron	   a	   -‐70	   °C	   para	   su	  

posterior	  uso.	  	  

Electroporación	  	  

Se	  agregó	  1-‐2	  µg	  de	  ADN	  (1	  a	  5	  µL)	  a	  50	  µL	  de	  células	  electro-‐competentes	  mantenidas	  

en	   hielo	   y	   se	   incubó	   la	   mezcla	   durante	   5-‐10	   min.	   La	   mezcla	   de	   células	   electro-‐

competentes	  con	  el	  ADN	  se	  transfirió	  a	  una	  cubeta	  de	  electroporación	  previamente	  

enfriada.	  Las	  condiciones	  optimizadas	  de	  electroporación	  fueron:	  1.8	  kV;	  600	  Ω	  y	  25  µF	  

para	  la	  cepa	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  1,7	  kV;	  200	  Ω	  y	  25	  µF	  para	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  con	  

el	  electroporador	  Bio-‐Rad	  Gene	  Pulser	  &	  Pulse	  Control	  (California,	  EE.UU.).	  Una	  vez	  

que	  las	  células	  fueron	  electroporadas,	  se	  agregó	  inmediatamente	  700	  µL	  de	  MRS	  (con	  

fructosa	  2	  %	  y	  MgCl2	  80	  mM	  para	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034)	  y	  se	  incubaron	  a	  37	  (CRL	  1101)	  

o	  30	  °C	  (CRL	  2034)	  sin	  agitación	  durante	  2	  h.	  Las	  células	  se	  sembraron	  en	  placas	  de	  

MRS	  o	  MRS–Fru	  agar	  conteniendo	  el	  antibiótico	  adecuado	  de	  forma	  directa	  (células	  

sin	  diluir),	  dilución	  10-‐1	  y	  “concentrado”	  (células	  centrifugadas	  y	  recuperadas	  en	  un	  

vol.	   de	   100-‐200	   uL	   de	   medio).	   Las	   placas	   se	   incubaron	   a	   37	   (CRL	   1101)	   o	   30	   °C	  

(CRL  2034)	  durante	  48	  h.	  

Construcción	  de	  vectores	  

Para	   la	  construcción	  de	   los	  vectores	  utilizados	  para	  generar	  mutaciones	  por	  simple	  

recombinación	  se	  usó	  el	  vector	  no	  replicativo	  en	  Gram	  positivas	  pRV300	  de	  la	  siguiente	  

manera.	  Se	  amplificó	  un	  fragmento	  interno	  del	  gen	  a	  mutar	  (400-‐500	  pb),	  se	  purificó	  

y	  cortó	  con	  las	  enzimas	  de	  restricción	  EcoRI	  y	  HindIII	  (los	  primers	  utilizados	  se	  detallan	  

en	  la	  Tabla	  3).	  Se	  cortó	  el	  plásmido	  pRV300	  con	  las	  mismas	  enzimas	  y	  se	  purificó.	  Se	  

realizó	   la	   reacción	  de	   ligado	  con	  una	   relación	  1:3	   (plásmido:inserto)	   incubándose	  a	  

15  °C	  durante	  16	  h.	  Se	  utilizó	  5	  µL	  de	  la	  reacción	  de	  ligado	  para	  transformar	  células	  de	  

E.	   coli	   DH10B	   y	   recuperar	   el	   vector.	   Se	   comprobó	   la	   presencia	   de	   plásmido	  
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recombinates	  mediante	   reacciones	  de	  PCR	  o	  con	  cortes	  con	  enzimas	  de	   restricción	  

correspondientes.	  	  

Actividades	   enzimáticas	   de	   Manitol	   2-‐deshidrogenasa	   (MDH)	   y	   Lactato	  

deshidrogenasa	  (LDH)	  	  

Obtención	  de	  extractos	  proteicos	  intracelulares	  	  

Se	  prepararon	  extractos	  proteicos	  intracelulares	  a	  partir	  de	  5	  mL	  de	  cultivos	  activos	  de	  

la	   BL	   bajo	   estudio	   con	   diferentes	   tiempos	   de	   incubación	   de	   acuerdo	   a	   los	  

requerimientos	  del	  ensayo.	  Las	  células	  se	  cosecharon	  por	  centrifugación	  (8.000	  xg	  4	  

°C	  10	  min)	  y	  se	  lavaron	  tres	  veces	  con	  buffer	  fosfato	  de	  potasio	  50	  mM	  frío	  pH	  5,5.	  Los	  

pellets	   húmedos	   se	  mezclaron	   con	   perlas	   de	   vidrio	   (150-‐212	   μm	   diámetro,	   Sigma-‐

Aldrich	  Co.,	  St.	  Louis,	  EE.UU.)	  y	  se	  resuspendieron	  en	  el	  mismo	  buffer	  en	  una	  relación	  

1:2:1	   (células:buffer:perlas;	   p/v/p).	   Luego,	   las	   células	   se	   rompieron	   usando	   un	  

disruptor	  celular	  Mini-‐BeadBeater-‐8	  (Biospec	  Products	  Inc.;	  Bartlesville,	  OK,	  EE.UU.)	  a	  

velocidad	  máxima	  con	  5	  ciclos	  de	  2	  min	  cada	  uno,	  con	  intervalos	  en	  hielo	  de	  2	  min.	  

Para	  eliminar	  los	  restos	  celulares	  y	  las	  perlas	  de	  vidrio,	  las	  muestras	  se	  centrifugaron	  

(14.500	   xg	   4	   °C	   5	   min)	   y	   los	   extractos	   proteicos	   intracelulares	   (sobrenadantes)	  

obtenidos	  se	  utilizaron	  inmediatamente	  para	  los	  ensayos	  enzimáticos.	  	  

Determinación	  de	  la	  concentración	  de	  proteínas	  	  

La	  concentración	  de	  proteínas	  de	   los	  extractos	   intracelulares	   se	  midió	  utilizando	  el	  

reactivo	   de	   Bradford	   concentrado	   comercial	   (Bio-‐Rad	   Laboratories	   Inc.,	   EE.UU.)	  

siguiendo	   las	   instrucciones	  del	   fabricante	  y	  utilizando	  albúmina	  sérica	  bovina	  como	  

estándar	   (0,05-‐0,50	   mg/mL).	   Los	   extractos	   se	   diluyeron	   para	   obtener	   una	  

concentración	  de	  proteínas	  de	  0,25	  mg	  prot/mL.	  

Determinación	  de	  la	  actividad	  específica	  de	  la	  enzima	  MDH	  	  

La	   actividad	   MDH	   se	   determinó	   de	   acuerdo	   al	   método	   de	   Sasaki	   y	   col.	   (2005)	  

modificado	  por	  Ortiz	  y	  col.	  (2012),	  según	  se	  detalla	  a	  continuación.	  La	  actividad	  MDH	  
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se	   midió	   espectrofotométricamente	   en	   un	   lector	   de	   microplacas	   SynergyTM	   HT	  

(BioTekÒ	   Instruments,	   Inc.	   Vermont,	   EE.UU.).	   La	   desaparición	   de	   NADPH	   (Sigma-‐

Aldrich	  Co.,	  St.	  Louis,	  EE.UU.)	  se	  siguió	  midiendo	  la	  absorbancia	  a	  340	  nm	  (e340:	  6220/M	  

cm)	   cada	   30	   s	   durante	   5	   min.	   Los	   ensayos	   enzimáticos	   se	   llevaron	   a	   cabo	   en	   un	  

volumen	  final	  de	  200	  µL,	  conteniendo	  50	  µL	  de	  buffer	  fosfato	  de	  potasio	  200	  mM	  (pH	  

5,5),	  50	  µL	  de	  NADPH	  2	  mM,	  50	  µL	  de	  agua	  ultrapura	  Milli-‐Q	  y	  10	  µL	  del	  extracto	  

intracelular	  diluido.	  Las	  reacciones	  se	  iniciaron	  con	  el	  agregado	  de	  40	  µL	  de	  fructosa	  1	  

M	  (Sigma-‐Aldrich	  Co.,	  St.	  Louis,	  EE.UU.)	  incubándose	  a	  37	  °C	  (cepa	  CRL	  1101)	  o	  30	  °C	  

(cepa	  CRL	  2034)	  durante	  2	  min.	  Como	  controles	  negativos	   se	  utilizaron	  blancos	  de	  

sustrato	  y	  de	  enzima,	  donde	  se	  agregó	  agua	  ultrapura	  Milli-‐Q	  en	  lugar	  de	  sustrato	  o	  

extracto	  proteico	   intracelular,	   respectivamente.	  Se	  definió	  como	  una	  unidad	  (U)	  de	  

actividad	  MDH	  a	  la	  cantidad	  de	  enzima	  requerida	  para	  catalizar	  la	  desaparición	  de	  1	  

µmol	   de	   NADPH	   por	   min	   (reacción	   en	   sentido	   de	   reducción	   de	   fructosa)	   bajo	   las	  

condiciones	  experimentales	  utilizadas.	  En	  todos	  los	  casos	  se	  informó	  actividad	  MDH	  

específica,	  que	  se	  expresó	  como	  unidades	  por	  miligramos	  de	  proteínas	  (U/mg	  prot).	  

Todos	  los	  ensayos	  enzimáticos	  se	  realizaron	  por	  duplicado	  a	  partir	  de	  al	  menos	  dos	  

experimentos	  independientes.	  	  

Determinación	  de	  la	  actividad	  específica	  de	  la	  enzima	  LDH	  

La	   actividad	   LDH	   se	  midió	   utilizando	   el	   kit	   LDH-‐P	  UV	  unitest	   (Wiener	   lab.,	   Rosario,	  

Argentina)	   con	   modificaciones	   para	   realizar	   determinaciones	   usando	   un	   menor	  

volumen	  (microplaca).	  Se	  utilizaron	  200	  µL	  del	  reactivo	  A	  reconstituido	  (provisto	  por	  

el	   kit)	  más	   10	  µL	   del	   extracto	   proteico	   intracelular	   de	   la	   cepa	   en	   estudio	   con	   una	  

concentración	   de	   proteína	   de	   0,25	   mg/mL.	   La	   actividad	   LDH	   se	   midió	  

espectrofotométricamente	   en	   el	   lector	   de	   microplacas	   SynergyTM	   HT	   (BioTekÒ	  

Instruments,	  Inc.	  Vermont,	  EE.UU.).	  La	  desaparición	  de	  NADPH	  (Sigma-‐Aldrich	  Co.,	  St.	  

Louis,	  EE.UU.)	  se	  siguió	  midiendo	  la	  absorbancia	  a	  340	  nm	  (e340:	  6220/M	  cm)	  cada	  30	  

segundos	  durante	  3	  min	  a	  30	  °C.	  Se	  realizaron	  los	  mismos	  controles	  negativos	  que	  para	  

la	  determinación	  de	  actividad	  MDH.	  Para	  el	  cálculo	  de	  actividad	  LDH	  se	  tuvo	  en	  cuenta	  

los	  mg	  de	  proteína	  utilizados	  y	  el	  factor	  de	  cálculo	  determinado	  por	  el	  kit.	  En	  todos	  los	  
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casos	   se	   informó	   actividad	   LDH	   específica	   que	   se	   expresó	   como	   unidades	   por	  

miligramos	  de	  proteínas	  (U/mg	  prot).	  Todos	  los	  ensayos	  enzimáticos	  se	  realizaron	  por	  

duplicado	  a	  partir	  de	  al	  menos	  dos	  experimentos	  independientes.	  

Determinación	  de	  azúcares	  y	  manitol	  por	  HPLC	  	  

Desproteinización	  de	  muestras	  para	  determinación	  de	  azúcares	  	  

Los	  sobrenadantes	  de	  cultivos	  fermentados	  se	  centrifugaron	  (8.000	  xg	  4	  °C	  10	  min)	  y	  

se	   desproteinizaron	   utilizando	   la	   técnica	  modificada	   de	   Leloup	   y	   col.	   (1997)	   de	   la	  

siguiente	  manera:	  a	  600	  µL	  de	  sobrenadante	  libre	  de	  células	  se	  añadieron	  50	  µL	  de	  

Reactivo	   de	   Carrez	   A	   (K4[Fe(CN)6].3H2O	   3,6%,	   p/v),	   50	  µL	   de	   Reactivo	   de	   Carrez	   B	  

(ZnSO4.7H2O	  7,2%),	  100	  µL	  de	  NaOH	  0,1	  M	  y	  200	  µL	  de	  agua	  ultrapura	  Milli-‐Q	  (1	  mL	  

vol.	   final)	   y	   se	  mezcló	   en	   agitador	   Vórtex	   a	   temperatura	   ambiente	   durante	   1	  min.	  

Luego,	   las	  muestras	   se	   centrifugaron	   (a	   14.500	   xg	   4	   °C	   5	  min)	   y	   se	   reservaron	   los	  

sobrenadantes	   a	   los	   que	   se	   les	   agregó	   50	  mg	   de	   resina	   básica	   (Amberlite	   IR	   120,	  

Laboratory	  Reagents)	  y	  50	  mg	  de	  resina	  ácida	  (Amberlite	  IR	  45,	  Laboratory	  Reagents)	  

mezclando	  con	  agitador	  Vórtex.	  Las	  muestras	  se	  centrifugaron	  (14.500	  xg	  4	  °C	  5	  min)	  

y	  se	  diluyeron	  los	  sobrenadantes	  hasta	  tener	  una	  concentración	  de	  azúcares	  totales	  

menor	  a	  10	  g/L	  (límite	  de	  detección	  de	  la	  columna)	  y	  se	  mantuvieron	  a	  -‐20	  º	  C	  hasta	  el	  

momento	  del	  análisis.	  	  

Determinación	  de	  azúcares	  residuales,	  manitol,	  ácidos	  orgánicos	  y	  etanol	  	  

Las	   concentraciones	   de	  manitol,	   azúcares	   residuales	   (glucosa,	   fructosa	   y	   sacarosa),	  

ácidos	  orgánicos	  y	  etanol	  se	  determinaron	  por	  HPLC	  utilizando	  un	  equipo	  Smartline	  

Pump	   100	   (Knauer	   GmbH;	   Berlín,	   Alemania)	   con	   detector	   de	   índice	   de	   refracción	  

WellChrom	   K-‐2301,	   acoplado	   a	   un	   inyector	   automático	   Smartline	   3800	   Plus	   y	   un	  

calefactor	   para	   columnas	   ZC90	   (Zeltec,	   Buenos	   Aires,	   Argentina).	   Las	   muestras	   se	  

filtraron	  (filtros	  de	  0,2	  µm	  de	  poro	  y	  28	  mm	  de	  diámetro,	  Sartorius	  AG,	  Alemania)	  y	  se	  

inyectaron	  (20	  μL)	  en	  el	  equipo.	  Los	  azúcares	  y	  el	  manitol	  se	  analizaron	  en	  una	  columna	  

SUGAR-‐PAK	   I	   COLUMN	   (Waters,	   Waters	   Corporation;	   Milford,	   EE.UU.)	   a	   85	   °C	  



	  56	  

utilizando	   agua	   ultrapura	   Milli-‐Q	   como	   fase	   móvil	   (flujo:	   0,6	   mL/min).	   Los	   ácidos	  

orgánicos	   (ácidos	   láctico	   y	   acético)	   y	   el	   etanol	   se	   determinaron	   en	   una	   columna	  

Aminex	  HPX-‐87H	  (Bio-‐Rad	  Laboratories	  Inc.,	  EE.UU.)	  a	  41	  °C	  usando	  H2SO4	  5	  mM	  como	  

fase	  móvil	  (flujo:	  0,6	  mL/min).	  Los	  datos	  se	  analizaron	  con	  el	  software	  Eurochrom	  Basic	  

Edition	  para	  Windows.	  	  

Determinación	  de	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  

Las	  muestras	  se	  desproteinizaron	  como	  se	  detalló	  para	  azúcares	  anteriormente.	  Se	  

realizó	  la	  determinación	  de	  la	  concentración	  de	  ácido	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  de	  las	  muestras	  

usando	   el	   Kit	   Ácido	   D-‐Lático/L-‐Láctico	   (Cat.	   Nº	   11112821035)	   de	   Boehringer	  

Mannheim/R-‐Biopharm	   con	   las	   siguientes	   modificaciones	   para	   realizar	   las	  

determinaciones	   en	   un	   volumen	   menor	   (microplaca).	   Se	   utilizaron	   100	   µL	   de	   la	  

solución	  1,	  20	  µL	  de	  la	  solución	  2,	  2	  µL	  de	  la	  solución	  3,	  10	  µL	  de	  la	  muestra	  y	  90	  µL	  de	  

H2O	  bidestilada	  (100	  µL	  en	  el	  caso	  del	  blanco).	  La	  mezcla	  de	  reacción	  se	  mezcló	  y	  luego	  

de	  5	  min	  se	   leyó	   la	  absorbancia	  a	  340	  nm	  (A1).	  Se	  agregó	  2	  µL	  de	   la	  solución	  4,	  se	  

incubó	  a	  25	  °C	  durante	  30-‐60	  min	  y	  se	  leyó	  la	  absorbancia	  a	  340	  nm	  (A2).	  Finalmente,	  

se	  agregó	  2	  µL	  de	  la	  solución	  5,	  se	  incubó	  a	  25	  °C	  30	  min	  y	  se	  leyó	  la	  absorbancia	  a	  340	  

nm	  (A3).	  La	  concentración	  de	  ácidos	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  se	  midió	  espectrofotométricamente	  

en	  el	  lector	  de	  microplacas	  SynergyTM	  HT	  (BioTekÒ	  Instruments,	  Inc.	  Vermont,	  EE.UU.)	  

midiendo	   la	  aparición	  del	  NADH.	  La	  concentración	  se	  calculó	  utilizando	   la	  siguiente	  

fórmula:	  

c =
V×PM

 e×d×v×1000	  ×∆A	  (
g
L)	  

c=	  concentración	  
DAD=	  A2-‐A1	  
DAL=	  A3-‐A2	  
V=	  volumen	  final	  (mL)	  
V=	  volumen	  de	  la	  muestra	  (mL)	  
PM=	  peso	  molecular	  (D-‐	  y	  L-‐	  90,1	  g/L)	  
d=	  paso	  de	  la	  luz	  (0,3	  cm	  microplaca)	  
e=	  coeficiente	  de	  extinción	  del	  NADH	  a	  340	  nm	  (6,3	  L	  x	  mmol-‐1	  x	  	  cm-‐1)	  	  
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CAPÍTULO	  1:	  Identificación	  y	  análisis	  in	  silico	  de	  los	  genes	  mdh	  en	  L.	  reuteri	  
CRL	   1101,	   L.	   mucosae	   CRL	   573	   y	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034.	   Aislamiento	   de	  
mutantes	  en	  genes	  relacionados	  a	  la	  biosíntesis	  de	  manitol	  

	  

Introducción	  

La	  enzima	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  (MDH)	  es	  la	  enzima	  responsable	  de	  convertir	  la	  

fructosa	  en	  manitol	  en	  una	  reacción	  dependiente	  de	  NAD(P)H.	  Al	  inicio	  de	  este	  trabajo	  

de	   Tesis,	   los	   únicos	   genes	  mdh	   secuenciados	   y	   caracterizados	   en	  BL	   eran	   los	   de	   L.	  

reuteri	  ATCC	  53608	  [Sasaki	  y	  col.	  (2005);	  número	  de	  acceso	  en	  GenBank	  AAS55855.1],	  

Leuconostoc	  mesenteroides	   ATCC	   9135	   [Aarnikunnas	   y	   col.	   (2002);	   AAM09029.1]	   y	  

Leu.	  pseudomesenteroides	  KCTC	  3652	  [Hahn	  y	  col.	  (2003);	  CAD31644.1].	  Las	  enzimas	  

MDH	  correspondientes	  fueron	  descriptas	  como	  las	  responsables	  de	  la	  producción	  de	  

manitol	  en	  cada	  una	  de	  las	  cepas	  estudiadas.	  	  

En	   este	   capítulo	   se	   detallan	   los	   estudios	   realizados	   para	   la	   identificación	   y	  

caracterización	  in	  silico	  de	  los	  genes	  mdh	  y	  sus	  proteínas	  MDHs	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  

L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  Estas	  cepas	  pertenecen	  a	  la	  colección	  de	  

cultivos	  del	  Centro	  de	  Referencia	  para	  Lactobacilos	  (CERELA).	  La	  cepa	  L.	  reuteri	  CRL	  

1101,	   aislada	   de	   intestino	   humano,	   y	   L.	  mucosae	   CRL	   573,	   aislada	   de	  muestras	   de	  

heces	   de	   niño,	   fueron	   previamente	   seleccionadas	   en	   nuestro	   laboratorio	   por	   su	  

elevada	   producción	   de	   manitol	   en	   un	   muestreo	   realizado	   con	   65	   cepas	   de	   BL	  

heterofermentativas	  que	  incluyó	  las	  especies	  L.	  brevis,	  L.	  buchneri,	  L.	  fermentum,	  L.	  

plantarum,	  Leuconostoc	  mesenteroides,	  y	  Weissella	  confusa	  (datos	  no	  publicados).	  La	  

producción	  de	  manitol	  se	  evaluó	  en	  fermentaciones	  a	  pH	  libre	  y	  controlado.	  La	  mayor	  

producción	  de	  manitol	  para	  ambas	  cepas	  se	  encontró	  a	  pH	  5,0	  obteniéndose	  122	  ±	  6	  

mM	  de	  manitol	  (YMtl=	  75,5	  mol%)	  con	  la	  cepa	  CRL	  1101	  y	  312	  ±	  13	  mM	  (YMtl	  of	  93,5	  

mol%)	  con	  la	  cepa	  CRL	  573.	  Se	  determinó	  que	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  utiliza	  la	  fructosa	  

como	  aceptor	  de	  electrones	  y	  fuente	  de	  carbono	  a	  pH	  libre	  o	  a	  pH	  controlado	  de	  6,0;	  

a	  pH	  5,0	  usa	  este	  carbohidrato	  preferiblemente	  como	  aceptor	  de	  electrones	  externo.	  

La	   cepa	   L.	  mucosae	   CRL	   573	   utiliza	   la	   fructosa	   simultáneamente	   como	   sustrato	   de	  
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fermentación	  y	  aceptor	  de	  electrones	  externo	  en	  todas	  las	  condiciones	  estudiadas,	  lo	  

que	   afecta	   la	   producción	   de	   manitol	   por	   esta	   cepa	   (Rodríguez	   y	   col.,	   2012).	   Se	  

seleccionó	   la	  cepa	  F.	   tropaeoli	  CRL	  2034,	  BL	   fructofílica	  aislada	  en	  2014	  a	  partir	  de	  

higos,	  por	  ser	  la	  cepa	  con	  máxima	  producción	  de	  manitol	  (9,46	  g/L	  a	  partir	  de	  10	  g/L	  

de	  fructosa)	  entre	  317	  cepas	  de	  BL	  estudiadas.	  

En	   este	   capítulo	   se	   detallan	   también	   las	   diferentes	   estrategias	   de	   manipulación	  

genética	   realizadas	   con	   las	   cepas	   CRL	   1101	   y	   CRL	   2034.	   Los	   primeros	   estudios	  

genéticos,	  que	  fueron	  muy	  diversos	  e	  intensos,	  se	  realizaron	  con	  L.	  reuteri	  CRL	  1101;	  

sin	  embargo,	  a	  pesar	  de	  optimizar	  su	  frecuencia	  de	  electroporación,	  no	  fue	  posible	  

aislar	  la	  mutante	  mdh-‐.	  Las	  mayores	  frecuencias	  de	  electrotransformación	  obtenidas	  

con	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  permitieron	  generar	  las	  modificaciones	  genéticas	  buscadas	  

en	  los	  genes	  mdh,	  per,	  y	  ldhs.	  

Resultados	  

Identificación	  y	  caracterización	   in	  silico	  de	  los	  genes	  mdh	  de	  las	  cepas	  en	  

estudio	  

L.	  reuteri	  CRL	  1101	  	  

Determinamos	  que	  el	  gen	  responsable	  de	  la	  actividad	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  de	  la	  

especie	  L.	  reuteri,	  descripto	  por	  Sasaki	  y	  col.	  (2005)	  en	  la	  cepa	  ATCC	  53608	  (GenBank:	  

AY485531.1),	  se	  encuentra	  también	  presente	  en	  L.	  reuteri	  JCM	  1112	  (NC_010609.1),	  

L.	  reuteri	  ATCC	  55730	  (DQ466588.1),	  y	  L.	  reuteri	  DSM	  20016	  (YP_001842738.1;	  cepa	  

neotipo).	   En	   base	   a	   la	   secuencia	   de	   nucleótidos	   de	   estos	   genes,	   se	   diseñaron	   los	  

cebadores	  Jb-‐mdh-‐F	  y	  Jr	  (Materiales	  y	  Métodos)	  para	  realizar	   la	  búsqueda	  del	  gene	  

mdh	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101.	  Mediante	  una	  reacción	  de	  PCR,	  y	  utilizando	  como	  molde	  

el	  ADN	  cromosómico	  de	  CRL	  1101,	  se	  amplificó	  y	  secuenció	  con	  éxito	  una	  secuencia	  

de	  2398	  pb	  que	  contenía	  el	  gen	  mdh.	  Posteriormente,	  se	  diseñaron	  los	  cebadores	  Jf	  y	  

Jr,	  los	  que	  permitieron	  amplificar	  y	  secuenciar	  un	  fragmento	  de	  3346	  pb	  que	  contenía	  

el	   gen	  mdh	   y	   los	   genes	   localizados	   a	   ambos	   lados	   (“corriente	   arriba”	   y	   “corriente	  

abajo”)	  del	  mismo	  (Fig.	  10).	  La	  secuencia	  de	  nucleótidos	  de	  este	  fragmento	  mostró	  un	  
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95	  %	  de	  identidad	  con	  la	  región	  mdh	  descripta	  en	  L.	  reuteri	  ATCC	  53608	  y	  DSM	  2001	  

(nt	   1918640	   –	   1917630	   de	   la	   secuencia	   YP_001842738.1).	   Mediante	   el	   programa	  

ORFinder	   del	  NCBI	   se	   identificaron	   tres	   genes,	   denominados	  Mn	   trans,	  mdh	   y	   reg;	  

cuyas	  potenciales	  funciones	  fueron	  anticipadas	  haciendo	  uso	  de	  la	  herramienta	  BlastP	  

y	  la	  base	  de	  datos	  GenBank.	  	  

El	  gen	  mdh	  de	  CRL	  1101	  consiste	  en	  un	  operón	  monocistrónico	  de	  1011	  pares	  de	  bases	  

y	   codifica	   para	   una	   proteína	   (denominada	   MDH)	   de	   336	   aminoácidos	   (aa).	   Los	  

programas	  Promoter	  Prediction	  by	  Neutral	  Network,	  RibEx	  (Abreu-‐Goodger	  y	  Merino,	  

2005)	  y	  DNAman	  permitieron	  localizar	  los	  posibles	  promotores	  y	  terminadores	  de	  mdh	  

(Fig.	  10).  Corriente	  arriba,	  y	  con	  un	  sentido	  de	  expresión	  transcripcional	  contrario	  a	  

mdh,	  se	  localizó	  el	  gen	  Mn	  trans	  (1593	  pb	  y	  530	  aa)	  comprometido	  con	  el	  transporte	  

de	  manganeso	  y	  corriente	  abajo,	  y	  en	  el	  mismo	  sentido	  que	  mdh,	  el	  gen	  reg	  (513	  pb	  y	  

170	  aa)	  que	  codifica	  para	  un	  regulador	  transcripcional	  de	  la	  familia	  TetR;	  los	  miembros	  

de	  esta	  familia	  de	  reguladores	  participan	  en	  el	  control	  de	  genes	  cuyos	  productos	  están	  

implicados,	  entre	  otros,	  en	  el	  estrés	  osmótico.	  Como	  se	  detalló	  en	  la	  Introducción,	  el	  

manitol	  puede	  ser	  sintetizado	  bajo	  condiciones	  de	  estrés	  por	  lo	  que	  la	  proteína	  Reg	  

podría	  estar	   relacionada	  a	   la	  producción	  de	  manitol.	  Corriente	  arriba	  al	   gen	   reg	   se	  

localizó	  una	  proteína	  de	  función	  desconocida	  (datos	  no	  mostrados).	  

L.	  mucosae	  CRL	  573	  

El	  genoma	  de	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  fue	  secuenciado	  en	  2013,	  utilizando	  la	  estrategia	  

Whole-‐Genome	  Shotgun	   (WGS)	  y	  un	  equipo	  Ion	  Torrent	  Personal	  Genome	  Machine	  

(Life	  Technologies)	   (MR	  DNA;	  503	  Clovis	  Rd,	   Shallowater,	  TX	  79363,	  Texas,	  Estados	  

unidos).	  Las	  secuencias	  nucleotídicas	  se	  ensamblaron	  en	  38	  contigs	  utilizando	  NGen	  

(DNAStar).	  La	  anotación	  funcional	  se	  llevó	  a	  cabo	  con	  la	  herramienta	  NCBI	  Prokaryotic	  

Genomes	   Annotation	   Pipeline	   (PGAAP)	  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/).	  El	  genoma	  se	  depositó	  en	  

DDBJ/EMBL/GenBank	   con	   el	   número	   de	   acceso	   JROC00000000	   (Bleckwedel	   y	   col.,	  

2014).	  El	  genoma	  de	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  consiste	  en	  2.257.701	  pb,	  con	  un	  porcentaje	  
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de	  GC	  de	   46,6	  %.	   Se	   predijeron	  2.355	  marcos	   de	   lectura	   abiertos,	   23	   rRNAs	   y	   134	  

tRNAs.	  

En	   el	   genoma	   de	   CRL	   573	   se	   encontró	   un	   gen	   homólogo	   a	   mdh	   de	   CRL	   1101	  

(LX03_09970,	   contig	   37);	   sin	   embargo,	   este	   gen	   está	   interrumpido	   por	   un	   codón	  

“stop”.	   Para	   descartar	   que	   la	   presencia	   del	   codón	   stop	   se	   deba	   a	   un	   error	   en	   la	  

secuenciación	  del	  genoma,	  se	  procedió	  a	  amplificar	  y	  secuenciar	  un	  fragmento	  interno	  

de	  dicho	  gen.	  La	  secuencia	  nucleotídica	  obtenida	  confirmó	  la	  presencia	  del	  codón	  stop	  

(datos	  no	  mostrados).	  El	  programa	  ORFinder	  del	  NCBI	  identifica	  dos	  marcos	  de	  lectura	  

abierta	   de	   465	   pb	   y	   558	   pb	   (denominados	  mdh1	   y	  mdh2,	   respectivamente)	   que	  

codifican	  para	  dos	  proteínas	  de	  154	  y	  185	  aa,	  respectivamente	  (Fig.	  10).	  Respecto	  al	  

gen	  mdh	  de	  CRL	  1101,	  el	  gen	  mdh1	  tiene	  un	  78	  %	  de	  identidad	  con	  su	  extremo	  5’,	  y	  el	  

gen	  mdh2	   un	   78	   %	   de	   identidad	   con	   su	   extremo	   3´.	   La	   producción	   de	   mannitol	  

demostrada	  en	  esta	  cepa	  por	  Rodríguez	  y	  col.	  (2012)	  indicaría	  que	  esta	  mutación	  no	  

afectaría	   la	   funcionalidad	   de	   esta	   enzima	   o	   existe	   otra	   enzima	   que	   cumple	   esta	  

función;	   en	   el	   genoma	   se	   encontraron	   dos	   genes	   cuyas	   proteínas	   (LX03_02465	   y	  

LX03_11755)	  que	  presentan	  el	  mismo	  motivo	  de	  la	  familia	  MDR	  al	  que	  pertenecen	  las	  

enzimas	  MDH	  (detallado	  más	  adelante),	  pero	  que	  poseen	  indentidades	  inferiores	  a	  30	  

%	  con	  las	  mdh	  de	  referencia.	  	  

Se	  determinó	  que	  los	  contextos	  genómicos	  de	  los	  genes	  mdh	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  

L.	  mucosae	  CRL	  573	  son	  similares.	  Al	  igual	  que	  en	  CRL	  1101,	  en	  CRL	  573	  se	  encontraron,	  

corriente	   arriba	   y	   corriente	   abajo	   de	   los	   genes	  mdh,	   los	   genes	  Mn	   trans	   y	   reg,	  

respectivamente,	  los	  que	  codifican	  para	  un	  transportador	  de	  manganeso	  (1617	  pb	  y	  

538	  aa)	  y	  para	  un	  regulador	  transcripcional	  (426	  pb	  y	  141	  aa)	  de	  la	  familia	  TetR	  (Fig.	  

10).	  Las	  regiones	  que	  contienen	  los	  genes	  Mn	  trans,	  mdh	  y	  reg	  (4110	  pb)	  de	  las	  cepas	  

CRL	   1101	   y	   CRL	   573	   presentaron	   un	   67	   %	   de	   identidad	   a	   nivel	   de	   secuencia	  

nucleotídica.	  	  
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Figura	  10.	  Estructura	  y	  contexto	  de	  los	  genes	  mdh	  de	  las	  tres	  cepas	  en	  estudio.	  
Mn	  trans:	   transporte	  de	  manganeso;	   reg:	   regulador	   transcripcional;	  DedA:	  proteína	  de	  
membrana	  ;	  per:	  putativa	  fructosa	  permeasa;	  Lac:	  lactoglutatión	  liasa.	  

Promotor	  	  	  	  	  	   Terminador	  

	  

F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

El	  genoma	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  secuenció	  también	  en	  MR	  DNA	  (503	  Clovis	  Rd,	  

Shallowater,	   TX	  79363,	   Texas,	   Estados	  unidos)	  en	  el	   año	  2015,	  utilizando	   la	  misma	  

estrategia	   de	  Whole-‐Genome	   Shotgun	   (WGS)	   y	   un	   Ion	   Torrent	   Personal	   Genome	  

Machine	   (Life	   Technologies).	   Las	   lecturas	   se	   ensamblaron	   en	   32	   contigs	   utilizando	  

NGen	  (DNAStar).	  En	  este	  caso	  la	  anotación	  funcional	  se	  llevó	  a	  cabo	  por	  la	  herramienta	  

RAST	  server	  (Aziz	  y	  col.,	  2008)	  y	  NCBI	  Prokaryotic	  Genome	  Annotation	  Pipeline	  (PGAP).	  

Los	  tARNs	  y	  rARNs	  se	   identificaron	  utilizando	  ARAGORN	  (Laslett	  y	  Canback,	  2004)	  y	  

RNAmmer	  (Lagesen	  y	  col.,	  2007),	  respectivamente.	  El	  genoma	  consiste	  en	  1.661.960	  

CRL$1101

CRL$573

CRL$2034

1017$pb
338$aa

711$pb
236$aa

681$pb
226$aa

mdh perDedA

390$pb
129$aa

mdh reg

1011$pb
336$aa

513$pb
170$aa

Mn trans

1593$pb
530$aa

reg

435$pb
144$aa

558 pb
185 aa

Mn trans

1617$pb
538$aa

426 pb
141 aa

mdh2mdh1

Lac



	  64	  

pb,	  con	  un	  contenido	  de	  GC	  de	  44,6	  %,	  en	  el	  que	  se	  predijeron	  1.465	  marcos	  de	  lectura	  

abiertos,	  5	  rARNs	  y	  49	  de	  tARNs.	  	  

En	  el	  genoma	  de	  CRL	  2034	  se	  encontró	  un	  gen	  homólogo	  al	  gen	  mdh	  de	  CRL	  1101	  (73  %	  

de	  identidad),	  localizado	  en	  el	  contig	  20,	  que	  está	  compuesto	  por	  1017	  pb	  y	  codifica	  

para	   una	   proteína	   de	   338	   aa.	   El	   gen	  mdh	  en	   CRL	   2034	   forma	   parte	   de	   un	   operón	  

bicistrónico;	  corriente	  abajo	  del	  mismo	  se	  localizó	  un	  gen	  de	  711	  pb,	  denominado	  per,	  

que	  codifica	  para	  una	  putativa	  fructosa	  permerasa	  de	  236	  aa.	  El	  programa	  Promoter	  

Prediction	  by	  Neutral	  Network	  identificó	  una	  region	  promotora	  (cajas	  -‐10:	  TATTATTAT	  

y	  -‐35:	  TTGACA,	  localizadas	  respectivamente	  a	  48	  bp	  y	  71	  bp	  del	  codón	  de	  inicio	  de	  la	  

proteína	  MDH).	  La	  proteína	  fructosa	  permeasa	  podría	  ser	  responsable	  de	  incorporar	  

la	  fructosa	  al	  interior	  celular,	  que	  luego	  será	  reducida	  a	  manitol	  por	  la	  enzima	  MDH.	  

El	  contexto	  genómico	  de	  mdh	  en	  CRL	  2034	  fue	  también	  distinto	  al	  descripto	  en	  CRL	  

1101	   y	   CRL	   573	   (Fig.	   10).	   Corriente	   abajo	   de	   este	   operón	   se	   encontró	   un	   gen	  

relacionado	  a	  una	  proteína	  con	  actividad	  lactoglutatión	  liasa	  (EC	  4.4.1.5)	  o	  glioxilasa	  I,	  

enzima	  responsable	  de	   la	  desintoxicación	  de	  metilglioxal,	   compuesto	  citostático	  en	  

bajas	   concentraciones	   o	   citotóxico	   en	   concentraciones	   elevadas	   y	   que	   se	   forma	  

espontaneámente	   a	   partir	   de	   dihidroxiacetona	   fosfato	   o	   enzimáticamente	   por	   la	  

acción	  de	   la	   trifosfato	   isomerasa,	  de	   la	  metilglioxal	   sintasa	  o	  en	  el	  metabolismo	  de	  

treonina.	  Corriente	  arriba	  y	  en	  sentido	  contrario	  a	  mdh	  se	  encontró	  el	  gen	  DedA	  (Fig.	  

10)	  (del	  inglés:	  downstream	  (of	  hisT)	  Escherichia	  coli	  DNA	  gen	  A;	  (Nonet	  y	  col.,	  1987),	  

que	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  membrana	  cuya	  principal	  función	  es	  la	  de	  mantener	  

la	  homeostasis	  de	  la	  membrana	  celular;	  en	  las	  bacterias	  en	  las	  que	  se	  mutó	  este	  gen	  

se	   observaron	   problemas	   en	   la	   división	   celular,	   sensibilidad	   a	   altas	   temperaturas,	  

composición	  lipídica	  alterada,	  entre	  otros	  (Doerrler	  y	  col.,	  2013).	  Además,	  la	  proteína	  

DedA	  está	   asociada	   con	   la	   reducción	  de	   selenito	   a	   selenito	   elemental,	   siendo	   este	  

último	  menos	  tóxico	  (Ledgham	  y	  col.,	  2005).	  	  

Se	  realizó	  la	  comparación	  de	  los	  contextos	  genómicos	  de	  los	  sistemas	  mdh	  descriptos	  

utilizando	  el	  programa	  SEED	  Viewer	  versión	  2.0	  (Overbeek	  y	  col.,	  2005).	  El	  SEED	  es	  un	  

marco	  para	  apoyar	  análisis	  comparativos	  y	  la	  anotación	  de	  genomas	  curados.	  En	  la	  Fig.	  

11	  se	  muestra	  el	  contexto	  genómico	  de	  mdh	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034	  y	  CRL	  573,	  con	  los	  
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genomas	  de	  otras	  BL;	  el	  de	  L.	   reuteri	  CRL	  1101	  no	  se	  pudo	   incluir	  por	  no	  poseer	  el	  

genoma	  secuenciado.	  En	  general,	  se	  observan	  dos	  contextos	  genómicos	  distintos,	  uno	  

similar	  a	  CRL	  2034	  y	  el	  otro	  a	  CRL	  573.	  Los	  genes	  de	  la	  putativa	  fructosa	  permeasa	  (3	  

en	  Fig.	  11)	  y	  de	  la	  proteína	  relacionada	  a	   lactoglutatión	  liasa	  (4)	  que	  se	  encuentran	  

corriente	   abajo	   de	   mdh	   (1)	   en	   CRL	   2034	   se	   encuentran	   conservados	   en	   Leu.	  

mesenteroides	   ATCC	   8293,	   L.	   brevis	   ATCC	   367	   y	   en	   Oenoccocus	   oeni	   PSU-‐1;	   sin	  

embargo,	   corriente	  arriba	  de	  mdh	  se	  pueden	  observar	  algunas	  diferencias.	   En	  Leu.	  

mesenteroides	   ATCC	   8293	   se	   encuentra	   un	   gen	   que	   codifica	   para	   el	   represor	   del	  

operón	  de	   sacarosa	  ScrR	  de	   la	   familia	   LacI	   (23)	   y,	   corriente	  arriba	  del	   represor,	   los	  

genes	  de	  la	  proteína	  DedA	  (12)	  y	  de	  una	  fosfoglucomutasa	  (14),	  conservados	  también	  

en	  CRL	  2034.	  Por	  otro	  lado,	  en	  las	  cepas	  L.	  brevis	  ATCC	  367	  y	  O.	  oeni	  PSU-‐1	  se	  ubica	  el	  

gen	  de	  una	  fructoquinasa	  (11)	  y	  no	  se	  encuentra	  el	  de	  la	  proteína	  DedA.	  

Figura	  11.	  Comparación	  del	  contexto	  genómico	  de	  mdh	  en	  CRL	  2034,	  CRL	  573	  y	  otras	  BL	  utilizando	  
el	  programa	  SEED.	  
Los	   genomas	   comparados	   por	   el	   programa	   SEED	   son:	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034;	   Leu.	  
mesenteroides	  sub.	  mesenteroides	  ATCC	  8293;	  L.	  brevis	  ATCC	  367;	  Oenococcus	  oeni	  PSU-‐
1;	  L.	  reuteri	  JCM	  1112;	  L.	  fermentum	  IFO	  3956;	  L.	  mucoase	  CRL	  573.	  	  1:	  mdh,	  2:	  proteína	  
de	   transporte	  ABC;	   3:	   putativa	   fructosa	  permeasa;	   4:	   lactoglutatión	   liasa;	   5:	   regulador	  
transcripcional	  de	  la	  familia	  TetR;	  6:	  proteína	  de	  unión	  a	  ATP	  componente	  de	  transporte	  
ABC;	  7:	  transporte	  de	  Mn;	  8:	  treonil	  tRNA	  sintasa;	  9:	  regulador	  transcripcional	  de	  la	  familia	  
ArsR;	  10:	  putativa	  muramidasa;	  11:	  fructoquinasa;	  12:	  DedA;	  13:	  tioredoxin	  reductasa;	  14:	  
fosfoglucomutasa;	  15:	  UTP-‐glucosa-‐1P-‐uridiltransferasa;	  16:	  proteína	  ribosomal	  LSU;	  17:	  
represor	   de	   arginina;	   18:	   glicerol-‐3-‐P-‐deshidrogenasa;	   19:	   HPr	   quinasa;	   20:	   proteína	  
hipotética;	  21:	  proteína	  hipotética;	  22:	  proteína	  reguladora	  del	  sistema	  de	  transporte	  de	  
fosfato	  PhoU	  ;	  23:	  represor	  del	  operón	  de	  sacarosa	  ScrR	  de	  la	  familia	  LacI	  

F.#tropaeoli CRL$2034

Leu.#mesenteroides
ATCC$8293
L.#brevisATCC$367

O.#oeni PSU21
L.#reuteri JCM$1112

L.#fermenum IFO$3956

L.#mucosae CRL$573



	  66	  

El	  contexto	  genético	  de	  mdh	  observado	  en	  CRL	  573	  fue	  similar	  al	  de	  las	  cepas	  L.	  reuteri	  

JCM	  1112	  y	  L.	  fermentum	  IFO	  3956	  (sería	  también	  similar	  a	  CRL	  1101),	  y	  se	  caracteriza	  

por	   la	   presencia,	   corriente	   abajo	   del	   gen	  mdh	   (1),	   de	   los	   genes	   para	   un	   regulador	  

transcripcional	  de	  la	  familia	  TetR	  (5),	  y	  de	  proteínas	  de	  unión	  a	  ATP,	  componentes	  de	  

un	   sistema	  de	   transporte	  ABC	   (6	   y	   2),	   y,	   corriente	   arriba	   del	   gen	  mdh,	   del	   gen	   de	  

transporte	  de	  manganeso	  (7).	  	  

Caracterización	  de	   las	  proteínas	  MDH	  de	  L.	   reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  

CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

Las	  secuencias	  de	  las	  proteínas	  MDH	  de	  las	  cepas	  en	  estudio	  fueron	  anotadas	  con	  el	  

programa	  Rapid	  Annotation	  using	  Subsystem	  Technology	  (RAST)	  (Aziz	  y	  col.,	  2008)	  y	  

confirmadas	  con	  la	  herramienta	  ORFinder	  del	  NCBI	  a	  partir	  de	  los	  genes	  mdh.	  En	  Tabla	  

7	  se	  muestra	  los	  porcentajes	  de	  identidad	  entre	  las	  MDH	  de	  las	  cepas	  estudiadas	  (CRL	  

1101,	  CRL	  573	  y	  CRL	  2034),	  y	  de	  las	  cepas	  de	  referencia	  usadas	  (L.	  reuteri	  ATCC	  53608;	  

Leu.	  pseudomesenteroides	  KCTC	  3652	  y	  Leu.	  mesenteroides	  ATCC	  9135).	  Se	  observa	  

que	  las	  secuencias	  de	  aminoácidos	  de	  las	  MDHs	  de	  L.	  reuteri	  y	  L.	  mucosae	  poseen	  entre	  

ellas	  una	  identidad	  mayor	  al	  88	  %;	  mientras	  la	  identidad	  entre	  las	  MDHs	  de	  F.	  tropaeoli	  

CRL	  2034,	  Leu.	  mesenteroides	  ATCC	  9135	  y	  Leu.	  pseudomesenteroides	  KCTC	  3652	  es	  

mayor	  al	  84	  %	  (estas	  especies	  están	  muy	  relacionadas	  filogenéticamente;	  el	  género	  

Fructobacillus	   se	   reclasificó	   recientemente	   a	   partir	   del	   género	   Leuconostoc).	  

Finalmente,	   las	   identidades	   observadas	   entre	   las	  MDH	   de	   esos	   dos	   grupos	   (i.e.,	   L.	  

reuteri	  versus	  F.	  tropaeoli)	  se	  encuentra	  en	  el	  rango	  de	  69	  a	  75	  %	  (Tabla	  6).	  	  

Tabla	  6.	  Porcentaje	  de	  identidad	  de	  las	  proteínas	  MDH	  en	  estudio	  

Nota:	   el	   porcentaje	   de	   identidad	   en	   la	   cepa	   CRL	   573	   corresponde	   a	   las	   proteínas	  
MDH1+MDH2	  juntas.	  

Cepas& CRL573& CRL1101& ATCC53608& CRL2034& KCTC3652& ATCC9135&
CRL573& 100.00& 87.84& 87.23& 69.30& 72.04& 71.73&
CRL1101& 87.84& 100.00& 98.81& 72.62& 74.40& 73.51&
ATCC53608& 87.23& 98.81& 100.00& 72.92& 74.70& 73.81&
CRL2034& 69.30& 72.62& 72.92& 100.00& 84.32& 86.39&
KCTC3652& 72.04& 74.40& 74.70& 84.32& 100.00& 93.79&
ATCC9135& 71.73& 73.51& 73.81& 86.39& 93.79& 100.00&
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En	  la	  Fig.	  12	  se	  muestran	  los	  dominios	  presentes	  en	  las	  proteínas	  MDH	  en	  estudio,	  los	  

que	   fueron	   detectados	   al	   utilizar	   la	   herramienta	   BlastP	   del	   NCBI.	   Los	   dominios	  

detectados	   en	   las	  MDH	   de	   CRL	   1101,	   CRL	   573	   y	   CRL	   2034	  mediante	   el	   programa	  

InterPro	   (EMBL-‐EBI)	   fueron:	   IPRO11032	   GroES-‐like	   (relacionado	   con	   alcoholes	  

deshidrogenasas	   que	   contienen	   un	   dominio	   de	   unión	   a	   Zn);	   IPRO13154:	   alcohol	  

dehydrogenase,	  N-‐terminal;	  IPRO16040:	  NAD(P)-‐binding	  domain;	  IPRO13149:	  alcohol	  

dehydrogenase,	   C-‐terminal;	   e	   IPRO02328:	   alcohol	   dehydrogenase,	   zinc-‐type,	  

conserved	   site.	   Así,	   estas	   enzimas	   poseen	   los	   dominios	   característicos	   de	   la	  

superfamilia	  MDR	   (Reductasas/deshidrogenasas	  de	  cadena	  media	   (MDR)/familia	  de	  

las	   deshidrogenasas	   dependientes	   de	   zinc).	   Estas	   proteínas	   forman	   parte	   de	   la	  

superfamilia	   de	   las	   alcohol	   deshidrogenasas	   dependientes	   de	   zinc	   (ADH-‐Zn)	   y	  

proteínas	  relacionadas,	  que	  catalizan	  la	  interconversión	  dependiente	  de	  NAD(P)(H)	  de	  

alcoholes	  a	  aldehídos	  o	  cetonas,	  y	  se	  caracterizan	  por	  tener	  dos	  dominios:	  un	  dominio	  

C-‐terminal	  con	  un	  sitio	  de	  unión	  Rossmann,	  con	  una	  forma	  de	  plegamiento	  beta-‐alfa	  

(motivo	   estructural	   de	   proteínas	   de	   unión	   a	   nucleótidos,	   particularmente	   el	  

cofactor	   NAD)	   y	   un	   dominio	   N-‐terminal	   catalítico	   del	   tipo	   GroEs.	   Pueden	   formar	  

dímeros	   o	   tetrámeros,	   los	   que	   en	   general	   están	   unidos	   a	   dos	   átomos	   de	   zinc	   por	  

subunidad,	  un	  Zn	  catalítico	  en	  el	   sitio	  activo	  y	  uno	  estructural.	  El	   Zn	  catalítico	  está	  

coordinado	   por	   una	   histidina,	   dos	   cisteínas	   y	   una	   molécula	   de	   agua.	   El	   otro	   Zn	  

cumpliría	   un	   rol	   estructural	   afectando	   las	   interacciones	   de	   las	   subunidades	   y	   está	  

típicamente	   coordinado	  por	   cuatro	   cisteínas.	   Algunos	  miembros	   de	   la	   superfamilia	  

MDR	  pueden	  tener	  un	  solo	  Zn	  o	  carecer	  de	  ellos.	  	  	  

	  

	  Figura	  12.	  Dominios	  presentes	  en	  las	  proteínas	  MDH	  descripto	  por	  NCBI.	  
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En	  la	  Fig.	  13,	  que	  muestra	  el	  alineamiento	  múltiple	  de	  las	  MDHs	  de	  las	  cepas	  CRL	  1101,	  

CRL	  573,	  CRL	  2034,	  ATCC53608,	  KCTC3652	  y	  ATCC9135,	  generado	  con	  el	  programa	  

Clustal	  Omega,	  se	  observan	  los	  putativos	  sitios	  de	  unión	  a	  NAD(P)	  (en	  amarillo)	  y	  dos	  

sitios	   de	   unión	   al	   catión	   Zn:	   un	   sitio	   de	   unión	   al	   Zn	   catalítico,	   coordinado	   por	   los	  

aminoácidos	  C37,	  G38,	  T39,	  F61,	  E62	  y	  E146	  (este	  último	  ausente	  en	  las	  proteínas	  MDH	  

de	  CRL	  573),	  y	  un	  sitio	  de	  unión	  al	  Zn	  estructural,	  coordinado	  por	   los	  residuos	  C91,	  

C94,	   C97	   y	   C105.	   Finalmente,	   en	   la	   Fig.	   14	   (A-‐C)	   se	   representan	   las	   estructuras	  

secundarias	  de	  las	  MDH	  de	  CRL	  1101,	  CRL	  573	  y	  CRL	  2034	  realizadas	  con	  la	  herramienta	  

PSIPRED	   de	   UCL-‐CS	   Bioinformatics	   (Jones,	   1999;	   Buchan	   y	   col.,	   2013).	   Se	   puede	  

observar	  que	  las	  estructuras	  secundarias	  de	  las	  tres	  MDH	  son	  similares	  y	  presentan	  un	  

plegamiento	   típico,	   hojas	   betas	   flanqueadas	   por	   hélices	   alfa,	   un	  motivo	   clásico	   de	  

plegado	  de	  Rossmann	  para	  la	  unión	  de	  dinucleótidos.	  	  
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Figura	  13.	  Alineamiento	  de	  las	  secuencias	  de	  aminoácidos	  de	  las	  MDH	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  
mucosae	   CRL	   573,	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034,	   L.	   reuteri	   ATCC53608,	   Leu.	   pseudomesenteroides	  
KCTC3652	  y	  Leu.	  mesenteroides	  ATCC9135.	  	  
En	  amarillo	  se	  indican	  los	  putativos	  sitios	  de	  union	  a	  NAD(P);	  encuadrado	  el	  sitio	  catalitico	  
de	  unión	  a	  Zn.	  En	  verde	  se	  indican	  los	  putativos	  sitios	  de	  unión	  al	  Zn	  estructural.	  
*	  indica	  las	  posiciones	  en	  donde	  los	  aminoácidos	  están	  totalmente	  conservados	  
:	   indica	  aminoácidos	  conservados	  entre	  grupos	  con	  propiedades	   fuertemente	  similares	  
(puntuación>	  0,5	  en	  la	  matriz	  Gonnet	  PAM	  250)	  	  
.	   indica	   aminoácidos	   conservados	   entre	   grupos	   con	   propiedades	   débilmente	   similares	  
(puntuación>	  0,5	  en	  la	  matriz	  Gonnet	  PAM	  250).

           
CRL573         MKALVLQGIKDLAVQEYDVPEIKPDEVLIHTAYAGICGTDKALYAGLPGSASAVPPIVLG 
CRL1101        MKALVLTGKKQLEIEDIKEPEIKPDEVLIHTAYAGICGTDKALYAGLPGSASAVPPIVLG 
ATCC53608      MEALVLTGKKQLEIEDIKEPEIKPDEVLIHTAYAGICGTDKALYAGLPGSASAVPPIVLG 
CRL2034        MEALVLTGLKKLEKQDIEKPTLKPDEVLIHTAFAGVCGTDHALYAGEPGSADAVPPIVLG 
KCTC3652       MEALVLTGTKKLEVENIEQPEVKPNEVLIHTAFAGICGTDHALYAGLPGSADAVPPIVLG 
ATCC9135       MEALVLTGTKKLEVKDIDRPKVLPNEVLIHTAFAGICGTDHALYAGLPGSADAVPPIVLG 
               *:**** * *.*  :: . * : *:*******:**:****:***** ****.******** 
 
CRL573         HENSGVVAKVGDAVTNVKVGDRVTVDPNIYCGQCKYCRTSRPELCEHLDAVGVTRDGGFE 
CRL1101        HENSGVVTKVGSEVTNVKPGDRVTVDPNIYCGQCKYCRTQRPELCEHLDAVGVTRNGGFE 
ATCC53608      HENSGVVTKVGSEVTNVKPGDRVTVDPNIYCGQCKYCRTQRPELCEHLDAVGVTRNGGFE 
CRL2034        HENSGVVKEIGSAVTNVKVGDRVSVDPNIYCGQCKFCHTGRPELCEHLDAVGVTRDGGFE 
KCTC3652       HENSGVVAEIGSDVTNVAVGDRVTIDPNIYCGQCKYCRTARPELCENLSAVGVTRNGGFE 
ATCC9135       HENSGVVAEIGSAVTNVKVGDRVTVDPNIYCGQCKYCRTARPELCENLSAVGVTRDGGFE 
               ******* ::*. ****  ****::**********:*:* ******:*.******:**** 
 
               
CRL573         EYFMAPAKVVYQVPDNVSLKLQ-------PLMHGVDLLTTHPYQKALVLGDGFEGQLFAQ 
CRL1101        EYFTAPAKVVYPIPDDVSLKAAAVVEPISCAMHGVDLLETHPYQKALVLGDGFEGQLFAQ 
ATCC53608      EYFTAPAKVVYPIPDDVSLKAAAVVEPISCAMHGVDLLETHPYQKALVLGDGFEGQLFAQ 
CRL2034        EYFTAPASVVYPIPDNVDLKSAAIVEPISCAIHGMKLLKPSPYQKALVIGDGFMGELFVQ 
KCTC3652       EYFTAPASVVYQIPDNVSLKSAAVVEPISCAVHGIQLLKVTPYQKALVIGDGFMGELFVQ 
ATCC9135       EFFTAPASVVYPIPDNVSLKSAAVVEPISCAVHGIQLLKVTPYQKALVIGDGFMGELFVQ 
               *:* ***.*** :**:*.**           :**:.**   *******:**** *:**.* 
 
            
CRL573         ILKARGIHEVTLAGRSDEKLANNREHFGVKTINTT--KEEIPADAFDIVVEAVGLPQTQE 
CRL1101        ILKARGIHEVTLAGRSDEKLENNRKHFGVKTINTT--KEEIPADAYDIVVEAVGLPATQE 
ATCC53608      ILKARGIHEVTLAGRSDEKLENNRKHFGVKTIDTT--KEEIPADAYDIVVEAVGLPATQE 
CRL2034        ILQAYGIHQVDLAGIVDEKLKMNKDLFNVKNTYNTAKGDKIPAGEYDVVIEAVGRPETQE 
KCTC3652       ILQAYGIHQVDLAGIVPEKLAMNKEKFGVKNTYNTKDGDKIPEGTYDVVVEAVGLPQTQE 
ATCC9135       ILQAYGIHQVDLAGIVDEKLAMNKEKFGVKNTYNTMKGDKIPEGEYDVIIEAVGLPQTQE 
               **:* ***:* ***   ***  *:. *.**.  .*   ::** . :*:::**** * *** 
 
        
CRL573         QCLAAAAKGAQVLMFGVGNPDAKFSVNTYDVFKKQLTIQGAFINPYTFEDSIALLASGKV 
CRL1101        QALAAAARGAQVLMFGVGNPDDKFSVNTYDVFQKQLTIQGAFINPYTFEDSIALLSSGVV 
ATCC53608      QALAAAARGAQVLMFGVGNPDDKFSVNTYDVFQKQLTIQGAFVNPYTFEDSIALLSSGVV 
CRL2034        SAIEASARGGQVLMFGVGGPDAKFEMNTYEVFQKQLTIQGSFINPNAFEDSLALLSSGKL 
KCTC3652       AAIEASARGAQVLMFGVGGPDAKFQMNTYEVFQKQLTIQGSFINPNAFEDSLALLSSGKL 
ATCC9135       AAIEASARGAQVLMFGVGGPDAKFQMNTYEVFQKQLTIQGSFINPNAFEDSLALLSSGKL 
                .: *:*:*.********.** **.:***:**:*******:*:** :****:***:** : 
 
CRL573         DPLPLFSHELAFNEVEDFVSGKLGKVSKAVVKVGGEEA 
CRL1101        DPLPLFSHELDLDGVEGFVSGKLGKVSKAVVKVGGEEA 
ATCC53608      DPLPLFSHELDLDGVEDFVSGKLGKVSKAVVKVGGEEA 
CRL2034        NVKPLMSHELTLDQVDDFVNGRLGVVSKAVVKIGGEEA 
KCTC3652       DVESLMSHELDYQTVDDFVNGKLGVVSKAVVKVGGEEA 
ATCC9135       NVEALMSHELDYKTVDDFVNGKLGVVSKAVVKVGGEEA 
               :   *:****  . *:.**.*:** *******:***** 
!
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Caracterización	   in	   silico	  de	   la	   proteína	   fructosa	   permeasa	   (FruPer)	   de	   F.	  

tropaeoli	  CRL	  2034	  

En	   la	   cepa	   CRL	   2034	   se	   encuentra	   una	   putativa	   fructosa	   permeasa,	   denominada	  

FruPer,	  formando	  parte	  del	  operón	  con	  MDH.	  La	  proteína	  FruPer	  tiene	  236	  aa,	  un	  peso	  

molecular	   estimado	   de	   26089	   Da	   y	   un	   pI	   de	   9.70.	   En	   la	   Fig.	   15	   (A)	   se	   observa	   el	  

predominio	  de	  hélices	  alfa	  en	  su	  estructura	  secundaria	   (predicción	  realizada	  con	  el	  

programa	  PSIPRED).	  Las	  predicciones	  realizadas	  con	  el	  programa	  TMHMM	  Server	  v.	  

2.0	   sugieren	   que	   FruPer	   posee	   seis	   hélices	   transmembranas,	   localizadas	   entre	   los	  

residuos	  12-‐34,	  62-‐84,	  93-‐115,	  125-‐147,	  175-‐197	  y	  202-‐219	  (Fig.	  15B).	  Estos	  dominios	  

infieren	  que	  FruPer	  es	  una	  proteína	  de	  membrana,	  acorde	  con	  la	  función	  de	  permeasa	  

que	  se	  le	  atribuye	  a	  este	  gen.	  	  

Figura	  15.	  Estructura	  secundaria	  (A)	  y	  dominios	  transmembrana	  (B)	  de	  FruPer	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  
2034.	  
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Estudio	  filogenético	  de	  las	  enzimas	  manitol	  2-‐deshidrogenasas	  	  

En	   la	   Fig.	   16	   se	   presenta	   un	   árbol	   filogenético	   de	   las	   enzimas	  MDH	   y	   las	   enzimas	  

manitol	   1-‐P-‐deshidrogenasas	   (M1-‐PDH)	   descriptas	   en	   los	   genomas	   de	   BL	   homo-‐	   y	  

hetero-‐fermentativas.	   Para	   elaborar	   el	   árbol,	   se	   seleccionaron	   las	   secuencias	   de	  

aminoácidos	   que	   mostraron	   una	   identidad	   mayor	   al	   80	   %	   en	   el	   análisis	   con	   el	  

programa	  BLASTP.	  	  

En	  el	  árbol	  filogenético	  se	  observan	  dos	  ramas	  bien	  diferenciadas	  entre	  las	  M1-‐PDH	  

(rama	  A)	  y	  MDH	  (rama	  B),	  lo	  que	  sugiere	  una	  evolución	  diferente	  entre	  las	  mismas.	  En	  

la	  rama	  A	  se	  encuentran	  las	  enzimas	  de	  algunas	  especies	  que	  son	  heterofermentativas,	  

como	  por	  ejemplo	  dos	  cepas	  de	  O.	  oeni	  que	  presentan	  la	  enzima	  M1-‐PDH.	  

A	   su	   vez,	   se	   observa	   que	   las	   distintas	   MDHs	   se	   asocian,	   en	   general,	   de	   manera	  

específica	  con	  el	  género	  y	  la	  especie	  de	  las	  que	  provienen.	  Así,	  la	  relación	  entre	  la	  MDH	  

de	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034	   es	   más	   estrecha	   con	   las	   MDH	   de	   otras	   especies	   de	  

Fructobacillus,	  luego	  con	  las	  MDH	  del	  género	  Leuconostoc	  (Clado	  1),	  y	  finalmente	  con	  

las	  MDH	  de	   lactobacilos	   heterofermentativos.	   Llama	   la	   atención	   la	   ubicación	   de	   la	  

MDH	  CRL	  573,	  que	  para	  este	  estudio	  se	  utilizaron	  las	  dos	  enzimas	  MDH	  juntas,	  que	  no	  

está	  ubicaba	  en	  la	  rama	  en	  donde	  se	  encuentran	  las	  otras	  enzimas	  de	  L.	  mucosae.	  	  

Esto	  sugiere	  posiblemente	   la	  ausencia	  de	   transferencia	  horizontal	  de	  estos	  genes	  y	  

que	   la	  diversificación	  de	   los	  mismos	  ocurrió	   luego	  de	   la	  especiación	  de	  estas	  BL.	  Es	  

importante	   destacar	   que	   muchos	   de	   estos	   genes	   han	   sido	   anotados	   con	   diversos	  

nombres;	   entre	   ellos,	   sorbitol	   deshidrogenasa,	   proteínas	   GroEs-‐like	   y,	   la	   mayoría,	  

alcohol	  deshidrogenasas.	  Por	  ejemplo	   la	  enzima	  MDH	  de	  CRL	  2034	  estaba	  anotada	  

como	  sorbitol	  deshidrogenasa	  por	  la	  herramienta	  RAST	  server	  con	  la	  cual	  se	  llevó	  a	  

cabo	   la	   anotación	   funcional.	   Esto	   indica	   la	   necesidad	   de	   mejorar	   los	   sistemas	   de	  

anotación	  de	  genomas	  que	  se	  utilizan	  actualmente.
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Figura	  16.	  Árbol	  filogenético	  de	  las	  enzimas	  MDH	  y	  las	  enzimas	  manitol	  1-‐P-‐deshidrogenasas	  (M1-‐
PDH)	  descriptas	  en	  los	  genomas	  de	  BL	  homo-‐	  y	  hetero-‐fermentativas.	  
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Estudios	  genéticos	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

Para	  confirmar	  los	  estudios	  realizados	  in	  silico,	  se	  buscó	  generar	  mutantes	  en	  los	  genes	  

mdh	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  Los	  primeros	  estudios	  se	  realizaron	  

con	  la	  cepa	  CRL	  1101	  (cuando	  se	  iniciaron	  estos	  estudios	  la	  cepa	  CRL	  2034	  aún	  no	  había	  

sido	   aislada),	   elegida	   por	   poseer	   un	   solo	   gen	   mdh	   y	   por	   utilizar	   fructosa	   más	  

eficientemente	  que	  CRL	  573	  (CRL	  1101	  utiliza	  la	  fructosa	  principalmente	  como	  aceptor	  

de	  electrones	  externos,	  convirtiéndola	  a	  manitol;	  en	  cambio,	  CRL	  573	  utiliza	  parte	  de	  

la	  fructosa	  como	  fuente	  de	  energía	  y	  carbono	  y	  otra	  parte	  la	  transforma	  en	  manitol).	  	  

Uno	  de	  los	  principales	  problemas	  encontrados	  en	  los	  estudios	  genéticos	  de	  BL	  es	  la	  

dificultad	  para	  transformar	  las	  cepas	  seleccionadas.	  El	  método	  de	  elección	  más	  común	  

para	   introducir	   ADN	   exógeno	   es	   la	   electroporación.	   Aunque	   se	   han	   descripto	  

protocolos	   para	   una	   eficiente	   electroporación	   para	   algunas	   cepas	   de	   las	   especies	  

Lactococcus	  lactis,	  L.	  plantarum	  y	  Streptococcus	  thermophilus,	  para	  otras	  especies	  las	  

frecuencias	  son	  bajas	  e	  incluso	  nulas	  (i.e.,	  L.	  delbrueckii).	  Con	  el	  objetivo	  de	  definir	  y	  

optimizar	  la	  eficiencia	  de	  transformación	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  se	  utilizaron	  distintos	  

plásmidos	   y	   se	   evaluaron	   diferentes	   protocolos	   para	   generar	   células	   electro-‐

competentes.	   Se	   ensayaron	   protocolos	   que	   utilizan	   NaCl,	   penicilina	   y	   glicina	   (en	  

distintas	   concentraciones)	   para	   debilitar	   la	   pared	   celular	   de	   este	   microorganismo	  

Gram	  positivo	  (Luchansky	  y	  col.,	  1989;	  Ausbel	  F,	  1999;	  Turner	  y	  col.,	  1999;	  Mason	  y	  

col.,	  2005;	  Lo	  y	  col.,	  2009;	  Stephenson	  y	  col.,	  2011),	  a	  veces	  modificando	  y	  combinando	  

algunos	   de	   estos	   métodos.	   También	   se	   probaron	   distintas	   condiciones	   de	  

electroporación:	  600	  W	  25	  µF	  1,8	  kV	  o	  2,5	  kV	  y	  200	  W	  25	  µF	  1,8	  kV	  o	  2,5	  kV.	  Como	  

resultado	  de	  estos	  estudios	  se	  optimizó	  un	  protocolo	  en	  el	  que	  se	  utiliza	  penicilina	  0,7	  

µg/mL	  y	  como	  condiciones	  de	  electroporación	  600	  W	  25	  µF	  1,8	  kV,	  obteniendo	  una	  

eficiencia	   de	   transformantes	   de	   7,4	   x	   102	   UFC/mL	   µg	   ADN	   con	   el	   plásmido	  

p29cat232Small	  y	  de	  6,4	  x	  104UFC/mL	  µg	  ADN	  con	  el	  plásmido	  pJP042	  (van	  Pijkeren	  y	  

Britton,	   2012).	   Sin	   embargo,	   no	   se	   logró	   transformar	   la	   cepa	   CRL	   1101	   con	   los	  

plásmidos	  pGhost	  (Biswas	  y	  col.,	  1993;	  Maguin	  y	  col.,	  1996),	  pRV85	  (Gory	  y	  col.,	  2001),	  

p3B1	  (Cuozzo,	  2002),	  y	  pTVC_lac	  (Poyart	  y	  Trieu-‐Cuot,	  1997),	  que	  son	  los	  plásmidos	  



	   75	  

que	  facilitan	  la	  incorporación	  insercional	  de	  los	  genes	  blanco,	  necesarios	  para	  estudios	  

de	  expresión	  u	  otros	  estudios.	  	  

El	  uso	  de	  plásmidos	  no	  replicativos,	  de	   inserción	  por	  simple	  recombinación,	  no	   fue	  

tampoco	  satisfactorio.	  En	  este	  caso,	  utilizamos	  el	  vector	  pRV300	  (Leloup	  y	  col.,	  1997)	  

para	  clonar	  una	  región	  interna	  al	  gen	  ldh	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  obtener	  el	  plásmido	  

recombinante	   denominado	   p::ldhCRL1101	   (Fig.	   37	   del	   anexo).	   Se	   obtuvieron	  

resultados	   negativos	   con	   múltiples	   experimentos	   de	   electroporación	   de	   células	  

electro-‐competentes	   de	   CRL	   1101	   con	   p::ldhCRL1101	   a	   pesar	   de	   haber	   utilizado	  

distintas	  concentraciones	  de	  eritromicina.	  De	  todas	  formas,	  y	  habiendo	  transformado	  

CRL	  1101	  con	  el	  plásmido	  pJP042,	  se	  buscó	  generar	  mutaciones	  puntuales	  en	  el	  gen	  

mdh	  mediante	   la	   técnica	   de	  Recombineering	   (van	   Pijkeren	   y	   Britton,	   2012).	   Como	  

control	  del	  sistema,	   las	  células	  de	  CRL	  1101	  transformadas	  con	  el	  plásmido	  pJP042,	  

que	  expresa	  la	  función	  RecT	  necesaria	  para	  la	  recombinación,	  fueron	  electroporadas	  

con	   el	   oligonucleótido	   oJP577	   (Materiales	   y	   Métodos)	   que	   modifica	   a	   la	   RNA	  

polimerasa	   haciéndola	   resistente	   a	   rifampicina.	   Los	   resultados	   mostraron	   que	   el	  

mecanismo	  de	  Recombineering	  era	  activo	  en	  la	  cepa	  CRL	  1101,	  ya	  que	  se	  obtuvieron	  

1,68	  x	  103	  UFC/mL	  electrotransformantes	  resistentes	  a	  25	  µg/mL	  del	  antibiótico.	  Por	  

lo	   tanto,	   diseñamos	   los	   oligonucleótidos	   necesarios	   para	   generar	   la	  mutante	  mdh	  

deseada,	  incorporando	  en	  los	  cebadores	  dos	  codones	  stop	  sucesivos	  necesarios	  para	  

producir	  una	  proteína	   trunca	  y	   sin	   función.	  Luego,	   se	   transformó	   la	  cepa	  CRL	  1101	  

conteniendo	  el	  plásmido	  pJP042	  con	  el	  oligonucleótido	  oMDH	  y	  las	  potenciales	  células	  

recombinantes	  se	  seleccionaron	  a	  través	  de	   la	  reacción	  MAMA	  PCR	  (PCR	  Mismatch	  

Amplification	  Mutation	  Assay)	  (Qiang	  y	  col.,	  2002).	  Sin	  embargo,	  las	  actividades	  MDH	  

de	  las	  potenciales	  cepas	  recombinantes	  fueron	  similares	  a	  los	  valores	  de	  MDH	  de	  la	  

cepa	   control.	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	   la	  mutación	   diseñada	   podría	   no	   estar	  

afectando	  la	  actividad	  de	  la	  enzima	  MDH	  de	  cepa	  CRL	  1101	  o	  que	  posee	  más	  de	  una	  

enzima	  con	  función	  MDH,	  aunque	  no	  pudo	  identificarse	  una	  segunda	  enzima	  MDH	  en	  

los	  análisis	  de	  regiones	  homólogas	  al	  gen	  mdh.	  	  

Ante	   los	   inconvenientes	   expuestos	   y	   luego	   de	   intenso	   trabajo,	   concentramos	   los	  

estudios	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  cepa	  aislada	  en	  el	  año	  2015	  y	  seleccionada	  por	  su	  
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alta	  producción	  de	  manitol	  a	  partir	  de	  fructosa.	  Además,	  con	  este	  microorganismo	  se	  

obtuvo	  una	  muy	  buena	  eficiencia	  de	  transformación	  (105	  transformantes/mL	  µg	  ADN).	  	  

Aislamiento	  de	  mutantes	  mdh-‐	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  

Con	  el	  objetivo	  de	  confirmar	   los	  estudios	  realizados	   in	  silico	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034,	  se	  

buscó	  generar	  una	  cepa	  carente	  de	  actividad	  MDH	  mediante	  el	  uso	  de	  un	  plásmido	  

insercional	  no	  replicativo.	  Para	  ello,	  se	  diseñó	  y	  generó	  el	  vector	  de	  inserción	  p::mdh	  

(Fig.	   17):	   se	   amplificó	   un	   fragmento	   de	   450	   pb,	   interno	   al	   gen	  mdh	   de	   CRL	   2034,	  

utilizando	   los	   primers	   Frumdh	   f	   y	   Frumdh	   r	   (Materiales	   y	   Métodos);	   el	   amplicón	  

obtenido	  fue	   luego	  tratado	  con	  las	  enzimas	  EcoRI	  y	  HindIII	  y	  clonado	  en	  el	  plásmido	  

pRV300	   (tratado	   con	   las	  mismas	   enzimas	   de	   restricción).	   El	   plásmido	   recombinante	  

p::mdh	  fue	  recuperado	  en	  células	  de	  E.	  coli	  y	  luego	  electroporado	  en	  células	  electro-‐

competentes	   de	  CRL	   2034.	   Las	   posibles	  mutantes	  mdh-‐,	   seleccionadas	   en	   placas	   de	  

MRS-‐Fru	  agar	  con	  1	  µg/mL	  de	  eritromicina,	  se	  evaluaron	  mediante	  reacciones	  de	  PCR	  

utilizando	  los	  cebadores	  Em-‐f+Em-‐r,	  T3+	  Mdh1	  y	  T7+Mdh3.	  En	  la	  Fig.	  18A	  se	  representa	  

la	   inserción	   del	   plásmido	   p::mdh	   en	   el	   cromosoma	   de	   CRL	   2034	   generando	   la	  

interrupción	   del	   gen	   mdh;	   mientras	   que	   en	   la	   Fig.	   18B	   se	   muestra	   una	   foto	   de	  

electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  de	  los	  fragmentos	  amplificados	  con	  los	  mencionados	  

cebadores,	   que	   confirman	   la	   inserción	   del	   plásmido	   p::mdh	   en	   las	   mutantes	   CRL	  

2034::mdh.	  

En	  la	  Fig.	  18C	  se	  muestran	  resultados	  idénticos	  de	  la	  reacción	  rep-‐PCR,	  realizados	  con	  

el	  cebador	  (GTG)5,	  para	  las	  células	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::mdh.	  Estos	  datos	  y	  la	  idéntica	  

secuenciación	  del	  gen	  16S	  rRNA	  en	  ambas	  cepas	  confirmaron	  que	  la	  mutante	  provenía	  

de	   la	   cepa	   parental.	   Además,	   en	   la	   Fig.	   18B	   se	   observa	   solo	   en	   la	   mutante	   CRL	  

2034::mdh,	  y	  no	  en	  la	  célula	  original	  CRL	  2034,	  una	  amplificación	  positiva	  y	  de	  tamaños	  

esperados	  de:	  un	  fragmento	  del	  gen	  de	  Em	  (623	  pb)	  y	  de	  dos	  fragmentos	  de	  774	  pb	  y	  

de	  1028	  pb	  obtenidos,	  respectivamente,	  con	  la	  combinación	  de	  cebadores	  T3+Mdh1	  

y	  T7+Mdh3.	  Además,	  mediante	  la	  secuenciación	  de	  estos	  dos	  amplicones	  se	  confirmó	  

la	  correcta	  inserción	  del	  plásmido	  p::mdh.	  	  



	   77	  

Figura	  17.	  Construcción	  del	  plásmido	  p::mdh.	  
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Figura	  18.	  A)	  Esquema	  de	  inserción	  del	  plásmido	  p::mdh	  y	  posición	  de	  los	  cebadores	  
utilizados;	  B)	  Gel	  de	  agarosa	  con	  los	  productos	  amplificados.	  En	  calles	  1	  y	  2	  se	  observa	  
la	  amplificación	  de	  parte	  del	  gen	  Em;	  calles	  3,	  4	  y	  5:	  productos	  amplificados	  con	  los	  
oligos	  T3-‐Mdh1,	  observándose	  positiva	  para	  ::mdh	  (774	  pb);	  calles	  6,	  7	  y	  8:	  productos	  
de	  PCR	  con	  los	  cebadores	  T7-‐Mdh3	  observándose	  positiva	  para	  ::mdh	  (1028	  pb).	  Se	  
utilizaron	  como	  controles	  el	  plásmido	  pRV300	   (positivo	  para	  Em	  y	  negativo	  para	  el	  
resto	   de	   los	   oligos)	   y	   ADN	   cromosómico	   de	   CRL	   2034	   (control	   negativo	   de	   la	  
combinación	  de	  oligos);	  C)	  perfiles	  de	  rep-‐PCR	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::mdh	  
y	  marcador	  de	  peso	  molecular	  (calle	  1).	  
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Se	  realizaron	  luego	  ensayos	  de	  actividad	  MDH	  y	  de	  producción	  de	  manitol.	  Para	  los	  

ensayos	  de	  actividad	  se	  hicieron	  crecer	  las	  cepas	  WT	  y	  mutante	  durante	  8	  h	  a	  30	  °C	  en	  

medio	  líquido	  MRS-‐Fru	  2	  %	  con	  agitación.	  Se	  utilizó	  un	  extracto	  libre	  de	  célula	  para	  

realizar	   el	   ensayo	   de	   actividad.	   En	   la	   Fig.	   19	   se	  muestran	   los	   valores	   de	   actividad	  

específica	   obtenidos	  para	   ambas	   cepas;	   se	   observa	  que	   la	   cepa	  CRL	   2034::mdh	  no	  

posee	  actividad	  MDH.	  De	  igual	  forma,	  no	  se	  detectó	  manitol	  en	  el	  sobrenadante	  de	  

las	  mismas,	  luego	  de	  24	  h	  de	  incubación.	  Estos	  ensayos	  demuestran	  la	  inserción	  del	  

plásmido	  p::mdh,	  generando	  la	  interrupción	  del	  gen	  mdh,	  y	  sugieren	  que	  el	  gen	  mdh	  

es	  el	  único	  gen	  involucrado	  en	  la	  conversión	  de	  fructosa	  a	  manitol	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034.	  

Figura	  19.	  Actividad	  específica	  MDH	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  la	  mutante	  CRL	  2034::mdh.	  
	  

Ensayos	  de	  clonado	  del	  gen	  mdh	  y	  mdh-‐per	  

Con	  el	  objetivo	  de	  complementar	  la	  mutación	  mdh	  se	  buscó	  clonar	  y	  expresar	  el	  gen	  

mdh	  y	  los	  genes	  mdh-‐per	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  en	  esta	  misma	  cepa,	  en	  las	  cepas	  

mutantes	  generadas	  más	  adelante	  y	  en	  otras	  cepas	  de	  BL	  no	  productoras	  de	  manitol.	  

Para	  ello,	  utilizando	  una	  variedad	  de	  cebadores	  específicos	  (ver	  Materiales	  y	  Métodos),	  

se	  amplificaron	  los	  genes	  mdh-‐per	  en	  un	  fragmento	  de	  2010	  pb	  y	  el	  gen	  mdh	  en	  un	  

fragmento	   de	   1229	   pb.	   Los	   vectores	   de	   clonado	   usados	   fueron	   los	   plásmidos	   p3B1	  

(CmR),	  pRV300	   (EmR)	  y	  pBlueScript	  SKII+	   (AmpR).	  Se	  usó	  este	  último	  plásmido	  para	  

clonar	   los	   genes	  mdh	   y	  mdh-‐per	   y	   además	   los	   genes	   que	   confieren	   resistencia	   a	  
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cloranfenicol	  y	   la	  proteína	   iniciadora	  de	   la	   replicación	  RepB	  del	  plásmido	  p3B1	  para	  

poder	  ser	  expresados	  en	  BL.	  A	  pesar	  de	   los	  múltiples	   intentos	  de	  clonado	  (datos	  no	  

mostrados),	  no	  se	  consiguió	  aislar	  ningún	  vector	  recombinante	  que	  posea	  estos	  genes.	  

Los	  plásmidos	  recombinantes	  recuperados	  poseían	  como	  inserto	  solo	  una	  parte	  de	  la	  

permeasa,	   lo	  que	   sugiere	  que	   la	   expresión	  de	  estos	   genes	  podrían	  estar	   ejerciendo	  

algún	  efecto	  tóxico	  en	  E.	  coli.	  

Aislamiento	  de	  mutantes	  en	  genes	  relacionados	  a	  la	  biosíntesis	  de	  manitol	  

y	  al	  balance	  redox	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  	  

La	  enzima	  MDH	  requiere	  del	  cofactor	  NAD(P)H	  para	  convertir	  fructosa	  en	  manitol.	  En	  

las	  BL	  heterofermentativas,	  el	  NAD(P)H	  es	  producido	  durante	  las	  primeras	  etapas	  de	  

fermentación	   de	   azúcares	   y	   es	   regenerado	   a	   NAD(P)+	   por	   las	   enzimas	   lactato	  

deshidrogenasa	   (LDH),	   en	   la	   reducción	   de	   piruvato	   a	   lactato,	   y	   alcohol/aldheído	  

deshidrogenasa,	  en	  la	  conversión	  de	  acetilfosfato	  a	  etanol,	  manteniendo	  así	  el	  balance	  

redox	  de	  las	  células.	  Como	  se	  indicó	  en	  la	  Introducción,	  aunque	  F.	  tropaeoli	  es	  una	  BL	  

heterofermentativa,	   carece	   o	   es	   muy	   baja	   la	   actividad	   de	   la	   enzima	  

acetaldehído/alcohol	  deshidrogenasa	  (ADH)	  (Maicas	  y	  col.,	  2002;	  Endo	  y	  col.,	  2014);	  

por	   ello	   su	   necesidad	   de	   utilizar	   aceptores	   externos	   de	   electrones	   para	   oxidar	   el	  

NAD(P)H	  a	  NAD(P)+	  (Fig.	  20).	  	  

Para	   la	   producción	   de	   manitol	   o	   sorbitol	   es	   necesario	   modificar	   las	   condiciones	  

metabólicas	  de	   la	  célula	  de	  manera	  tal	  que	  haya	  abundancia	  de	  NAD(P)H	  para	  una	  

eficiente	   reducción	   de	   los	   azúcares	   a	   polioles	   y	   mantener	   así	   el	   balance	   redox	  

NAD(P)H/NAD(P)+.	   Por	   ello,	   una	  estrategia	  utilizada	   frecuentemente	  es	  bloquear	   la	  

formación	  natural	  de	  protones	  como	  la	  formación	  de	  lactato	  o	  etanol	  en	  las	  últimas	  

etapas	  de	  la	  glicólisis	  (Neves	  y	  col.,	  2002;	  Viana	  y	  col.,	  2005).	  	  

Así,	  para	  desviar	  la	  vía	  metabólica	  del	  NAD(P)H	  utilizado	  en	  la	  producción	  de	  lactato	  

hacia	  la	  producción	  de	  manitol,	  se	  buscó	  mutar	  el/los	  gen/es	  lactato	  deshidrogenasa	  

(ldh)	  presentes	  en	  el	  genoma	  de	  CRL	  2034.	  Otro	  gen	  que	  se	  estableció	  como	  blanco	  a	  

mutar,	  a	  fin	  de	  determinar	  su	  contribución	  en	  la	  biosíntesis	  de	  manitol,	  fue	  el	  gen	  per	  
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(fructosa	   permeasa)	   que	   se	   encuentra	   formando	   un	   operón	   junto	   a	  mdh	   como	   se	  

mencionó	  anteriormente.	  	  

En	  la	  secuencia	  del	  genoma	  de	  CRL	  2034	  determinamos	  la	  presencia	  de	  tres	  genes	  que	  

codifican	  para	  enzimas	  con	  actividad	  lactato	  deshidrogenasa	  (genes	  ldh)	  y	  confirmamos	  

la	  ausencia	  de	  un	  gen	  con	  actividad	  alcohol	  deshidrogenasa	  (adh).	  En	  cuanto	  a	  los	  genes	  

ldh	  encontramos	  dos	  genes	  D-‐ldh	  (que	  denominamos	   ldh1	  y	   ldh2)	  y	  uno	  L-‐ldh	   (ldh3)	  

(Fig.	  21),	  lo	  que	  se	  corresponde	  con	  los	  datos	  publicados	  que	  describen	  que	  bacterias	  

de	  esta	  la	  especie	  producen	  los	  isómeros	  D-‐	  y	  L-‐	  del	  ácido	  láctico	  en	  una	  relación	  (9:1)	  

(Endo	  y	  col.,	  2011).	  Los	  dos	  genes	  D-‐ldh	  se	  encuentran	  en	  el	  contig	  6	  del	  genoma	  de	  

CRL	  2034;	  son	  genes	  homólogos	  (79	  %	  de	  identidad)	  y	  están	  organizados	  en	  un	  operón	  

bicistrónico	  (ldh1ldh2).	  Cada	  gen	  D-‐ldh	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  331	  aa,	  con	  una	  

identidad	  entre	  ellas	  del	  74	  %	  (87	  %	  positivos).	  A	  su	  vez,	  ldh3	  es	  un	  gen	  monocistrónico	  

que	  se	  encuentra	  en	  el	  contig	  12;	  su	  identidad	  con	  los	  genes	  ldh1	  y	  ldh2	  es	  de	  27	  y	  31	  

%,	  respectivamente,	  y	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  308	  aa.	  

Para	  generar	  las	  mutantes	  en	  los	  genes	  ldh	  y	  per,	  se	  utilizó	  la	  misma	  técnica	  de	  simple	  

recombinación	  usada	  para	  el	  aislamiento	  de	  la	  mutante	  CRL	  2034::mdh.	  Para	  mutar	  el	  

gen	  per,	  se	  amplificó	  un	  fragmento	  interno	  del	  gen	  (430	  pb)	  utilizando	  los	  oligos	  dPer1	  

y	  dPer2;	  para	  mutar	  de	  los	  genes	  ldh1,	  ldh2	  y	  ldh3	  las	  regiones	  internas	  amplificadas	  de	  

cada	  gen	  fueron,	  respectivamente,	  de	  464	  pb	  (cebadores	  Ldh-‐1-‐Ft+	  Ldh2-‐Ft),	  466	  pb	  

(Ldh-‐3-‐Ft+	   Ldh-‐2-‐Ft),	   y	   448	   pb	   (Ldh-‐4-‐Ft+	   Ldh-‐5-‐Ft	   (ver	   Tabla	   de	   cebadores	   en	  

Materiales	   y	  Métodos).	   Los	   fragmentos	   amplificados	   se	   clonaron	  en	   el	   plásmido	  de	  

inserción	  pRV300	  y	  una	  vez	   recuperados	  en	  E.	   coli,	   los	  plásmidos	   recombinantes	   se	  

electroporaron	  en	  células	  de	  CRL	  2034	  electro-‐competentes.	  Se	  aislaron	  y	  analizaron	  

las	  colonias	  de	  CRL	  2034	  resistentes	  a	  eritromicina	  mediante	  reacciones	  rep-‐PCR	  (Fig.	  

22)	   y	   secuenciación	   del	   gen	   16S	   rRNA,	   para	   corroborar	   que	   las	   cepas	   mutantes	  

provenían	  de	  la	  misma	  cepa	  parental.	  	  A	  su	  vez,	  se	  corroboró	  la	  correcta	  inserción	  del	  

plásmido	  en	  los	  genomas	  de	  las	  células	  mutadas	  por	  secuenciación.	  
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Figura	  20.	  Esquema	  (simplificado)	  de	  la	  fermentación	  de	  hexosas	  y	  pentosas	  en	  bacterias	  lácticas	  
heterofermentativas.	  
Con	   letra	   roja	   se	   indican	   las	   reacciones	   que	   regeneran	   NAD(P)+.	   MDH:	   manitol	  
deshidrogenasa;	  LDH:	  lactato	  deshidrogenasa;	  ADH:	  alcohol	  deshidrogenasa	  (ausente	  en	  
F.	  tropaeoli).	  	  
	  

Figura	  21.	  Esquema	  de	  los	  operones	  ldh	  encontrados	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  

L"ldh3
927$pb
308$aa

D"ldh1 D"ldh2
996$pb
331$aa

996$pb
331$aa

contig 6

contig 12
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Una	  vez	  obtenidas	  las	  mutantes	  CRL	  2034::per,	  CRL	  2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  

2034::ldh3	  se	  realizaron	  ensayos	  de	  actividad	  MDH	  con	  células	  crecidas	  en	  MRS-‐Fru	  2	  

%,	  a	  30	  °C	  y	  bajo	  agitación.	  Como	  se	  observó	  que	  CRL	  2034::ldh1	  crece	  más	  lento	  que	  

las	  demás	  cepas,	  la	  toma	  de	  muestra	  en	  este	  caso	  se	  realizó	  con	  células	  cosechadas	  

durante	  la	  fase	  exponencial	  tardía,	  que	  corresponde	  a	  la	  fase	  de	  crecimiento	  donde	  la	  

cepa	  salvaje	  presenta	  la	  mayor	  actividad.	  

Los	   estudios	   enzimáticos	   revelaron	   que	   la	   mutante	   CRL	   2034::ldh1	   posee	  

aproximadamente	   el	   doble	   de	   actividad	   MDH	   (7,47	   U/mg	   proteína)	   que	   la	   cepa	  

original	   (CRL	   2034:	   4,15	   U/mg	   proteína),	   mientras	   no	   se	   observó	   un	   aumento	  

significativo	  de	  la	  actividad	  MDH	  (::per	  5,35,	  ::ldh2	  5,27,	  ::ldh3	  4,90	  U/mg	  proteína)	  

con	  las	  otras	  mutantes	  (Fig.	  23).	  

Figura	  22.	  Gel	  de	  agarosa	  que	  muestra	  los	  perfiles	  de	  rep-‐PCR	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034	  y	  sus	  
mutantes	  CRL	  2034::per,	  CRL	  2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3.	  1	  Kb,	  marcador	  
de	  peso	  molecular.	  
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Figura	  23.	  Actividad	  específica	  de	  MDH	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034	  y	  sus	  mutantes	  CRL	  2034::per,	  CRL	  
2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3.	  

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

CRL/2034 ::mdh/ ::per ::ldh1 ::ldh2/ ::ldh3/

Ac
tiv
id
ad
/M

DH
/(
U
/m

g/
pr
ot
eí
na
)



	  

	  

	  

	  

	  

	  

Crecimiento	  y	  actividades	  enzimáticas	  relacionadas	  

con	  la	  producción	  de	  manitol	  por	  Fructobacillus	  

tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  sus	  mutantes	  

	  



	  

	  

	  

	  



	   87	  

CAPÍTULO	   2:	   Crecimiento	   y	   actividades	   enzimáticas	   relacionadas	   con	   la	  
producción	  de	  manitol	  por	  Fructobacillus	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  sus	  mutantes	  
	  

Introducción	  

Ciertas	  BL,	  en	  particular	  de	  los	  géneros	  Lactococcus	  y	  Lactobacillus,	  se	  han	  utilizado	  

como	  microorganismos	   productores	   de	   una	   diversidad	   de	   compuestos	   incluyendo	  

compuestos	  químicos,	  ingredientes	  alimenticios,	  nutracéuticos	  y	  otros	  metabolitos	  de	  

alto	  valor.	  La	  comprensión	  de	  las	  vías	  celulares	  combinadas	  con	  la	  disponibilidad	  de	  

herramientas	   genéticas	   permite	   el	   cambio	   deliberado	   y	   racional	   del	   metabolismo	  

primario	   en	   BL	   y,	   en	   consecuencia,	   la	   generación	   de	   fábricas	   celulares	   para	   la	  

producción	   de	   plataformas	   y	   bioquímicos	   de	   alto	   valor	   a	   través	   de	   la	   ingeniería	  

metabólica	  (Gaspar	  y	  col.,	  2013).	  

En	  este	  capítulo	  presentamos	  los	  análisis	  microbiológico	  y	  enzimático	  comparativos	  

realizados	   entre	   la	   cepa	  F.	   tropaeoli	  CRL	   2034	   y	   sus	  mutantes	   (obtenidas	   como	   se	  

describe	   en	   el	   capítulo	   1),	   con	   el	   fin	   de	   determinar	   la	   contribución	   de	   los	   genes	  

mutados	  en	  el	  metabolismo	  de	  manitol	  de	  CRL	  2034.	  Esta	  información	  permitirá	  sentar	  

las	  bases	  moleculares	  para	  utilizar	  esta	  cepa	  como	  fábrica	  celular	  de	  manitol.	  	  

Resultados	  	  

Se	   realizaron	   estudios	   comparativos	   entre	   la	   cepa	   original	   y	   sus	   mutantes	   CRL	  

2034::mdh,	   CRL	   2034::ldh1,	   CRL	   2034::ldh2,	   CRL	   2034::ldh3,	   y	   CRL	   2034::per	   con	  

respecto	   al	   crecimiento	   de	   las	   mismas	   en	   los	   medios	   MRS	   y	   MRS-‐Fru,	   tanto	   en	  

condiciones	  aeróbicas	  como	  anaeróbicas.	  Además,	  se	  comparó	  el	  crecimiento	  a	  30	  °C	  

de	  todas	  las	  cepas	  (CRL	  2034	  y	  mutantes)	  en	  medio	  FYP	  con	  glucosa	  20	  %	  y	  fructosa	  

40	  %,	   incubadas	   en	   condición	   estática	   y	   agitada	   (200	   r.p.m.).	   Se	   determinaron	   los	  

parámetros	   cinéticos	   (velocidad	   máxima	   de	   crecimiento	   y	   de	   acidificación),	  

actividades	  enzimáticas	  MDH	  y	  LDH,	  consumo	  de	  azúcares	  y	  producción	  de	  manitol	  y	  

ácido	  láctico.	  Estos	  estudios	  nos	  permitieron	  predecir	  la	  contribución	  de	  las	  funciones	  

genéticamente	  modificadas	  en	  la	  eficiencia	  de	  producción	  de	  manitol	  por	  la	  cepa	  CRL	  

2034.	  
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Análisis	  comparativo	  de	  los	  fenotipos	  de	  las	  mutantes	  aisladas	  

Mutante	  mdh-‐	  

Como	  se	  indicó,	  F.	  tropaeoli	  sólo	  crece	  en	  presencia	  de	  glucosa	  si	  un	  aceptor	  externo	  

de	   electrones	   (i.e.,	   fructosa)	   se	   encuentra	   presente	   en	   el	  medio	   de	   cultivo.	   Así,	   la	  

mutante	   aislada	  CRL	   2034::mdh,	   deficiente	   en	   actividad	  MDH,	   no	  podría	   utilizar	   la	  

fructosa	  como	  aceptor	  externo	  de	  electrones	  y	  necesitaría	  de	  un	  aceptor	  alternativo	  

de	  electrones	  (i.e,	  el	  O2)	  para	  crecer	  en	  un	  medio	  que	  contenga	  glucosa	  +	  fructosa.	  Los	  

resultados	  presentados	  en	  la	  Fig.	  24	  confirman	  esta	  predicción.	  Cuando	  las	  cepas	  CRL	  

2034	  (control)	  y	  CRL	  2034::mdh,	  crecidas	  a	  30	  °C	  en	  caldo	  MRS-‐Fru	  con	  una	  agitación	  

de	  200	  r.p.m.,	  fueron	  diluidas	  y	  sembradas	  en	  medios	  agarizados	  de	  MRS	  y	  MRS-‐Fru,	  

solo	   la	  cepa	  CRL	  2034	  fue	  capaz	  de	  crecer	  (en	  todas	   las	  diluciones	  realizadas)	  en	  el	  

medio	  MRS-‐Fru	  en	  condiciones	  anaeróbicas,	  utilizando	  en	  este	  caso	  a	  la	  fructosa	  como	  

aceptor	  de	  electrones	  (Fig.	  24B).	  En	  la	  Fig.	  24,	  se	  observa	  que	  ambas	  cepas	  crecieron	  

en	  medio	  MRS	  en	  condiciones	  aeróbicas,	  pero	  no	  lo	  hacen	  en	  condiciones	  anaeróbicas	  

(ausencia	  de	  aceptor	  externo	  de	  electrones).	  En	  cambio	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh	  solo	  

crece	   en	   aerobiosis	   y	   no	   en	   anaerobiosis	   (Fig.	   24B;	   usando	   O2	   como	   aceptor	   de	  

electrones	  externos),	  a	  pesar	  de	  estar	  disponible	  la	  fructosa.	  

La	  dependencia	  del	  O2	  para	  el	  crecimiento	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh	  también	  se	  puede	  

observar	  en	  medio	  líquido	  usando	  tubos	  de	  poco	  volumen	  (poco	  aire	  disponible)	  y	  con	  

agitación	  suave.	  En	  la	  Fig.	  25	  se	  muestra	  el	  crecimiento	  en	  caldo	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034	  

y	  CRL	  2034::mdh	   en	  medio	  MRS-‐Fru	   incubadas	   a	   30	   °C	  y	   120	   r.p.m.	  durante	  10	  h.	  

Mientras	  la	  cepa	  CRL	  2034	  presenta	  un	  crecimiento	  homogéneo	  en	  todo	  el	  tubo,	  la	  

cepa	  CRL	  2034::mdh	  crece	  solo	  en	   la	  parte	  superior	  del	  tubo	  (superficie	  con	  mayor	  

columna	  de	   oxígeno).	   Los	   resultados	   observados,	   tanto	   en	  medio	   líquido	   como	  en	  

medio	   sólido,	   confirman	   el	   fenotipo	   esperado	   de	   la	   mutante	   CRL	   2034::mdh	   y	  

contribuyen	  a	  reafirmar	  que	  el	  gen	  mutado	  es	  el	  único	  gen	  del	  genoma	  de	  F.	  tropaeoli	  

CRL	  2034	  comprometido	  en	   la	  conversión	  de	   fructosa	  a	  manitol	  en	   las	  condiciones	  

ensayadas.	  	  
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Figura	  24.	  Crecimiento	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::mdh	  en	  condiciones	  anaeróbicas	  y	  
aeróbicas	  en	  medio	  MRS	  (A)	  y	  MRS-‐Fru	  (B).	  

Figura	  25.	  Crecimiento	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::mdh	  en	  tubos	  con	  caldo	  MRS-‐Fru	  
incubados	  a	  30	  °C	  con	  agitación	  suave.	  

Anaerobiosis Aerobiosis

CRL-2034 ::mdh CRL-2034 ::mdh

A

Anaerobiosis Aerobiosis

CRL-2034 ::mdh CRL-2034 ::mdh

B

CRL$2034 ::mdh

crecimiento
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Mutantes	  CRL	  2034::per,	  CRL	  2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3	  

A	   diferencia	   de	   CRL	   2034::mdh,	   las	   mutantes	   CRL	   2034::per,	   CRL	   2034::ldh1,	   CRL	  

2034::ldh2	   y	   CRL	   2034::ldh3	   no	   mostraron	   una	   dependencia	   de	   oxígeno	   para	   su	  

crecimiento.	   Se	   observó	   que	   las	   mutantes	   CRL	   2034::per,	   CRL	   2034::ldh2	   y	   CRL	  

2034::ldh3	  se	  comportaban	  fenotípicamente	  como	  la	  cepa	  control	  en	  medio	  MRS-‐Fru.	  

Sin	   embargo,	   CRL	   2034::ldh1	  mostró	   diferencias	   en	   el	   tamaño	  de	   sus	   colonias	   con	  

respecto	  a	  la	  cepa	  parental	  y	  a	  las	  demás	  mutantes.	  En	  la	  Fig.	  26A	  se	  observa	  una	  placa	  

de	   MRS-‐Fru	   sembrada	   con	   las	   mutantes	   CRL	   2034::ldh1,	   CRL	   2034::ldh2	   y	   CRL	  

2034::ldh3	  incubadas	  a	  30	  °C	  por	  48	  h.	  Se	  puede	  apreciar	  que	  la	  colonia	  de	  la	  cepa	  CRL	  

2034::ldh1	  es	  mucho	  mas	  pequeña	  que	  la	  de	  las	  otras	  cepas.	  Además	  al	  microscopio	  

óptico,	  la	  mutante	  ldh1-‐	  muestra	  células	  más	  delgadas	  y	  alargadas	  con	  respecto	  a	  la	  

cepa	  parental	  (Fig.	  26B).	  	  

Cuando	  se	  compararon	  las	  células	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::ldh1	  mediante	  microscopía	  

electrónica	   de	   transmisión	   (Fig.	   27),	   se	   observó	   la	   presencia	   de	   invaginaciones	  

(posiblemente	   mesosomas)	   en	   las	   células	   de	   la	   cepa	   mutante	   (Fig.	   27	   C	   y	   D),	  

estructuras	   membranosas	   no	   observadas	   en	   las	   células	   de	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034.	  

Además,	  se	  midió	  el	  espesor	  de	  la	  pared	  celular,	  	  encontrándose	  que	  el	  promedio	  del	  

espesor	  de	  las	  paredes	  celulares	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  es	  más	  gruesa	  (16,82	  nm	  ±	  

0,14)	  que	  las	  de	  las	  células	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034	  (15,66	  nm	  ±	  0,80).	  
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Figura	  26.	  Fenotipos	  distintivos	  de	  la	  mutante	  ldh1-‐.	  
(A)	  Colonias	  de	  las	  mutantes	  CRL	  2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3	  crecidas	  en	  
MRS-‐Fru	  a	  30	  °C	  durante	  48	  h;	  (B)	  Morfología	  celular	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034	  
::ldh1	  crecidas	  en	  FYP	  a	  30	  °C	  durante	  16	  h	  al	  microscopio	  óptico	  (1000	  X).	  

	  

CRL$2034 ::ldh1

::ldh1

::ldh3::ldh2
A

B
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Figura	  27.	  Imágenes	  de	  microscopía	  electrónica	  de	  transmisión	  de	  células	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  
2034	  (A	  22800	  X	  y	  B	  34300	  X)	  y	  CRL	  2034::ldh1	  (C	  34300	  X	  y	  D	  56600	  X)	  crecidas	  en	  FYP	  a	  30	  °C	  
durante	  16	  h.	  	  
En	  B	   se	   indica	  como	  se	   tomaron	   las	  medidas	  de	   la	  pared.	  En	  C	  y	  D	   se	  muestran	  con	  
flechas	  las	  estructuras	  membranosas	  encontradas.	  
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Características	  del	  crecimiento	  celular	  en	  condición	  estática	  y	  agitada	  

Como	   se	   indicó,	   los	   estudios	   cinéticos	   de	   crecimiento	   de	   las	   cepas	   en	   estudio	   se	  

realizaron	  en	  medio	  FYP	  (glu	  20	  %	  y	  fru	  40	  %),	  a	  30	  °C,	  y	  en	  condición	  estática	  o	  con	  

agitación	  200	  r.p.m.	  Se	  determinaron	  los	  valores	  de	  DO600nm,	  logUFC/mL	  y	  pH	  (Fig.	  28).	  

En	  todas	  las	  condiciones	  ensayadas,	  el	  comportamiento	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034::ldh2	  y	  

CRL	   2034::ldh3	   fue	   similar	   al	   de	   la	   cepa	   parental	   por	   lo	   que	   no	   se	   muestran	   los	  

resultados	  obtenidos.	  	  

Cultivo	  Estático	  

En	   cultivo	   estático	   (sin	   agitación),	   la	   cepa	   CRL	   2034::mdh	   no	   mostró	   crecimiento	  

confirmando	  la	  necesidad	  de	  esta	  cepa	  de	  un	  aceptor	  externo	  de	  electrones	  distinto	  a	  

la	   fructosa.	   Respecto	   al	   resto	   de	   las	   cepas,	   el	   comportamiento	   de	   las	   cepas	   CRL	  

2034::ldh2	   y	   CRL	   2034::ldh3	   fue	   similar	   al	   de	   la	   cepa	   parental	   (no	  mostrado).	   Sin	  

embargo,	  los	  valores	  de	  DO600nm	  como	  los	  de	  log	  UFC/mL	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034	  fueron	  

más	   elevados	   (mayor	   crecimiento)	   que	   los	   observados	   para	   las	   mutantes	   CRL	  

2034::per	   y	  CRL	  2034::ldh1	   (Fig.	  28;	  estático).	   Se	  observa	   también	  que	   la	   cepa	  CRL	  

2034::ldh1	  posee	  una	  fase	  lag	  más	  prolongada	  que	  los	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034	  y	  CRL	  

2034::per.	  El	  crecimiento	  de	  la	  mutante	  CRL	  2034::per	  es	  mayor	  que	  la	  mutante	  ldh1-‐	  

hasta	  las	  16	  h	  de	  incubación,	  pero	  menor	  en	  todos	  los	  puntos	  comparado	  con	  la	  cepa	  

parental.	   En	   cuanto	   al	   pH,	   se	   observó	   que	   la	   cepa	   control	   disminuye	   el	   pH	   más	  

rápidamente	  que	  el	  resto	  de	  las	  cepas	  en	  estudio,	  seguido	  por	  la	  cepa	  CRL	  2034::per	  y	  

finalmente	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1;	  sin	  embargo,	  los	  valores	  finales	  de	  pH	  de	  todas	  las	  

cepas	  estudiadas	  fueron	  similares	  (aproximadamente	  de	  3,5).	  

En	  la	  Tabla	  7	  se	  incluyen	  los	  valores	  de	  velocidad	  específica	  de	  crecimiento	  máxima	  

(µmax,	  h-‐1)	  y	  la	  velocidad	  máxima	  de	  acidificación	  calculadas	  mediante	  la	  aplicación	  de	  

las	   ecuaciones	   descriptas	   en	  Materiales	   y	  Métodos	   durante	   la	   fase	   de	   crecimiento	  

exponencial.	  A	  pesar	  de	  las	  diferencias	  observadas	  en	  la	  Fig.	  28,	  los	  valores	  en	  Tabla	  7	  

indican	   que	   no	   hay	   diferencias	   significativas	   en	   las	   velocidades	   máximas	   de	  

crecimiento	  y	  de	  acidificación,	  cuando	  se	  determinan	  dichos	  parámetros	  en	  las	  fases
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de	  crecimiento	  exponencial.	  Sin	  embargo,	  la	  mutante	  que	  presentó	  menor	  velocidad	  

máxima	  de	  acidificación	  fue	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  (0,20),	  cepa	  que	  tiene	  mutada	  uno	  

de	   los	   genes	   responsables	   de	   la	   producción	   de	   ácido	   láctico.	   Los	   valores	   también	  

destacan	  que	   las	  mediciones	  de	  estas	  velocidades	  se	  hicieron	  en	  distintos	  tiempos:	  

para	   la	   cepa	   control,	   las	   velocidades	   máximas	   de	   crecimiento	   y	   acidificación	   se	  

tomaron	  entre	  las	  0	  y	  4	  h;	  en	  el	  caso	  de	  la	  mutante	  en	  el	  gen	  permeasa,	  entre	  las	  4	  y	  

las	   8	   h;	   y	   finalmente,	   para	   la	  mutante	   ldh1-‐,	   hubo	   un	   desfasaje	   entre	   la	   velocidad	  

máxima	  de	  crecimiento	  (entre	  las	  8	  a	  12	  h)	  y	  la	  de	  acidificación	  (entre	  las	  6	  y	  10	  h).	  

Cultivo	  Agitado	  

Como	  se	  muestra	  en	  la	  Fig.	  28,	  y	  al	  igual	  que	  lo	  observado	  en	  la	  condición	  estática,	  la	  

cepa	  que	  presentó	  mejor	  crecimiento	  fue	  CRL	  2034.	  Los	  valores	  de	  DO600nm	  de	  las	  tres	  

mutantes	  (CRL	  2034::mdh,	  CRL	  2034::per	  y	  CRL	  2034::ldh1)	  fueron	  similares,	  aunque	  

más	  bajos	  que	  los	  de	  la	  cepa	  control.	  Respecto	  al	  contaje	  celular,	   los	  valores	  de	  las	  

mutantes	  CRL	  2034::per	  y	  CRL	  2034::ldh1	  fueron	  similares,	  aunque	  menores	  a	  los	  de	  

CRL	  2034	  (9,30	  log	  UFC/mL),	  mientras	  los	  valores	  más	  bajos	  de	  UFC/mL	  fueron	  los	  de	  

La	  cepa	  ::mdh.	  En	  cuanto	  al	  potencial	  de	  acidificación,	  CRL	  2034	  fue	  la	  más	  acidificante,	  

seguida	  por	  las	  cepas	  CRL	  2034::per	  y	  CRL	  2034::ldh1.	  La	  capacidad	  acidificante	  de	  la	  

mutante	  CRL	  2034::mdh	  fue	  muy	  limitada,	  alcanzando	  valores	  de	  pH=	  4	  a	  las	  32	  h	  de	  

cultivo	  (versus	  8	  h	  de	  CRL	  2034).	  

A	  pesar	  de	  observar	  diferencias	  en	  el	  crecimiento	  y	  que	  el	  valor	  de	   la	  velocidad	  de	  

crecimiento	   de	   las	   cepas	   CRL	   2034::mdh	   (0,53	   h-‐1)	   y	   CRL	   2034::per	   (0,78	   h-‐1)	   son	  

menores	   que	   el	   control	   (0,94	   h-‐1),	   los	   valores	   de	   µmax	   no	   presentaron	   diferencias	  

significativas.	   En	   cambio,	   todas	   las	   mutantes	   analizadas	   presentaron	   valores	  

significativamente	  menores	  de	  velocidad	  máxima	  de	  acidificación	  comparada	  con	  la	  

cepa	  control	   (Tabla	  7),	  siendo	   la	  mutante	   ldh1-‐	   la	  que	  menor	  valor	  presentó	  (0,14),	  

repitiéndose	  lo	  observado	  en	  la	  condición	  estática.	  	  

De	  igual	  forma	  que	  en	  la	  condición	  estática,	  los	  parámetros	  cinéticos	  se	  calcularon	  a	  

distintos	  tiempos	  de	  incubación.	  La	  velocidad	  máxima	  de	  crecimiento	  para	  F.	  tropaeoli	  

CRL	   2034	   y	   CRL	   2034::per	   se	   determinaron	   entre	   las	   0	   y	   4	   h;	   	   para	   la	   cepa	   CRL	  
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2034::mdh	  entre	  las	  4	  a	  6	  h	  y	  finalmente,	  para	  la	  cepa	  ::ldh1	  entre	  las	  6	  y	  10	  h	  (esta	  

cepa	   fue	   la	   de	   crecimiento	   más	   lento).	   Respecto	   a	   la	   velocidad	   máxima	   de	  

acidificación,	   para	   la	   cepa	   CRL	   2034	   se	   determinó	   entre	   las	   primeras	   6	   h	   de	  

crecimiento,	   mientras	   que	   para	   las	   cepas	   CRL	   2034::mdh,	   CRL	   2034::per	   y	   CRL	  

2034::ldh1	  entre	  las	  4	  y	  8	  h.	  

Tabla	  7.	  Velocidad	  máxima	  de	  crecimiento	  (µmax)	  y	  acidificación	  para	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  sus	  
mutantes	  crecidas	  en	  caldo	  FYP	  a	  30	  °C.	  

En	  condición	  estática	  

Cepa	   Velocidad	  Máxima	  de	  
Crecimiento	  (h-‐1)	  

Velocidad	  Máxima	  de	  
Acidificación	  

CRL	  2034	   0,94	  ±	  0,20A	   (0	  a	  4	  h)	   0,32	  ±	  0,06A	   (0	  a	  4	  h)	  

::per	   0,85	  ±	  0,11A	   (4	  a	  8	  h)	   0,24	  ±	  0,01A	   (4	  a	  8	  h)	  

::ldh1	   1,13	  ±	  0,10A	   (8	  a	  12	  h)	   0,20	  ±	  0,07A	   (6	  a	  10	  h)	  

En	  condición	  agitada	  

Cepa	   Velocidad	  Máxima	  de	  
Crecimiento	  (h-‐1)	  

Velocidad	  Máxima	  de	  
Acidificación	  

CRL	  2034	   0,94	  ±	  0,20A	   (0	  a	  4	  h)	   0,33	  ±	  0,04B	   (0	  a	  6	  h)	  

::mdh	   0,53	  ±	  0,16A	   (4	  a	  6	  h)	   0,19	  ±	  0,01A	   (4	  a	  8	  h)	  

::per	   0,78	  ±	  0,29A	   (0	  a	  4	  h)	   0,22	  ±	  0,03A	   (4	  a	  8	  h)	  

::ldh1	   1,00	  ±	  0,28A	   (6	  a	  10	  h)	   0,14	  ±	  0,01A	   (4	  a	  8	  h)	  
Los	   valores	   entre	   paréntesis	   indican	   las	   horas	   en	   que	   se	   determinaron	   los	   valores	   de	  
velocidad	  máxima	  de	  crecimiento	  y	  acidificación	  para	  cada	  cepa.	  
Valores	  con	  letras	  distintas	  son	  significativamente	  diferentes	  (p	  <	  0,05);	  las	  comparaciones	  
entre	   las	  condiciones	  estudiadas	  se	  realizaron	  mediante	  el	  análisis	  de	   la	  varianza	  (one-‐
way	  ANOVA)	  seguido	  de	  la	  prueba	  de	  Tukey	  HSD.	  

	  

Actividades	  MDH	  y	  LDH	  

Los	  valores	  obtenidos	  de	  actividad	  MDH	  de	  las	  cepas	  en	  estudio	  se	  muestran	  en	  la	  Fig.	  

29	  y	  se	  expresan	  como	  unidades	  enzimáticas	  por	  mg	  de	  proteína	  (actividad	  específica).	  

Con	  el	  objetivo	  que	  todas	  se	  encuentren	  en	  la	  misma	  fase	  de	  crecimiento,	  se	  utilizaron	  
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extractos	   libres	  de	  células	  a	   las	  8	  h	  para	   las	   cepas	  CRL	  2034,	  CRL	  2034::mdh	   y	  CRL	  

2034::per	  y	  de	  16	  h	  para	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1.	  

La	   mutante	   CRL	   2034::ldh1	   mostró	   los	   mayores	   valores,	   estadísticamente	  

significativos,	  en	  ambas	  condiciones	   (7,88	  y	  6,49	  U/mg	  de	  proteína	  en	  condiciones	  

estática	   y	   agitada,	   respectivamente)	   comparados	   con	   los	   valores	  MDH	   del	   control	  

(5,46	  y	  4,29	  U/mg	  de	  proteína,	  condiciones	  estática	  y	  agitada,	  respectivamente).	  Los	  

valores	  MDH	  de	  la	  mutante	  CRL	  2034::per	  no	  mostraron	  diferencias	  significativas	  con	  

respecto	  a	  la	  cepa	  parental.	  Finalmente,	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh	  no	  presentó	  actividad	  

MDH	  en	  la	  condición	  ensayada.	  Se	  observa	  además	  una	  tendencia	  de	  menor	  actividad	  

MDH	   cuando	   las	   cepas	   se	   incuban	   bajo	   agitación,	   lo	   que	   podría	   deberse	   a	   que	   el	  

oxígeno	  presente	  puede	  ser	  utilizado	  como	  aceptor	  de	  electrones,	  reemplazando	  a	  la	  

fructosa	  como	  tal.	  	  

Figura	  29.	  Actividad	  MDH	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  sus	  mutantes	  crecidas	  en	  caldo	  FYP	  a	  30	  °C	  
bajo	  condiciones	  estática	  y	  agitada.	  
Valores	  con	  letras	  distintas	  son	  significativamente	  diferentes	  (p	  <	  0,05);	  las	  comparaciones	  
entre	   las	  condiciones	  estudiadas	  se	  realizaron	  mediante	  el	  análisis	  de	   la	  varianza	  (one-‐
way	  ANOVA)	  seguido	  de	  la	  prueba	  de	  Tukey	  HSD.	  

	  

En	   la	   Fig.	   30	   se	   muestran	   los	   valores	   de	   actividad	   LDH	   de	   las	   cepas	   estudiadas	  

evaluados	  en	  los	  extractos	  celulares	  usados	  para	  determinar	  actividad	  MDH.	  Como	  era	  
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de	  esperar,	  la	  cepa	  que	  menor	  actividad	  LDH	  presentó	  fue	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  

(3,05	  y	  3,45	  U/mg	  de	  proteína	  en	  condiciones	  estática	  y	  agitada,	  respectivamente),	  

valores	  significativamente	  menores	  que	  los	  detectados	  en	  la	  cepa	  control,	  que	  fueron	  

de	  5,83	  y	  6,71	  U/mg	  de	  proteína	  en	  las	  mismas	  condiciones.	  Es	  importante	  recordar	  

que	  la	  cepa	  CRL	  2034	  posee	  tres	  genes	   ldh,	  por	   lo	  que	  los	  valores	  detectados	  en	  la	  

mutante	  CRL	  2034::ldh1	  corresponden	  a	   la	  actividad	  LDH	  de	   los	  otros	  genes	   ldh	  no	  

mutados.	  	  

Los	  valores	  de	  LDH	  detectados	  en	   las	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	   y	  CRL	  2034::per	  no	  

fueron	  significativamente	  diferentes	  a	   la	  actividad	  LDH	  de	  CRL	  2034,	   lo	  que	  sugiere	  

que	  la	  menor	  capacidad	  acidificante	  observada	  en	  estas	  mutantes	  no	  puede	  atribuirse	  

a	  la	  actividad	  LDH.	  

Figura	  30.	  Actividad	  LDH	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  sus	  mutantes	  crecidas	  en	  caldo	  FYP	  a	  30	  °C	  en	  
condiciones	  estática	  y	  agitada.	  
Valores	  con	  letras	  distintas	  son	  significativamente	  diferentes	  (p	  <	  0,05);	  las	  comparaciones	  
entre	   las	  condiciones	  estudiadas	  se	  realizaron	  mediante	  el	  análisis	  de	   la	  varianza	  (one-‐
way	  ANOVA)	  seguido	  de	  la	  prueba	  de	  Tukey	  HSD.	  
	  

Consumo	  de	  azúcares,	  producción	  de	  manitol	  y	  ácidos	  orgánicos	  

Se	  determinó	  el	  consumo	  de	  los	  azúcares	  (glucosa	  y	  fructosa)	  presentes	  en	  el	  medio	  

FYP.Fru,	  y	   la	  producción	  de	  manitol	  y	  ácidos	  orgánicos	  por	   las	  cepas	  en	  estudio.	  La	  
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determinación	  de	  estos	   componentes	   se	   realizó	  por	  HPLC	   como	  se	  describió	  antes	  

(Materiales	  y	  Métodos).	  	  

	  

Producción	  de	  manitol,	  ácido	  láctico	  y	  ácido	  acético	  

En	   la	   Tabla	   8	   se	   presenta	   el	   consumo	  de	   azúcares	   y	   producción	   de	  manitol,	   ácido	  

láctico,	  ácido	  acético	  y	  etanol	  (expresados	  en	  mM)	  detectados	  a	   las	  48	  h	  de	  cultivo	  

bajo	   condiciones	   estática	   y	   agitada.	   Los	   valores	   detectados	   para	   las	   cepas	   CRL	  

2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3	  fueron	  similares	  a	  los	  observados	  para	  la	  cepa	  CRL	  2034,	  

por	  lo	  que	  no	  se	  incluyen	  los	  mismos	  en	  el	  análisis.	  	  

En	  primer	   lugar,	   se	  observa	  que	   la	   glucosa	  originalmente	  presente	  en	  el	  medio	  de	  

cultivo	   (177	   mM)	   no	   es	   completamente	   consumida	   por	   ninguno	   de	   las	   cepas,	  

alcanzando	  un	  nivel	  de	  consumo	  final	  entre	  96-‐105	  mM.	  Respecto	  a	  la	  fructosa,	  solo	  

con	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  observa	  un	  consumo	  total	  de	  este	  azúcar	  en	  condición	  

estática,	  lo	  que	  se	  traduce	  en	  la	  máxima	  producción	  de	  manitol	  (201	  mM)	  de	  todas	  las	  

condiciones	  ensayadas.	   En	   general,	   las	  mutantes	   consumen	  menos	   fructosa	  que	   la	  

cepa	   CRL	   2034;	   sin	   embargo,	   la	   diferencia	   de	   consumo	   de	   este	   azúcar,	   entre	  

condiciones	  estática	  y	  agitada,	  es	  mucho	  menor	  en	  las	  mutantes	  que	  para	  la	  cepa	  CRL	  

2034	  (232	  mM	  en	  condición	  estática	  versus	  187	  mM	  en	  condiciones	  de	  agitación).	  Por	  

el	  contrario,	  en	  la	  mutante	  CRL	  2034::per	  se	  observa	  incluso	  un	  consumo	  de	  fructosa	  

mayor	  en	  condiciones	  de	  agitación	  (191	  mM).	  

En	   cuanto	   a	   los	   metabolitos	   producidos,	   los	   mayores	   niveles	   de	   síntesis	  

correspondieron	  a	  manitol	  respecto	  a	  los	  ácidos	  láctico	  y	  acético	  con	  todas	  las	  cepas	  

(a	  excepción	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh).	  Se	  detectó	  etanol	  solo	  en	  los	  cultivos	  de	  las	  

mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  ::per	  aunque	  en	  bajas	  cantidades.	  La	  fructosa	  consumida	  

no	  fue	  totalmente	  convertida	  a	  manitol	  en	  las	  cepas	  CRL	  2034::mdh,	  CRL	  2034::ldh1	  y	  

CRL	  2034::per,	  por	  lo	  que	  una	  parte	  estaría	  siendo	  fermentada	  a	  los	  ácidos	  láctico	  y	  

acético.	  La	  producción	  de	  estos	  ácidos	  siempre	  fue	  mayor	  en	  la	  condición	  agitada	  que	  

en	  estática;	  a	  su	  vez,	  la	  menor	  relación	  ácido	  láctico:ácido	  acético	  siempre	  fue	  menor	  

en	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1.	  En	  las	  mutantes,	  el	  total	  de	  los	  metabolitos	  	  
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determinados	  en	  la	  condición	  agitada	  fue	  menor	  al	  total	  de	  los	  azúcares	  consumidos.	  

Esto	  sucede	  principalmente	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh,	  donde	  de	  los	  273	  mmoles	  de	  

azúcares	  consumidos	  en	  condiciones	  de	  agitación,	  solo	  se	  detectaron	  146	  mmoles	  de	  

metabolitos,	  por	  lo	  que	  casi	  el	  50	  %	  (127	  mmoles)	  de	  los	  azúcares	  consumidos	  estarían	  

siendo	   utilizados	   en	   la	   producción	   de	   biomasa,	   CO2	   o	   algún	   otro	   metabolito	   no	  

determinado.	  	  

Por	  último,	  es	  importante	  mencionar	  que	  se	  detectó	  bajas	  cantidades	  de	  etanol	  en	  las	  

mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  CRL	  2034::per;	  y	  bajos	  niveles	  de	  manitol	  en	  la	  mutante	  

CRL	  2034::mdh	  en	  cultivos	  crecidos	  en	  agitación.	  

Ácido	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  

Se	  evaluó	  también	  la	  producción	  de	  los	  isómeros	  D-‐	  y	  L-‐	  del	  ácido	  láctico	  para	  detectar	  

modificaciones	  en	  la	  relación	  D-‐:L-‐	  al	  generar	  las	  mutantes	  en	  los	  distintos	  genes	  ldh.	  

Las	  mediciones	  de	  estos	  valores	  se	  determinaron	  en	  los	  mismos	  tiempos	  de	  incubación	  

que	  los	  estudios	  previamente	  descriptos.	  	  

En	   la	   Tabla	   9	   se	   detalla	   el	   total	   de	   ácido	   láctico	   y	   se	   diferencia	   la	   cantidad	   de	   los	  

isómeros	  D-‐	   y	   L-‐	   láctico	  obtenidos	  por	   la	   cepa	  CRL	  2034	   y	   las	   cepas	  mutantes	  CRL	  

2034::ldh1,	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3.	  Las	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  ::per	  no	  

mostraron	  diferencias	  en	  las	  relaciones	  con	  respecto	  al	  control	  (datos	  no	  mostrados).	  

Se	  observa	  que	   la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  es	   la	  única	  que	  presenta	  menor	  producción	  

total	   de	   ácido	   láctico	   en	   ambas	   condiciones	   (4,50	   ±	   0,15	   y	   2,31	   ±	   0,87	   g/L,	   en	  

condiciones	   estática	   y	   agitada,	   respectivamente)	   presentando	   valores	  

significativamente	  diferentes	  a	  los	  obtenidos	  con	  el	  control	  (6,36	  ±	  0,67	  y	  5,40	  ±	  0,35	  

g/L	  en	  condición	  estática	  y	  agitada,	  respectivamente).	  Los	  valores	  observados	  en	  las	  

mutantes	  CRL	  2034::ldh2	  y	  ::ldh3	  son	  similares	  a	  los	  detectados	  en	  CRL	  2034,	  lo	  que	  

indica	  que	  las	  mutaciones	  en	  los	  genes	  ldh2	  y	  ldh3	  no	  modifican	  significativamente	  la	  

producción	  de	  ácido	  láctico	  total	  en	  estas	  cepas.	  Sin	  embargo,	  cuando	  se	  analizan	  los	  

valores	   de	   los	   isómeros	   D-‐	   y	   L-‐	   láctico	   se	   observan	   diferencias	   en	   las	   relaciones	  

obtenidas.	   La	   especie	   F.	   tropaeoli	   produce	   durante	   la	   fermentación	   de	   la	   glucosa	  

ácidos	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  en	  una	  relación	  9:1	  (Endo	  y	  col.,	  2011);	  esta	  relación	  se	  encontró	  
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en	   la	   cepa	   parental	   y	   en	   la	   mutante	   CRL	   2034::ldh2,	   no	   así	   en	   las	   mutantes	   CRL	  

2034::ldh1	  y	  CRL	  2034::ldh3.	  En	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  la	  relación	  es	  6,4:3,6	  y	  6,9:3,1	  

y	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh3	  la	  relación	  es	  9,9:0,1	  y	  9,8:0,2	  en	  las	  condiciones	  de	  cultivo	  

estático	  y	  agitado,	  respectivamente.	  Estos	  resultados	  demuestran	  que	  la	  mutación	  en	  

el	  gen	  ldh1	  está	  modificando	  la	  relación	  D:L	  y	  favoreciendo	  la	  producción	  de	  ácido	  L-‐	  

láctico;	  en	  el	  caso	  de	  la	  mutación	  del	  gen	  ldh3	  favorece	  aún	  más	  la	  producción	  de	  ácido	  

D-‐láctico,	   mostrando	   la	   ausencia	   de	   una	   enzima	   racemasa	   o	   solo	   una	   racemasa	  

dependiente	  del	  isómero	  L-‐láctico.	  

Producción	  de	  manitol,	  rendimiento	  y	  producción	  específica	  

En	   la	   Tabla	  10	   se	  observan	   los	   consumos	  de	  glucosa	   y	   fructosa	   y	   la	  producción	  de	  

manitol	  (en	  g/L)	  tanto	  en	  la	  condición	  estática	  como	  agitada	  luego	  de	  48	  h	  de	  cultivo.	  

También	   se	   presentan	   los	   rendimientos	   de	   manitol	   en	   función	   de	   la	   fructosa	  

consumida	  y	   la	   fructosa	   inicial	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  y	   la	  producción	  específica	  de	  

manitol	  por	  unidad	  formadora	  de	  colonia.	  

En	  condiciones	  de	  cultivo	  estático	  se	  observó	  que	  el	  consumo	  de	  glucosa	  fue	  similar	  

entre	  las	  tres	  cepas	  estudiadas	  (CRL	  2034	  =	  18,97	  ±	  0,41	  g/L;	  CRL	  2034::per	  =	  19,57	  ±	  

0,87	  g/L;	  y	  CRL	  2034::ldh1	  =16,27	  ±	  1,17	  g/L);	  por	  el	  contrario,	  el	  consumo	  de	  fructosa	  

fue	  diferente	  entre	  la	  cepa	  parental	  y	  las	  mutantes	  correspondiendo	  valores	  de	  41,80	  

±	  0,04	  g/L	  a	  F.	   tropaeoli	  CRL	  2034	  y	  de	  32,69	  ±	  1,50	  y	  33,21	  ±	  0,47	  g/L	  de	   fructosa	  

consumida	  a	  las	  cepas	  :	  CRL	  2034:per	  y	  CRL	  2034::ldh1,	  respectivamente.	  

A	  pesar	  que	  la	  producción	  de	  manitol	  y	  el	  rendimiento	  respecto	  a	  la	  fructosa	  inicial	  fue	  

mayor	  con	  CRL	  2034	  (37,62	  ±	  0,85	  g/L	  y	  85,74	  %,	  respectivamente)	  comparado	  con	  los	  

valores	  de	  las	  mutantes	  (::per	  =	  28	  ±	  1,04	  g/L	  y	  69,05	  %;	  ::ldh1	  =	  27,77	  ±	  	  0,81	  g/L	  y	  

64,95	  %,	  respectivamente),	  el	  rendimiento	  con	  respecto	  a	  la	  fructosa	  consumida	  (YM)	  

fue	  levemente	  superior	  para	  la	  cepa	  parental	  respecto	  a	  las	  mutantes	  (87,61-‐83,62	  %).	  

Sin	  embargo,	  la	  producción	  específica	  de	  manitol	  por	  UFC	  fue	  mayor	  en	  la	  mutante	  

CRL	  2034::ldh1	  (1,99	  x	  10-‐8	  mg/UFC)	  con	  respecto	  al	  control	  (1,64	  x	  10-‐8	  mg/UFC)	  y	  a	  la	  

mutante	  CRL	  2034::per	  (1,49	  x	  10-‐8	  mg/UFC).	  	  
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En	  condiciones	  de	  cultivo	  agitado	  el	  consumo	  de	  glucosa	  fue	  similar	  por	  todas	  las	  cepas	  

estudiadas	  (CRL	  2034	  =	  17,30	  ±	  1,54	  g/L;	  ::mdh	  =	  18,56	  ±	  0,21	  y	  ::per	  =	  18,66	  ±	  0,98	  g/L	  

y	  ::ldh1	  =	  18,08	  ±	  1,44	  g/L).	  En	  cuanto	  al	  consumo	  de	  fructosa	  ninguna	  de	  las	  cepas	  

estudiadas	  consumió	  su	  totalidad	  (CRL	  2034	  =	  33,66	  ±	  1,44	  g/L;	  ::mdh	  =	  30,64	  ±	  1,12	  

g/L;	   ::per	   =	  34,41	  ±	  2,53	  g/L;	   y	   ::ldh1	   =	  29,51	  ±	  0,55	  g/L	   )	  mostrando	  diferencias	  en	  

cuanto	   a	   las	   condiciones	   de	   cultivo	   estático	   donde	   la	   cepa	   parental	   consumió	   la	  

totalidad	  de	   la	   fructosa	  a	   las	  48	  h	  de	   incubación.	  Con	   respecto	  a	   la	  producción	  de	  

manitol	  la	  cepa	  parental	  fue	  la	  que	  presentó	  la	  máxima	  producción,	  con	  diferencias	  

significativas	  y	  mayores	  rendimientos	  (31,17	  ±	  1,87	  g/L;	  YM	  93	  %	  e	  Y	  87	  %)	  respecto	  a	  

las	  cepas	  mutantes	  siendo	  la	  cepa	  CRL	  2034::mdh	  la	  que	  mostró	  los	  menores	  valores	  

de	   producción	   y	   rendimientos	   (7,12	   ±	   0,66	   g/L;	   23	   %	   y	   17	   %).	   Similarmente	   a	   lo	  

observado	  en	  fermentaciones	  estáticas,	  la	  producción	  específica	  de	  manitol	  por	  UFC	  

fue	  mayor	  para	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  (1,90	  x	  10-‐8	  mg/UFC)	  con	  respecto	  al	  control	  

(1,56	  x	  10-‐8	  mg/UFC)	  y	  a	  las	  demás	  mutantes	  (::mdh	  =	  9,64	  x	  10-‐9	  mg/UFC	  y	  ::per=	  1,40	  x	  	  

10-‐8	  mg/UFC).	  

Así,	  a	  pesar	  de	  los	  mayores	  niveles	  de	  actividad	  MDH	  obtenidos	  en	  la	  mutante	  ldh1-‐,	  

la	  producción	  de	  manitol	  y	  rendimientos	  sobre	  sustrato	  por	  esta	  cepa	  fueron	  menor	  a	  

los	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  a	  las	  48	  h	  tanto	  en	  condición	  estática	  como	  agitada.	  Sin	  

embargo,	  la	  producción	  específica	  de	  manitol	  por	  UFC	  fue	  mayor	  en	  CRL	  2034::ldh1	  

(1,99	  x10-‐8	  y	  1,90	  x10-‐8	  mg/UFC,	  condición	  estática	  y	  agitada,	  respectivamente)	  que	  en	  

CRL	  2034.	  Estos	  resultados	  muestran	  que	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  fue	  más	  eficiente	  

en	  la	  producción	  de	  manitol	  que	  la	  cepa	  salvaje	  en	  ambas	  condiciones	  estudiadas.	  
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En	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  se	  describe	  la	  identificación	  y	  el	  estudio	  comparativo	  de	  los	  

genes	  mdh,	  que	  codifican	  para	  la	  enzima	  manitol	  2-‐deshidrogenasa	  (MDH),	  en	  tres	  BL	  

heterofermentativas	  obligadas:	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  

CRL	  2034.	  Los	  genes	  mdh	  localizados	  en	  cada	  especie	  poseen	  un	  tamaño	  similar	  entre	  

ellos	  (1011	  –	  1017	  pb).	  Los	  contextos	  genómicos	  encontrados	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  

L.	  mucosae	  CRL	  573	  fueron	  similares;	  el	  gen	  mdh	  se	  encuentra	  formando	  un	  operón	  

monocistrónico	  y	  se	  localizaron,	  corriente	  arriba	  y	  en	  sentido	  contrario	  a	  mdh,	  un	  gen	  

comprometido	   con	   el	   transporte	   de	   manganeso	   y	   corriente	   abajo	   y	   en	   el	   mismo	  

sentido,	  un	  gen	  para	  un	  regulador	  transcripcional	  de	  la	  familia	  TetR.	  El	  gen	  mdh	  de	  CRL	  

1101	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  366	  aa;	  sin	  embargo,	  el	  gen	  mdh	  de	  L.	  mucosae	  

CRL	  573	  presentó	  un	  codón	  de	  terminación	  y	  por	  lo	  tanto,	  expresaría	  dos	  proteínas	  de	  

154	  aa	  y	  otra	  de	  185	  aa.	  En	  el	  caso	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  encontró	  un	  contexto	  

genómico	  diferente	  al	  de	  los	  lactobacilos;	  el	  gen	  mdh,	  que	  codifica	  para	  una	  proteína	  

de	   368	   aa,	   forma	   parte	   de	   un	   operón	   bicistrónico	   junto	   a	   una	   putativa	   fructosa	  

permerasa	   (per).	   Un	   contexto	   similar	   al	   observado	   en	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034	   se	  

encontró	  en	  la	  cepa	  Leu.	  mesenteroides	  ATCC	  8293,	  aunque	  en	  este	  caso	  se	  encontró	  

un	  gen	  extra	  localizado	  corriente	  arriba	  del	  operón	  mdh,	  que	  codifica	  para	  el	  represor	  

del	  operón	  de	  sacarosa	  ScrR	  de	  la	  familia	  LacI.	  

Los	  tres	  únicos	  genes	  mdh	  y	  proteínas	  MDH	  caracterizados	  previamente	  en	  BL	  fueron	  

descriptos	  por	  Aarnikunnas	  y	  col.	  (2002),	  Hahn	  y	  col.	  (2003)	  y	  Sasaki	  y	  col.	  (2005)	  en	  

las	   cepas	   Leu.	   mesenteroides	   ATCC	   9135	   (GenBank	   AAM09029.1),	   Leu.	  

pseudomesenteroides	   KCTC	   3652	   (CAD31644.1),	   y	   L.	   reuteri	   ATCC	   53608,	  

(AAS55855.1),	  respectivamente.	  Esos	  genes	  y	  los	  caracterizados	  en	  este	  trabajo	  en	  las	  

cepas	  L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  son	  homólogos	  

y	  sus	  proteínas	  presentan	  tamaños	  similares	  y	  porcentajes	  de	  identidad	  mayor	  al	  70	  

%.	  Las	  enzimas	  MDH	  identificadas	  en	   las	  cepas	  CRL	  1101,	  CRL	  573,	  CRL	  2034,	  ATCC	  

53608,	   KCT	   C3652	   y	   ATCC	   9135	   son	   miembros	   de	   la	   superfamilia	   de	  

reductasas/deshidrogenasas	   de	   cadena	   media	   (MDR)	   y	   de	   la	   familia	   de	  

deshidrogenasas	  dependientes	  de	  zinc;	  presentan	  estructuras	  secundarias	  similares,	  

con	  un	  plegamiento	  típico	  de	  Rossmann	  para	  la	  unión	  de	  dinucleótidos,	  y	  poseen	  dos	  
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sitios	   de	   unión	   al	   catión	   Zn:	   un	   sitio	   de	   unión	   al	   Zn	   catalítico,	   coordinado	   por	   los	  

aminoácidos	  C37,	  G38,	  T39,	  F61,	  E62	  y	  E146	  (éste	  último	  ausente	  en	  las	  proteínas	  MDH	  

de	  CRL	  573),	  y	  un	  sitio	  de	  unión	  al	  Zn	  estructural,	  coordinado	  por	   los	  residuos	  C91,	  

C94,	  C97	  y	  C105.	  La	  presencia	  de	  dos	  átomos	  de	  Zn	  por	  subunidad	  sugiere	  que	  estas	  

proteínas	  pueden	  formar	  dímeros	  o	  tetrámeros.	  

Los	   estudios	   filogenéticos	   realizados	  muestran	   a	   las	   proteínas	  M1-‐PDH	   (manitol	   1-‐

fosfato	  deshidrogenasa)	  y	  MDH	  en	  dos	  clados	  bien	  diferenciados,	  lo	  que	  sugiere	  una	  

divergencia	  en	  su	  evolución.	  A	  su	  vez,	  se	  observa	  que	  las	  distintas	  MDH	  se	  asocian,	  en	  

general,	  de	  manera	  específica	  con	  el	  género	  y	  la	  especie	  de	  las	  que	  provienen.	  Así,	  en	  

el	   subcluster	   1	   se	   agrupan	   las	   MDH	   de	   los	   géneros	   Leuconostoc,	   Fructobacillus	   y	  

Weissella,	   géneros	  muy	   relacionados	   filogenéticamente,	   forman	  parte	  de	   la	   familia	  

Leuconostoc,	   cuando	   son	   clasificados	   de	   acuerdo	   al	   gen	   16S	   rRNA	   (Endo	   y	   Okada,	  

2008).	  Una	  observación	  similar	  se	  nota	  entre	  la	  relación	  de	  las	  MDH	  de	  L.	  reuteri,	  L.	  

fermentum	  y	  L.	  mucosae	  y	  la	  relación	  filogenética	  entre	  estas	  especies,	  estrechamente	  

asociadas	   también	   al	   hábitat	   de	   las	   que	   fueron	   aisladas	   descripto	   por	   	   Duar	   y	   col.	  

(2017).	   La	  asociación	  de	   las	  enzimas	  MDH	  de	  manera	  específica	  con	  el	  género	  y	   la	  

especie	  de	  las	  que	  provienen	  sugiere	  la	  ausencia	  de	  transferencia	  horizontal	  de	  estos	  

genes	  y	  la	  diversificación	  de	  los	  mismos	  luego	  de	  la	  especiación	  de	  las	  BL.	  

Los	  exhaustivos	  e	  infructuosos	  estudios	  realizados	  para	  generar	  mutantes	  en	  el	  gen	  

mdh	   de	   L.	   reuteri	   CRL	   1101	   se	   debieron	   principalmente	   a	   la	   baja	   frecuencia	   de	  

electrotransformación	  de	  este	  microorganismo	  y	  a	  la	  imposibilidad	  de	  seleccionar	  las	  

mutantes	  deseadas	  mediante	  el	  uso	  de	  la	  técnica	  de	  recombineering.	  Landete	  y	  col.	  

(2014)	  informaron	  similares	  inconvenientes	  para	  transformar	  dos	  cepas	  de	  L.	  reuteri;	  

estos	   autores	   evaluaron	   10	   protocolos	   distintos	   optimizados	   para	   la	  

electrotransformación	   de	   BL	   y	   obtuvieron	   transformantes	   solo	   con	   1	   o	   3	   de	   los	  

protocolos	  utilizados,	  demostrando	  que	  la	  transformación	  en	  esta	  especie	  podría	  ser	  

cepa	   dependiente.	   Sin	   embargo,	   en	   nuestro	   trabajo	   se	   logró	   la	   optimización	   del	  

protocolo	  de	  transformación	  para	  la	  cepa	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  (descripta	  en	  el	  Anexo	  

de	  esta	  Tesis)	  que	  puede	  ser	  de	  interés	  para	  otros	  investigadores;	  este	  protocolo	  sirvió	  

además	  para	  transformar	  la	  cepa	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  (ver	  abajo).	  	  
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Respecto	  a	  la	  técnica	  de	  recombineering	  empleada	  (van	  Pijkeren	  y	  Britton,	  2012),	  se	  

puso	  en	  evidencia	  que	  la	  misma	  es	  funcional	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  ya	  que	  se	  logró	  el	  

aislamiento	  de	  mutantes	  en	  el	  gen	  de	  la	  enzima	  ARN	  polimerasa	  (mutantes	  resistentes	  

a	   rifampicina),	   aunque	   las	   frecuencias	   obtenidas	   fueron	   mucho	   más	   bajas	   a	   las	  

descriptas	  en	  la	  literatura.	  La	  imposibilidad	  de	  encontrar	  una	  mutante	  empleando	  la	  

técnica	  de	  recombineering	  podría	  deberse	  a	  una	  baja	  frecuencia	  en	  la	  incorporación	  

de	  la	  mutación	  deseada	  o	  a	  que	  exista	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  otro	  gen	  con	  una	  actividad	  

complementaria	   a	   la	   actividad	   MDH	   descripta.	   La	   presencia	   putativa	   de	   un	   gen	  

complementario	  a	  mdh,	   es	   también	  probable	  en	   la	   cepa	  L.	  mucosae	  CRL	  573;	  este	  

microoorganismo	   es	   un	   excelente	   productor	   de	   manitol,	   pero	   posee	   un	   gen	  mdh	  

mutado.	   Sin	   embargo,	   una	   nueva	   búsqueda	   de	   genes	   homólogos	   a	   mdh	   en	   los	  

genomas	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  y	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  fueron	  negativos.	  	  

F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  es	  una	  especie	  heterofermentativa	  obligada	  que	  carece	  del	  gen	  

adhE	   responsable	   de	   la	   conversión	   de	   acetil-‐P	   a	   etanol	   con	   la	   regeneración	   de	   2	  

moléculas	  de	  NAD+;	  por	  este	  motivo,	  este	  género	  requiere	  de	  un	  aceptor	  de	  electrones	  

externo	   como	   la	   fructosa,	   el	   oxígeno	   o	   el	   piruvato	   para	   poder	   recuperar	   el	   NAD+	  

necesario	  para	  las	  primeras	  etapas	  de	  la	  fermentación	  de	  azúcares	  (Endo	  y	  col.,	  2014).	  

Por	  esto,	  que	  cuando	  se	  comprobó	  la	  función	  del	  gen	  mdh	  como	  el	  único	  responsable	  

de	  la	  producción	  de	  manitol	  al	  generar	  una	  mutación	  de	  inserción	  en	  el	  mismo,	  la	  cepa	  

mutante	  (CRL	  2034::mdh)	  requirió	  de	  O2	  para	  crecer	  demostrando	  la	  necesidad	  de	  un	  

aceptor	  de	  electrones	  alternativo	  distinto	  a	  la	  fructosa.	  Como	  se	  esperaba,	  la	  mutante	  

CRL	  2034::mdh	   no	  presentó	  actividad	  MDH	  y	  no	  produjo	  manitol.	   Estos	   resultados	  

describen	  por	  primera	  vez	  al	  gen	  mdh	  como	  responsable	  de	  la	  producción	  de	  manitol	  

en	  la	  especie	  F.	  tropaeoli	  y	  su	  importancia	  para	  utilizar	  la	  fructosa	  como	  aceptor	  de	  

electrones	   externo	   durante	   el	   crecimiento	   celular	   en	   un	  medio	   con	   glucosa	   como	  

fuente	   de	   carbono.	   La	   capacidad	   de	   la	   cepa	   F.	   tropaeoli	  CRL	   2034	   como	   eficiente	  

productora	  de	  manitol	  (alcanzando	  valores	  cercanos	  a	  100	  g/L)	  en	  un	  medio	  de	  cultivo	  

con	   fructosa	  y	  glucosa	   como	   fuentes	  de	   carbono	   se	  demostró	   recientemente	   (Ruiz	  

Rodriguez	  y	  col.,	  2017).	  	  
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En	   los	  estudios	   sobre	   cinética	  de	  crecimiento,	  F.	   tropaeoli	   CRL	  2034	  mostró	  mayor	  

velocidad	  máxima	  de	  acidificación	  y	  similar	  velocidad	  máxima	  de	  crecimiento	  que	  la	  

mutante	   CRL	   2034::mdh	   demostrando	   que	   la	   mutación	   de	   este	   gen	   afecta	   el	  

crecimiento	   celular	   y	   que	   la	   habilidad	   de	   producir	   manitol	   con	   la	   consecuente	  

regeneración	  de	  NAD+	  y	  producción	  de	  ATP	  otorgan	  una	  ventaja	  adaptativa	  para	  el	  

crecimiento	   celular	   del	   microorganismo	   en	   el	   ambiente	   en	   que	   se	   encuentra	  

(Zaunmüller	  y	  col.,	  2006;	  Årsköld	  y	  col.,	  2008).	  

Es	   importante	   destacar	   que	   la	   mutante	   CRL	   2034::mdh	   podría	   ser	   también	   una	  

mutante	  en	  el	  gen	  per	  (putativa	  fructosa	  permeasa),	  el	  segundo	  gen	  que	  se	  encuentra	  

formando	  el	  operón	  bicistrónico	  mdh	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  por	  lo	  que	  los	  fenotipos	  

observados	  en	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034::mdh	  podrián	  atribuirse	  también	  a	  la	  ausencia	  de	  

la	  función	  de	  la	  proteína	  de	  membrana	  Per	  en	  dicha	  mutante.	  Sin	  embargo,	  si	  bien	  la	  

mutante	  CRL	  2034::per	  mostró	  menores	  velocidades	  de	  crecimiento	  y	  de	  acidificación	  

que	  la	  cepa	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  sus	  valores	  de	  actividad	  MDH	  y	  LDH	  y	  de	  producción	  

de	  manitol	   fueron	   similares	   a	   la	   cepa	   control	   en	   todas	   las	   condiciones	   estudiadas.	  

Además,	  la	  mutante	  CRL	  2034::per	  mostró	  un	  consumo	  de	  fructosa	  similar	  a	  CRL	  2034	  

indicando	   que	   la	   proteína	   de	   membrana	   Per	   no	   sería	   el	   único	   sistema	   activo	  

responsable	   del	   transporte	   de	   este	   azúcar	   al	   interior	   celular.	   Similares	   resultados	  

fueron	  descriptos	  por	  Heuser	  y	  col.	  (2009)	  en	  Leu.	  mesenteroides,	  dónde	  el	  gen	  fupL,	  

localizado	  en	  el	  operón	  bicistrónico	  mdh	  de	  esa	  cepa,	  codifica	  para	  FupL	  (de	  Fructose	  

Uptake	  Permease	  of	   Leuconostoc),	  descripto	  como	  un	  transportador	   secundario	  de	  

fructosa.	  

Con	  el	  objetivo	  de	   complementar	   las	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	   y	  CRL	  2034::per,	   se	  

buscó	  clonar	  los	  genes	  mdh	  y	  mdh.per,	  con	  resultados	  negativos.	  Esto	  podría	  haberse	  

debido	  a	  la	  toxicidad	  y/o	  perturbación	  del	  metabolismo	  de	  Escherichia	  coli	  al	  expresar	  

los	  genes	  mdh	  y	  mdh.per	  y	  a	   los	  requerimientos	  de	  la	  enzima	  MDH	  por	  el	  sustrato.	  

Similares	   inconvenientes	   fueron	   informados	  por	  diversos	  autores	  al	   intentar	   clonar	  

otros	  genes	  de	  enzimas	  deshidrogenasas.	  Lerch	  y	  col.	  (1989)	  clonaron	  con	  dificultad	  el	  

gen	  correspondiente	  a	   la	  enzima	  D-‐2-‐hidroxiisocaproato	  deshidrogenasa	  de	  L.	  casei	  

DSM20008;	  la	  expresión	  heteróloga	  de	  este	  gen	  afectaba	  el	  crecimiento	  de	  las	  células	  
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recombinantes	  de	  E.	  coli.	  Bernard	  y	  col.	  (1991)	  observaron	  que	  solo	  lograban	  clonar	  el	  

gen	  D-‐lactato	  deshidrogenasa	  de	  L.	  delbrueckii	  subsp.	  bulgaricus	  LMG6901	  cuando	  un	  

elemento	  móvil	   se	   insertaba	   en	   el	   promotor	   del	   gen	  modificando	   la	   fuerza	   de	   su	  

expresión.	  Lee	  y	  col.	  (1991)	  no	  pudieron	  generar	  clones	  con	  la	  secuencia	  original	  del	  

gen	   de	   glucosa	   6-‐fosfato	   deshidrogenasa	   de	   Leu.	   mesenteroides	   ATCC	   12291	   y	  

sugirieron	  que	  el	  ADN	  podría	  contener	  secuencias	  reconocidas	  y	  modificadas	  por	  el	  

sistema	   de	   restricción-‐modificación	   de	   E.	   coli.	   Otros	   autores	   afirman	   que	   estas	  

dificultades	  son	  inherentes	  al	  propio	  ADN	  de	  Lactobacillus,	  independientemente	  de	  la	  

posible	   expresión	   de	   un	   producto	   tóxico,	   y	   podrían	   resultar	   de	   la	   inestabilidad	  

segregacional	  del	  plásmido	  recombinante	  y	  de	  la	  división	  y/o	  reordenamiento	  por	  un	  

sistema	  del	  huésped	  E.	  coli	  (Bernard	  y	  col.,	  1994).	  Miroux	  y	  Walker	  (1996)	  intentaron	  

sobreexpresar	   7	   proteínas	   de	   membrana,	   de	   manera	   independiente,	   en	   E.	   coli	   y	  

detectaron	  que	  cuando	  inducían	  la	  expresión	  de	  las	  mismas	  se	  producía	  la	  muerte	  de	  

la	  célula	  huésped,	  posiblemente	  debido	  a	  la	  permeabilización	  de	  la	  membrana	  celular.	  

Esto	  también	  ocurrir	  al	  clonar	  el	  gen	  per	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  al	  ser	   la	  fructosa	  

permeasa	   una	   proteína	   de	  membrana.	   En	   nuestro	   caso,	   los	   clones	   recombinantes	  

obtenidos	  presentaban	  fragmentos	  parciales	  del	  gen	  per.	  

La	  expresión	  de	  genes	  mdh	  de	  BL	  ya	   fue	  descripta	  en	   la	   literatura	  usando	  distintas	  

estrategias,	  aunque	  en	  todos	   los	  casos	  se	  utilizaron	  vectores	  de	   inducción.	  Algunos	  

ejemplos	   de	   expresión	   de	  mdh	   en	  E.	   coli	   fueron	   descriptos	   por	  Aarnikunnas	   y	   col.	  

(2002),	  Hahn	  y	  col.	  (2003),	  Kaup	  y	  col.	  (2004),	  Liu	  y	  col.	  (2005)	  y	  Sasaki	  y	  col.	  (2005)	  al	  

clonar	   el	   gen	  mdh	   de	   cepas	   de	   Leu.	   mesenteroides,	   Leu.	   pseudomesenteroides,	   L.	  

brevis	  y	  L.	  reuteri	  utilizando	  los	  vectores	  pKK223-‐3,	  pET	  y	  pRSET,	  todos	  inducibles	  por	  

IPTG.	  Wisselink	  y	  col.	  (2004)	  utilizaron	  el	  vector	  pNZ8148	  (inducible	  por	  nisina)	  para	  

sobreexpresar	   el	   gen	  mdh	   de	   L.	   plantarum	   en	   L.	   lactis.	   En	   nuestro	   caso	   siempre	  

utilizamos	  el	  promotor	  propio	  del	  operón	  mdh-‐per	  que	  inferimos	  que	  podría	  ser	  un	  

promotor	  fuerte,	  con	  el	  que	  no	  pudimos	  regular	  su	  expresión.	  	  

Con	  el	  objetivo	  de	  evaluar	  la	  influencia	  de	  genes	  relacionados	  en	  el	  balance	  redox	  en	  

la	  producción	  de	  manitol,	  se	  generaron	  distintas	  mutantes	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034	  por	  

recombinación	   simple.	   Los	   principales	   genes	   relacionados	   al	   balance	   redox	   son	   los	  
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genes	  que	  codifican	  para	  las	  enzimas	  alcohol	  y	  lactato	  deshidrogenasas,	  que	  requieren	  

del	  cofactor	  NAD(P)H	  y	  lo	  convierten	  en	  NAD(P)+,	  necesario	  para	  las	  primeras	  etapas	  

de	  la	  fermentación	  de	  azúcares	  (Fig.	  20).	  Al	  generar	  cepas	  deficientes	  en	  algunos	  de	  

estos	   genes	   se	   espera	   desviar	   el	   metabolismo	   hacia	   la	   producción	   de	   manitol;	   la	  

enzima	  MDH	  utilizará	  el	  exceso	  de	  NAD(P)H	  para	  reducir	  a	  la	  fructosa	  en	  manitol	  y	  así	  

recuperar	  el	  NAD(P)+	  manteniendo	  el	  balance	  redox	  de	  la	  célula.	  En	  el	  genoma	  de	  F.	  

tropaeoli	  CRL	  2034,	  se	  comprobó	  la	  ausencia	  del	  gen	  bifuncional	  adhE,	  necesario	  para	  

la	   actividad	   alcohol/acetaldehído	   deshidrogenasa,	   característica	   del	   género	  

Fructobacillus,	  por	  lo	  que	  estas	  bacterias	  no	  producen	  etanol	  (o	  muy	  poco)	  causando	  

la	   acumulación	   de	   NAD(P)H,	   lo	   que	   hace	   necesario	   la	   presencia	   de	   un	   aceptor	   de	  

electrones	  externo	  para	  el	  metabolismo	  de	  la	  glucosa	  (Endo	  y	  col.,	  2014).	  	  

En	  el	  genoma	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  se	  encontraron	  tres	  genes	  ldh,	  dos	  D-‐ldh	  (ldh1	  

y	  ldh2)	  y	  uno	  L-‐ldh	  (ldh3).	  La	  presencia	  de	  múltiples	  genes	  ldh	  ya	  fue	  descripta	  en	  BL;	  

Rico	  y	  col.	  (2008)	  describieron	  4	  genes	  en	  L.	  casei	  BL23	  involucrados	  en	  la	  síntesis	  de	  

lactato	  y	  plantearon	  la	  posibilidad	  de	  que	  existieran	  aún	  otros	  ante	  la	  evidencia	  de	  que	  

la	  cepa	  con	   los	  cuatro	  genes	  mutados	  aún	  poseía	  actividad	  LDH.	  Recientemente,	   la	  

presencia	  de	  más	  de	  un	  gen	  D-‐ldh	  también	  fue	  descripta	  por	  Huang	  y	  col.	  (2017)	  en	  

una	  cepa	  de	  L.	  delbrueckii	  subsp.	  bulgaricus.	  En	  esta	  cepa	  se	  encontraron	  5	  genes	  D-‐

ldh	  putativos,	  de	  los	  cuales	  solo	  dos	  son	  responsables	  de	  la	  mayor	  producción	  de	  ácido	  

láctico.	  	  

En	  nuestro	  trabajo,	  se	  generaron	  cepas	  mutantes	  en	  cada	  uno	  de	  los	  genes	  ldh	  (ldh1,	  

ldh2,	  ldh3)	  presentes	  en	  el	  genoma	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  La	  producción	  de	  ácido	  

láctico	  en	  F.	  tropaeoli	  se	  caracteriza	  por	  una	  relación	  9:1	  de	  D-‐lactato:L-‐lactato	  lo	  que	  

concuerda	   con	   lo	   descripto	   para	   esta	   especie	   (Endo	   y	   col.,	   2011)	   .	   El	   análisis	   de	  

producción	  de	  ácido	  láctico	  y	  de	  sus	  isómeros	  D-‐	  y	  L-‐	  revelaron	  que	  la	  producción	  de	  

este	  ácido	  graso	  y	  sobre	  todo	  la	  relación	  de	  D-‐:L-‐	  fue	  afectada	  en	  las	  mutaciones	  de	  

los	  distintos	   genes	   ldh.	   La	  mutación	  en	  el	   gen	   ldh1	   provocó	  una	  disminución	  de	   la	  

producción	   total	   de	   ácido	   láctico	   y	   una	   relación	   7:3	   de	   D:L-‐lactato,	   tanto	   en	  

condiciones	  de	  cultivo	  estático	  y	  agitado	  respecto	  a	  la	  cepa	  control.	  Si	  bien	  la	  cantidad	  

total	  de	  ácido	  láctico	  producido	  por	  las	  mutantes	  CRL	  2034::ldh2	  y	  CRL	  2034::ldh3	  fue	  
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similar	  al	   control	   (cepa	  CRL	  2034),	  en	   la	  mutante	  CRL	  2034::ldh3	   la	  producción	   fue	  

principalmente	   la	   del	   isómero	  D	   del	   ácido	   láctico.	   Esto	   sugiere	   la	   ausencia	   de	   una	  

actividad	   racemasa	  en	   la	   cepa	  F.	   tropaeoli	  CRL	  2034,	  o	   al	  menos	  de	  una	   racemasa	  

inducible	  por	  D-‐	   lactato.	  Por	  otro	   lado,	  es	   interesante	  notar	   la	   relación	  7:3	  de	  D:L-‐

lactato	  observada	  en	  la	  cepa	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034::ldh1	  ya	  que	  	  al	  formar	  los	  genes	  

ldh1	  y	  ldh2	  un	  mismo	  operón,	  la	  mutación	  en	  el	  gen	  ldh1	  debería	  también	  inactivar	  la	  

función	  del	  gen	  ldh2	  (si	  ambos	  genes	  responden	  al	  mismo	  promotor).	  Los	  altos	  niveles	  

de	  D-‐lactato	  observados	  en	  CRL	  2034::ldh1	  podrían	  explicarse	  por	  alguna	  actividad	  

LDH	  distinta	  a	   las	  caracterizadas,	  o	  bien	  a	  una	  actividad	  racemasa	  dependiente	  del	  

isómero	  L-‐lactato,	  similar	  a	  lo	  planteado	  por	  otros	  autores.	  Ferain	  y	  col.	  (1994)	  y	  Ferain	  

y	  col.	  (1996)	  generaron	  una	  cepa	  de	  L.	  plantarum	  deficiente	  en	  la	  enzima	  D-‐LDH	  y	  sin	  

actividad	   D-‐LDH;	   sin	   embargo,	   producía	   los	   dos	   isómeros	   de	   ácido	   láctico	   en	  

concentraciones	  equivalentes.	  El	  mismo	  comportamiento	  se	  observó	  con	  la	  mutante	  

ldh3-‐	  generada	  en	  este	  trabajo.	  Malleret	  y	  col.	  (1998)	  también	  mostraron	  que	  en	  una	  

cepa	  de	  L.	  sakei	  con	  una	  disrupción	  en	  el	  único	  gen	  codifica	  la	  L-‐LDH	  se	  formaban	  los	  

dos	  isómeros	  de	  ácido	  láctico	  a	  partir	  de	  la	  acción	  de	  la	  enzima	  D-‐LDH,	  proponiendo	  la	  

acción	   de	   una	   racemasa.	   Otros	   autores	   observaron	   también	   modificaciones	   en	   la	  

síntesis	  de	  los	  isómeros	  D-‐	  y	  L-‐	  al	  generar	  mutaciones	  en	  distintos	  genes	  ldh.	  	  

En	  todas	  las	  cepas	  estudiadas	  (CRL	  2034	  y	  mutantes)	  se	  observó	  menor	  actividad	  LDH	  

en	   cultivo	   agitado	   con	   respecto	   a	   la	   condición	   estática.	   Este	   comportamiento	   se	  

observó	  también	  con	  uno	  de	  los	  genes	  estudiados	  en	  L.	  delbrueckii	  (ldb0101)	  que	  fue	  

reprimido	  en	  presencia	  de	  oxígeno	  el	  cual	  se	  estaría	  utilizando	  como	  aceptor	  externo	  

de	  electrones	  (Huang	  y	  col.,	  2017).	  La	  proteína	  codificada	  por	  el	  gen	  ldb0101	  presenta	  

un	  67	  y	  61	  %	  de	  identidad	  con	  las	  enzimas	  LDH1	  y	  LDH2	  de	  CRL	  2034,	  respectivamente,	  

lo	  que	  sugiere	  que	  estas	  enzimas	  también	  podrían	  estar	  reguladas	  por	  la	  presencia	  de	  

oxígeno.	  En	  este	  sentido,	  son	  interesantes	  las	  características	  observadas	  en	  la	  mutante	  

CRL	  2034::ldh1.	  Esta	  cepa	  presentó	  mayor	  actividad	  MDH	  respecto	  a	  la	  cepa	  control	  

(7,88	  y	  5,56	  U/mg	  de	  proteína,	  respectivamente)	  y	  creció	  más	  lentamente,	  siendo	  sus	  

colonias	   más	   pequeñas	   en	   medio	   sólido;	   se	   observaron	   también	   diferencias	  

morfológicas	   al	   microscopio	   óptico.	   Además,	   en	   microfotografías	   electrónicas	   de	  
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transmisión,	   sus	   células	  mostraron	  unas	   estructuras	   parecidas	   a	  mesosomas	   y	   una	  

pared	   celular	   más	   gruesa	   que	   la	   de	   las	   células	   control.	   Aarnikunnas	   y	   col.	   (2003)	  

detectaron	  menor	  crecimiento	  celular	  de	  cepas	  mutadas	  en	  los	  genes	  ldh	  también	  fue	  

descripto	  por,	  quienes	  observaron	  que	  la	  doble	  mutación	  de	  los	  genes	  ldhD	  y	  ldhL	  en	  

la	  cepa	  L.	  fermentum	  NRRL-‐B-‐1932	  influyó	  negativamente	  en	  el	  consumo	  de	  glucosa	  y	  

en	  el	  crecimiento	  celular.	  Los	  mesosomas	  fueron	  descriptos	  como	  estructuras	  que	  solo	  

se	   encuentran	   en	   células	   procariotas	   y	   cuya	   función	   aún	   no	   está	   totalmente	  

dilucidada.	  Estas	  estructuras	  funcionarían	  activamente	  cuando	  se	  producen	  lesiones	  

celulares	   y	   en	   procesos	   celulares	   fisiológicos	   como	   la	   replicación	   y	   separación	   de	  

nucleótidos	   y	   en	   la	   fosforilación	   oxidativa.	   Las	   estructuras	   y	   funciones	   de	   los	  

mesosomas	  se	  han	  estudiado	  e	   identificado,	  pero	   la	  regulación	  de	  sus	  propiedades	  

funcionales	  aún	  no	  es	  clara.	  Thorne	  y	  Barker	  (1969)	  aislaron	  algunas	  enzimas	  como	  

acetoquinasa,	  fosfoactiltranferasa	  y	  ATPasa	  de	  mesosomas	  de	  L.	  casei.	  Santhana	  Raj	  y	  

col.	   (2007)	   describieron	   la	   formación	   de	   mesosomas	   cuando	   se	   afectaba	   la	   cepa	  

Staphylococcus	   aureus	   ATCC	   25923	   con	   distintos	   antibióticos.	   Los	   autores	   Li	   y	   col.	  

(2008)	   y	   Xin	   y	   col.	   (2014)	   observaron	   la	   formación	   de	   estas	   estructuras	   al	   utilizar	  

rifampicina	   en	   los	   cultivos	   de	   cepas	   de	   Xanthomonas	   campestris	   y	   E.	   coli,	   y	  

describieron	  que	  los	  mesosomas	  están	  siempre	  acompañados	  por	  la	  acumulación	  de	  

peróxido	  de	  hidrógeno	  dentro	  de	  sus	  membranas.	  Por	  ello,	  entre	  las	  posibles	  razones	  

para	  explicar	  la	  formación	  de	  los	  mesosomas	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  se	  mencionan	  

la	  presencia	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  del	  antibiótico	  utilizado	  para	  mantener	  la	  inserción	  

del	  plásmido;	  la	  posible	  acumulación	  de	  peróxido	  de	  hidrógeno	  al	  utilizar	  el	  O2	  como	  

aceptor	   de	   electrones;	   o	   a	   la	   mutación	   del	   gen	   ldh1	   que	   genera	   cambios	   en	   el	  

metabolismo	  celular.	  	  

Respecto	  al	  uso	  de	  O2	  como	  aceptor	  de	  electrones	  por	  parte	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034,	  

un	   análisis	   in	   silico	   de	   su	   genoma	   reveló	   la	   presencia	   de	   genes	   necesarios	   para	   la	  

utilización	   del	   mismo.	   Entre	   los	   genes	   encontrados	   se	   mencionan:	   los	   genes	   para	  

citocromo	  O	  ubiquinol	  oxidasa	  (EC.	  1.10.3.11),	  NADH	  dehydrogenasa/oxidoreductasa	  

(EC	  1.6.99.3)	  y	  un	  putativo	  componente	  de	  citocromo	  C-‐	  menaquinona	  reductasa	  (EC.	  

1.10.22),	  que	  serían	  las	  funciones	  responsables	  de	  utilizar	  el	  O2	  reduciéndolo	  a	  H2O.	  
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Además,	   se	   encontraron	   dos	   NADH	   peroxidasas	   (EC	   1.11.1.1)	   que	   podrían	   ser	  

responsables	  de	  la	  utilización	  de	  O2	  convirtiéndolo	  en	  H2O2.	  Finalmente,	  se	  encontró	  

una	  pseudocatalasa	  (manganeso	  catalasa	  EC	  1.11.1.6)	  responsable	  de	  la	  detoxifiación	  

del	  peróxido	  catalizando	  la	  interconversión	  del	  H2O2	  a	  O2	  y	  H2O.	  Posiblemente,	  en	  la	  

mutante	   F.	   tropaeoli	   CRL	   2034::ldh1,	   la	   acumulación	   de	   NAD(P)H	   estimularía	   la	  

actividad	  de	  las	  NADH	  peroxidasas,	  las	  que	  convertirían	  el	  O2	  en	  H2O2	  y	  se	  acumularía	  

en	  los	  mesosomas,	  como	  fue	  descripto	  en	  E.	  coli	  por	  Xin	  y	  col.	  (2014).	  Finalmente,	  las	  

diferencias	   en	   el	   grosor	   de	   la	   pared	   celular	   observadas	   en	   la	  mutante	   se	   deberían	  

posiblemente	  a	  las	  modificaciones	  de	  los	  terminadores	  de	  los	  polisacáridos	  de	  la	  pared	  

celular	  D-‐lactato.	  En	  este	  sentido,	  Ferain	  y	  col.	  (1996)	  describieron	  un	  cambio	  drástico	  

en	   la	   pared	   celular	   de	   L.	   plantarum	   NCIMB8826	   al	   generar	   cepas	  mutantes	   en	   los	  

genes	  D-‐	  y	  L-‐	  LDH;	  los	  autores	  indicaron	  que	  se	  generaba	  la	  sustitución	  de	  D-‐	  lactato	  

por	  D-‐	  alanina	  en	  la	  cadena	  peptídica	  del	  peptidoglicano,	  modificando	  así	  los	  niveles	  

de	  resistencia	  a	  vancomicina.	  

En	  cuanto	  a	  la	  producción	  de	  metabolitos	  se	  observó	  que,	  a	  excepción	  de	  la	  mutante	  

CRL	  2034::mdh,	  	  tanto	  la	  cepa	  control	  como	  sus	  mutantes	  fueron	  capaces	  de	  sintetizar	  

manitol,	  ácido	  láctico	  y	  ácido	  acético,	  tanto	  en	  condiciones	  de	  crecimiento	  estático	  y	  

agitado.	  Inesperadamente,	  la	  mutante	  CRL	  2034::mdh	  fue	  capaz	  de	  sintetizar	  manitol	  

(en	   condición	   agitada)	   mientras	   que	   las	   mutantes	   CRL	   2034::mdh	   y	   CRL	   2034::per	  

produjeron	   etanol	   (Fig.	   32).	   Una	   característica	   común	   en	   ambas	   mutantes	   es	   la	  

inactivación	   de	   la	   función	   Per	   pudiendo	   especularse	   que	   la	   producción	   de	   etanol	   y	  

manitol	  podría	  deberse	  a	  la	  presencia	  de	  deshidrogenasas	  presentes	  en	  el	  genoma	  de	  

F.	   tropaeoli	   CRL2034	   sin	   función	   asignada	   aún	   y	   que	   dichas	   actividades	   estarían	  

inhibidas	  por	  Per	  en	  la	  cepa	  salvaje.	  La	  inhibición	  mediada	  por	  Per	  de	  estas	  putativas	  

deshidrogenasas	   optimizaría	   la	   regeneración	   del	   NAD(P)H	   a	   NAD+	   y	   la	   mayor	  

producción	  de	  ATP	  indirectamente	  por	  la	  vía	  de	  la	  MDH,	  responsable	  de	  la	  conversión	  

de	  fructosa	  en	  manitol.	  

La	  especie	  F.	  tropaeoli	  produce	  cantidades	  equimolares	  de	  ácido	  láctico	  y	  ácido	  acético	  

(1:1)	  (Endo	  y	  col.,	  2011)	  y	  este	  comportamiento	  se	  observa	  en	  la	  cepa	  control	  y	  en	  la	  

mutante	  CRL	  2034::per	  en	  condición	  estática,	  no	  así	  en	  la	  condición	  agitada,	  en	  donde	  
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la	  proporción	  de	  ácido	  acético	  es	  mayor	  que	  la	  de	  ácido	  láctico.	  Lucey	  y	  Condon	  (1986)	  

notaron	  que	  en	  presencia	  de	  O2	   la	  producción	  de	  acetato	  aumentaba	  y	  disminuía	   la	  

cantidad	  de	  etanol	   formado	  en	  algunas	  especies	  de	  Leuconostoc;	  Kang	  y	  col.	   (2013)	  

observaron	  también	  este	  comportamiento	  en	  la	  cepa	  de	  sourdough,	  Lactobacillus	  panis	  

PM1.	  Estos	  autores	  justifican	  el	  cambio	  de	  metabolismo	  en	  condiciones	  de	  aireación	  ya	  

que	   en	   estas	   condiciones	   obtienen	   la	   ventaja	   de	   producción	   de	   ATP	   a	   través	   de	   la	  

formación	  de	  acetato	  y	  la	  utilización	  de	  O2	  como	  aceptor	  de	  electrones	  para	  regenerar	  

NADH	  por	  esta	  vía	  en	  vez	  de	  la	  de	  producción	  de	  etanol.	  Por	  lo	  tanto,	  el	  reciclaje	  de	  

NADH	   en	   presencia	   de	   O2	   sería	   ventajoso	   para	   el	   metabolismo	   energético.	   Este	  

comportamiento	  justificaría	  el	  metabolismo	  de	  las	  cepas	  CRL	  2034	  y	  CRL	  2034::per	  ya	  

que	  al	  no	  contar	  con	  la	  enzima	  responsable	  de	  la	  producción	  de	  etanol,	  el	  aumento	  de	  

ácido	  acético	  con	  ganancia	  de	  energía	  sería	  a	  expensas	  de	  una	  menor	  producción	  de	  

ácido	  láctico	  y	  se	  utilizaría	  el	  O2	  como	  aceptor	  de	  electrones	  externos.	  En	  las	  mutantes	  

CRL	  2034::mdh	  y	  CRL	  2034::ldh1	  este	  tipo	  de	  metabolismo	  se	  ve	  aumentado	  y	  en	  el	  

caso	  de	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  se	  observa	  tanto	  en	  condiciones	  de	  cultivo	  estática	  

como	   agitada.	   En	   la	   cepa	   CRL	   2034::mdh,	   la	   deficiencia	   de	   la	   enzima	   MDH	   para	  

regenerar	  NADH	  provoca	  el	  uso	  obligado	  del	  O2	  como	  aceptor	  de	  electrones	  externo	  y	  

la	   mayor	   producción	   de	   acetato	   generaría	   mayor	   producción	   de	   ATP	   con	   la	  

concomitante	   ventaja	   para	   el	   crecimiento	   celular.	   En	   el	   caso	   de	   la	   mutante	   CRL	  

2034::ldh1,	   la	   relación	   ácido	   láctico:	   ácido	   acético	   estaría	   favorecida	   hacia	   la	  

producción	  de	  acetato	  por	  una	  disminución	  de	   la	  producción	  de	  ácido	   láctico	  en	   las	  

condiciones	  estudiadas.	  

La	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  produce	  menor	  cantidad	  de	  ácido	  láctico	  respecto	  a	  la	  cepa	  

parental	  en	  todas	  las	  condiciones	  estudiadas,	  por	  lo	  que	  en	  esta	  cepa	  se	  acumularía	  

piruvato	   en	   exceso.	  Mediante	   la	   herramienta	  de	   comparación	  de	  metabolismo	  del	  

programa	   SEED	   Viewer	   versión	   2.0	   (Overbeek	   y	   col.,	   2005)	   se	   determinaron	   las	  

enzimas	  involucradas	  en	  el	  metabolismo	  del	  piruvato	  presentes	  en	  el	  genoma	  de	  CRL	  

2034.	  En	  la	  Fig.	  31	  se	  muestran	  los	  posibles	  destinos	  del	  piruvato;	  en	  azul	  y	  verde	  se	  

muestran	   las	   enzimas	   (y	   productos)	   presentes	   y	   en	   rojo	   las	   enzimas	   (y	   productos)	  

ausentes	  en	  el	  genoma	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  Como	  se	  observa,	  no	  se	  encuentran	  
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las	   enzimas	   responsables	   de	   la	   producción	   de	   formiato,	   acetaldehído	   y	   etanol	  

mientras	  que	  sí	  están	  presentes	  las	  enzimas	  involucradas	  en	  la	  producción	  de	  acetato	  

(la	   relación	   ácido	   láctico:ácido	   acético	   es	   mayor	   en	   la	   cepa	   CRL	   2034::ldh1)	   y	   de	  

malonil-‐CoA,	  precursor	  de	  la	  síntesis	  de	  ácidos	  grasos,	  pudiendo	  ambas	  ser	  las	  posibles	  

vías	  del	  metabolismo	  del	  piruvato.	  Al	  mismo	  tiempo,	  el	  piruvato	  puede	  convertirse	  en	  

a-‐cetolactato	   y	   luego	   en	   acetoína	   que,	   dependiendo	   de	   la	   enzima,	   puede	   ser	  

transformado	  en	  los	  compuestos	  de	  aroma	  diacetilo	  o	  2,3	  butanodiol.	  Se	  encuentran	  

también	   las	   vías	   de	   biosíntesis	   de	   los	   aminoácidos	   esenciales	   valina,	   leucina	   e	  

isoleucina	  (aunque	  esta	  última	  parece	  estar	  incompleta).	  A	  partir	  de	  fosfoenolpiruvato	  

(metabolito	  anterior	  al	  piruvato	  en	  la	  fermentación	  de	  los	  azúcares)	  puede	  convertirse	  

en	   oxalacetato	   a	   través	   de	   la	   enzima	   fosfoenolpiruvato	   carboxilasa,	   para	   luego	  

producir	  citrato	  o	  aspartato/asparagina	  y	  fumarato.	  

Por	  otro	  lado,	  la	  producción	  de	  manitol	  por	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  a	  las	  48	  h	  de	  

fermentación	  fue	  similar	  a	  la	  de	  la	  cepa	  CRL	  2034,	  a	  pesar	  que	  la	  mutante	  presentó	  

mayores	   niveles	   de	   actividad	   MDH	   en	   las	   condiciones	   estudiadas.	   También,	  

Aarnikunnas	  y	  col.	  (2003)	  encontraron	  que	  al	  generar	  una	  doble	  mutante	  de	  los	  genes	  

ldhD	  y	  ldhL	  en	  la	  cepa	  L.	  fermentum	  NRRL-‐B-‐1932	  no	  mejoró	  la	  biosíntesis	  de	  manitol.	  

Sin	   embargo,	   otros	   autores	   demostraron	   que	   esta	   estrategia	   fue	   funcional	   para	  

optimizar	  la	  producción	  de	  manitol	  en	  cepas	  de	  L.	  lactis	  (Neves	  y	  col.,	  2000)	  y	  para	  la	  

síntesis	  de	  otros	  polioles,	  en	  L.	  plantarum	  y	  L.	  casei	  (Nissen	  y	  col.,	  2005;	  Ladero	  y	  col.,	  

2007)	  mostrando	   que	   quizás	   esta	   estrategia	   sería	   válida	   solamente	   para	   bacterias	  

homofermentativas.	  
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Figura	  31.	  Metabolismo	  del	  piruvato	  
Enzimas	  y	  productos	  en	  rojo	  están	  ausentes	  en	  CRL	  2034.	  
PEP:	  fosfoenolpiruvato	  
PQ:	  piruvato	  quinasa;	  PEPC:	  fosfoenolpiruvato	  carboxilasa;	  COL:	  citrato-‐oxalacetato	  liasa;	  
OAA:	  oxalacetato-‐aspartato	  aminotransferasa;	  AG:	  asparaginasa;	   LDH	   (1,2	  y	  3):	   lactato	  
deshidrogensa;	   PDH:	   piruvato	   deshidrogenasa;	   ADH:	   alcohol	   deshidrogenasa;	   PFL:	  
piruvato-‐formato	   liasa;	   POX:	   piruvato	   oxidasa;	   ACK:	   acetato	   quinasa;	   PTA:	  
fosfoacetiltransferasa;	   ACoAC:	   acetil-‐CoA	   carboxilasa;	   ALS:	   acetolactato	   sintasa;	   ADC:	  
acetolactato	   descarboxilasa;	   DS:	   diacetilo	   sintasa/reductasa;	   BSH:	   2,3-‐butanodiol	  
deshidrogenasa.
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Una	  síntesis	  de	  las	  modificaciones	  de	  los	  metabolitos	  producidos	  por	  F.	  tropaeoli	  CRL	  

2034	  y	  las	  mutantes	  generadas	  en	  esta	  Tesis	  se	  presenta	  en	  la	  Figura	  32.	  Se	  observa	  

que	  cada	  cepa	  genera	  proporciones	  distintas	  de	  los	  metabolitos	  estudiados.	  En	  la	  cepa	  

control	   se	  distingue	  que	  en	   las	  primeras	  etapas	  de	   la	   fermentación	  de	  azúcares	   se	  

generan	  3	  moléculas	  de	  NADH	  por	  cada	  molécula	  de	  glucosa	  consumida;	  estos	  NADH	  

son	  consumidos	  y	  regenerados	  a	  NAD+	  a	  través	  de	  la	  producción	  de	  lactato	  (vía	  LDH;	  

1	  NAD+)	  y	  de	  manitol	  (vía	  MDH;	  2	  NAD+)	  (se	  observa	  la	  producción	  de	  dos	  moléculas	  

de	  manitol	  por	  cada	  molécula	  delactato).	  Los	  mayores	  niveles	  de	  lactato,	  acetato	  (ATP)	  

y	  manitol	  se	  determinaron	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034.	  Similares	  niveles	  de	  lactato	  y	  acetato	  

se	  observaron	  en	  las	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  CRL	  2034::per	  que	  fueron	  capaces	  de	  

producir	   también	  manitol	  aunque	   los	  niveles	  observados	  en	  CRL	  2034::mdh	   fueron	  

menores.	  En	  condiciones	  de	  cultivo	  agitado,	  la	  mutante	  CRL	  2034::mdh	  fue	  capaz	  de	  

crecer	   utilizando	   al	   oxígeno	   como	   aceptor	   de	   electrones	   externo;	   sin	   embargo,	   su	  

crecimiento	   no	   fue	   comparable	   a	   la	   de	   la	   cepa	   CRL	   2034	   posiblemente	   porque	   en	  

presencia	   de	   NAD(P)H	   acumulado	   y	   de	   oxígeno,	   se	   producen	   compuestos	   tóxicos	  

como	  H2O2	  o	  radicales	   libres.	  Estos	  resultados	   indicarían	  que	  el	  aceptor	  externo	  de	  

electrones	   óptimo	   para	   esta	   cepa	   es	   la	   fructosa	   ante	   el	   oxígeno.	   Como	   se	   sugirió	  

previamente,	  la	  presencia	  de	  Per	  es	  esencial	  para	  una	  óptima	  actividad	  de	  MDH;	  esta	  

proteína	   de	   membrana	   actúa	   como	   un	   transportador	   secundario	   de	   fructosa	   y,	  

sugerimos,	   sería	   un	   regulador	   negativo	   de	   actividades	   deshidrogenasas	   aún	   no	  

identificadas,	  responsables	  de	  la	  producción	  de	  etanol	  y	  manitol	  por	  vías	  alternativas.	  

Una	  mutación	  en	  el	  gen	  per	  explicaría	  los	  niveles	  de	  manitol	  y	  etanol	  detectados	  en	  

las	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  CRL	  2034::per.	  

Por	  último,	  se	  detectaron	  los	  menores	  niveles	  de	  lactato	  y	  acetato	  fueron	  detectados	  

en	  la	  mutantes	  CRL	  2034::ldh1.	  Sin	  embargo,	  el	  rendimiento	  de	  manitol	  con	  respecto	  

a	  la	  fructosa	  consumida	  en	  esta	  mutante	  fue	  similar	  a	  la	  de	  cepa	  CRL	  2034	  en	  condición	  

estática.	  Los	  valores	  detectados	  en	  estas	  dos	  cepas	  fueron	  similares	  a	  los	  descriptos	  

por	  cepas	  de	  Leu.	  pseudomesenteroides,	  en	  distintas	  condiciones	  de	  cultivos	  (Soetaert	  

W,	  1999),	  y	  en	  L.	   intermedius	  en	   lote	  alimentado	   (Racine	  y	  Saha,	  2007);	   siendo	   los	  

mayores	  porcentajes	  de	  rendimientos	  obtenidos	  a	  la	  fecha	  entre	  las	  BL.	  	  
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Figura	  32.	  Metabolitos	  producidos	  en	  condiciones	  de	  crecimiento	  agitado	  por	  F.	  tropaeoli	  CRL	  
2034	  y	  sus	  mutantes	  CRL	  2034::mdh,	  CRL	  2034::per,	  y	  CRL	  2034::ldh1	  
La	  altura	  de	  las	  flechas	  indica	  la	  proporción	  del	  metabolito	  producido	  

	  

De	   esta	   forma,	   se	   determinó	   que	   la	   mutante	   CRL	   2034::ldh1	   posee	   una	   mayor	  

producción	  específica	  de	  manitol	  por	  unidad	  formadora	  de	  colonia	  que	  la	  de	  la	  cepa	  

control	  (1,99	  x10-‐8	  mg/UFC	  en	  CRL	  2034::ldh1	  versus	  1,64	  x10-‐8	  mg/UFC	  en	  CRL	  2034).	  

Con	  estos	  resultados	  y	  teniendo	  en	  cuenta	  que	  la	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	   tiene	  un	  

crecimiento	  más	  lento	  que	  el	  de	  la	  cepa	  control,	  se	  podría	  utilizar	  CRL	  2034::ldh1	  como	  

célula	  inmovilizada	  para	  la	  producción	  de	  manitol,	  tal	  como	  se	  describe	  en	  la	  patente	  

de	  Ojamo	   y	   col.	   (2003)	   o	   como	   células	   no	   proliferantes	   referidas	   por	  Neves	   y	   col.	  

(2000),	  quienes	  estudiaron	  el	  metabolismo	  de	  células	  no	  proliferantes	  de	  Lac.	  lactis	  

MG1363	  con	  una	  disrupción	  en	  el	  gen	   ldh	  y	  observaron	  una	  elevada	  producción	  de	  

manitol.	  En	  2002,	  von	  Weymarn	  (2002)	  propuso	  a	  la	  cepa	  Leu.	  mesenteroides	  ATCC	  

9135	  como	  la	  mejor	  productora	  de	  manitol	  en	  ese	  momento	  utilizando	  resting	  cells;	  

además	   Gaspar	   y	   col.	   (2004)	   describieron	   que	   células	  mutantes	   de	   Lac.	   lactis	   que	  

producían	  mayor	  cantidad	  de	  manitol	  seguido	  por	  cantidades	  equimolares	  de	  lactato,	  

etanol	  y	  2,3-‐butanodiol	  cuando	  utilizaron	  células	  no	  proliferantes	  en	  suspensión.	  

Lactato

1'NADH

1'NAD+

GLUCOSA FRUCTOSA

2'NADH

2'NAD+

Manitol

1'NADH

1'NAD+

Acetato

Etanol
2'NAD+2'NADH

CRL+2034
::mdh
::per
::ldh1

ADP

ATP
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•   Se	  identificó	  y	  caracterizó	  el	  gen	  mdh	  en	  las	  cepas	  de	  BL	  heterofermentativas	  

L.	  reuteri	  CRL	  1101,	  L.	  mucosae	  CRL	  573	  y	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  Los	  tamaños	  

de	  los	  genes	  y	  proteínas	  son	  similares;	  en	  CRL	  1101	  (1011	  pb	  y	  336	  aa)	  y	  CRL	  

2034	  (1017	  pb	  y	  338	  aa),	  mientras	  que	  en	  CRL	  573	  se	  encontraron	  dos	  genes	  

mdh	  contiguos,	  de	  435	  pb	  (144	  aa)	  y	  558	  pb	  (185	  aa).	  	  

•   Se	  determinó	   la	  organización	  y	  el	   contexto	  genómico	  del	  gen	  mdh	  en	   las	  

cepas	  estudiadas	  mediante	  estudios	  in	  silico.	  El	  contexto	  genómico	  del	  gen	  

mdh	  de	  CRL	  1101	  y	  CRL	  573	  es	  similar:	  corriente	  arriba	  se	  detectó	  un	  gen	  de	  

transporte	  de	  manganeso	  y	  corriente	  abajo	  un	  gen	  regulador.	  El	  gen	  mdh	  

de	  CRL	  2034	  forma	  parte	  de	  un	  operón	  junto	  a	  un	  gen	  que	  codifica	  para	  una	  

proteína	  transportadora	  de	  fructosa.	  Corriente	  arriba	  del	  operón	  se	  detectó	  

un	  gen	  que	  podría	  estar	  implicado	  en	  la	  resistencia	  a	  selenio	  (DedA).	  

•   Se	  diseñó	  y	  optimizó	  un	  protocolo	  de	  transformación	  de	  L.	   reuteri	  CRL	  1101	  

(penicilina	  0,7	  µg/mL,	  600	  W	  25	  µF	  1,8	  kV;	  pJP042	  104	  UFC/ug	  ADN).	  Aunque	  su	  

uso	  no	  permitió	  modificar	  genéticamente	  la	  cepa	  CRL	  1101,	  fue	  de	  gran	  utilidad	  

para	  las	  modificaciones	  genéticas	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034.	  

•   Se	  generaron	  y	  caracterizaron	  mutantes	  de	  F.	  tropaeoli	  CRL	  2034	  en	  los	  genes	  

mdh,	   per,	   ldh1,	   ldh2	   y	   ldh3,	   que	   codifican	   para	   las	   enzimas	   manitol	   2-‐

deshidrogenasa,	  fructosa	  permeasa,	  D-‐lactato	  deshidrogenasa	  1	  y	  2	  y	  L-‐lactato	  

deshidrogenasa	  (ldh3),	  respectivamente.	  Para	  el	  aislamiento	  de	  las	  mutantes,	  

se	   utilizó	   el	   plásmido	   de	   inserción	   pRV30,	   generando	   la	   interrupción	   de	   los	  

genes	  por	  recombinación	  simple.	  

•   La	  cepa	  CRL	  2034::mdh	  no	  presentó	  actividad	  MDH,	  fue	   incapaz	  de	  producir	  

manitol	  y	  requirió	  de	  oxígeno	  para	  crecer.	  	  
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•   Las	  mutantes	   ldh2	  y	   ldh3	  no	  mostraron	  diferencias	  significativas	  con	   la	  cepa	  

parental	   respecto	  a	   los	  parámetros	  de	  crecimiento,	  actividades	  LDH	  y	  MDH,	  

consumo	  de	  azúcares	  y	  producción	  de	  manitol.	  

•   La	  cepa	  CRL	  2034::per	  mostró	  un	  crecimiento	  más	  lento	  que	  la	  cepa	  parental	  

aunque	  no	  presentó	  diferencias	  significativas	  en	  las	  actividades	  LDH	  y	  MDH,	  en	  

el	  consumo	  de	  azúcares,	  ni	  en	  la	  producción	  de	  manitol.	  

•   Las	  cepas	  CRL	  2034::ldh1	  y	  CRL	  2034::ldh3	  mostraron	  una	  producción	  de	   los	  

isómeros	  D-‐	  y	  L-‐	  láctico	  variable	  con	  respecto	  al	  control.	  La	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  

favoreció	  la	  producción	  de	  ácido	  L-‐láctico	  mientras	  que	  la	  cepa	  ::ldh3	  favoreció	  

la	  producción	  de	  ácido	  D-‐láctico.	  

•   La	  mutante	  CRL	  2034::ldh1	  mostró	  diferencias	  morfológicas	  con	  mesosomas,	  

una	  pared	  celular	  más	  gruesa	  y	  células	  más	  delgadas	  y	  largas	  comparada	  con	  la	  

cepa	  CRL	  2034.	  	  

•   La	  cepa	  CRL	  2034::ldh1	  presentó	  menor	  actividad	  LDH,	  mayor	  actividad	  MDH	  y	  

produjo	  menor	  cantidad	  de	  ácido	  láctico.	  La	  producción	  de	  manitol	  fue	  similar	  

a	   la	   cepa	  parental;	   sin	   embargo,	   la	  producción	  específica	   fue	  mayor	  en	  CRL	  

2034::ldh1	   (1,99	   x10-‐8	   mg/UFC)	   que	   en	   CRL	   2034	   (1,64	   x10-‐8	   mg/UFC)	  

demostrando	  que	  la	  mutante	  es	  más	  eficiente	  para	  la	  producción	  manitol.	  
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En	  este	  trabajo	  de	  Tesis	  se	  describe	  por	  primera	  vez	  la	  organización	  genética	  del	  gen	  

manitol	   2-‐deshidrogenasa	   en	   Fructobacillus	   tropaeoli	   CRL	   2034	   y	   su	   importante	  

contribución	   en	   el	   crecimiento	   de	   este	   microorganismo	   en	   un	  medio	   que	   contiene	  

fructosa	  como	  aceptor	  de	  electrones	  externo.	  Además,	  se	  generó	  una	  cepa	  mutante	  

(::ldh1)	  más	  eficiente	  en	  la	  producción	  de	  manitol	  que	  la	  cepa	  salvaje	  en	  las	  condiciones	  

estudiadas.	  Los	  resultados	  logrados	  contribuyen	  al	  conocimiento	  sobre	  el	  metabolismo	  

de	  fructosa/manitol	  en	  la	  cepa	  CRL	  2034	  y	  destacan	  la	  importancia	  comportamiento	  

del	  potencial	   redox	  en	   la	  especie	  Fructobacillus	   tropaeoli.	  Estos	  estudios	  sientan	   las	  

bases	  necesarias	  para	  un	  diseño	  racional	  de	  las	  modificaciones	  genéticas	  en	  el	  genoma	  

de	  CRL	  2034,	  con	  el	  fin	  de	  utilizarlo	  como	  una	  fábrica	  celular	  eficiente	  de	  manitol.	  
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•   Estudiar	  el	  balance	  redox	  [NAD(P)H/NAD(P)+]	  y	  ATP	  producido	  por	  la	  cepa	  

control	  y	  las	  cepas	  mutantes	  CRL	  2034::mdh	  y	  CRL	  2034	  ::ldh1.	  

	  

•   Evaluar	  la	  producción	  de	  otros	  metabolitos	  en	  las	  cepas	  CRL	  2034::mdh,	  CRL	  

2034::per	   y	   CRL	   2034::ldh1	   para	   estudiar	   el	   destino	   de	   los	   azúcares	  

consumidos.	  	  

	  

•   Evaluar	  la	  expresión	  diferencial	  de	  los	  genes	  involucrados	  en	  la	  síntesis	  de	  

manitol	  y	  metabolismo	  de	  fructosa	  en	  las	  cepas	  CRL	  2034,	  CRL	  2034::mdh,	  

CRL	  2034::per	  y	  CRL	  2034::ldh1	  bajo	  condiciones	  de	  crecimiento	  definidas.	  

	  

•   Evaluar	   la	   producción	   de	  manitol	   por	   la	  mutante	   CRL	   2034::ldh1	   usando	  

células	  inmovilizadas	  o	  no	  proliferantes.	  
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Secuencias	  utilizadas	  para	  el	  árbol	  filogenético	  

	  
Tabla	  11.	  Secuencias	  utilizadas	  para	  realizar	  el	  árbol	  filogenético	  
Microorganismo	   Número	  de	  Acceso	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  suionicum	  ATCC	  9135	   AAM09029.1	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  dextranicum	   KMY82191.1	  
Leu.	  mesenteroides	   ACT22631.1	  	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  mesenteroides	   KMY78497.1	  	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  mesenteroides	  2	   ORI80600.1	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  cremoris	   KMY80413.1	  	  	  
Weissella	  cibaria	   ALI34166.1	  	  
Leu.	  citreum	  KM20	   ACA82186.1	  	  
Leu.	  pseudomesenteroides	  KCTC	  3652	   CAD31644.1	  	  
Leu.	  mesenteroides	  subsp.	  mesenteroides	  3	   ORI81820.1	  	  
Leu.	  pseudomesenteroides	  1159	   KDA48520.1	  
Leu.	  carnosum	  JB16	   AFT82159.1	  	  
Leu.	  gelidum	  subsp.	  gasicomitatum	  LMG	  18811	   CBL92099.1	  	  
Leu.	  gelidum	  subsp.	  gasicomitatum	   CUW19723.1	  	  
Weissella	  jogaejeotgali	   APS42006.1	  	  
Leu.	  fallax	   WP_010006726.1	  	  
F.	  fructosus	  KCTC	  3544	   KRN53392.1	  
W.	  paramesenteroides	  ATCC	  33313	   EER74459.1	  	  
W.	  paramesenteroides	   WP_040760069.1	  	  
W.	  bombi	   SCB72562.1	  	  
W.	  hellenica	   WP_074427386.1	  	  
Leu.	  pseudomesenteroides	   WP_084012202.1	  	  
W.	  hellenica	   WP_042492594.1	  	  
Leu.	  lactis	   KQB80794.1	  	  
Leu.	  lactis	  2	   WP_084459763.1	  	  
Leu.	  lactis	  3	   WP_010001368.1	  	  
Leu.	  citreum	  4	   WP_048700467.1	  	  
L.	  reuteri	  ATCC	  53608	   AAS55855.1	  	  
L.	  reuteri	   WP_003665087.1	  	  
L.	  reuteri	   WP_086141707.1	  	  
L.	  reuteri	   WP_035157092.1	  	  
L.	  reuteri	  JCM	  1112	   BAG26258.1	  
L.	  reuteri	   WP_085678440.1	  	  
L.	  sp.	  marseille-‐P3519	   WP_076460138.1	  	  
L.	  coleohominis	  101-‐4-‐CHN	   EEU29704.1	  	  
L.	  coleohominis	  DSM	  14060	   KRM81686.1	  	  
L.	  fermentum	   WP_049183507.1	  	  
L.	  secaliphilus	   WP_057742073.1	  	  
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L.	  secaliphilus	  2	   KRN58541.1	  	  
L.	  fermentum	  2	   WP_070955878.1	  	  
L.	  fermentum	  3	   WP_069775887.1	  	  	  
L.	  fermentum	  4	   AOR74332.1	  	  
L.	  mucosae	  LM1	   AJT49654.1	  	  
L.	  equigenerosi	  DSM	  18793	  =	  JCM	  14505	   RL96362.1	  	  
L.	  ingluviei	   WP_056993567.1	  	  
L.	  mucosae	   WP_048345680.1	  	  
L.	  ingluviei	  DSM	  15946	   KRL91757.1	  	  
L.	  ingluviei	  2	   WP_019206276.1	  	  
L.	  fermentum	  5	   KRN09729.1	  	  
L.	  gastricus	  DSM	  16045	   KRM02657.1	  	  
L.	  fermentum	  F-‐6	   AGL89906.1	  	  
L.	  fermentum	   CDN24926.1	  	  
L.	  gastricus	  PS3	   EHS85628.1	  	  
L.	  fermentum	  NB-‐22	   ESS02292.1	  	  
L.	  brevis	  ATCC	  367	   ABJ65213.1	  	  
L.	  brevis	  KB290	   BAN07857.1	  	  
L.	  brevis	   WP_043022279.1	  	  
L.	  hammesii	  DSM	  16381	   KRL93717.1	  	  
L.	  paucivorans	   WP_057877733.1	  	  
L.	  parabrevis	  ATCC	  53295	   KRK35924.1	  	  
L.	  senmaizukei	  DSM	  21775	  =	  NBRC	  103853	   KRN02355.1	  	  
L.	  koreensis	  JCM	  16448	   KRK87314.1	  	  
L.	  hammesii	  DSM	  16381	   KRL93713.1	  	  
L.	  parabrevis	  ATCC	  53295	   KRK35928.1	  	  
L.	  zymae	   WP_087742722.1	  	  
L.	  acidifarinae	  DSM	  19394	   KRK95804.1	  	  
L.	  acidifarinae	   WP_057800987.1	  
L.	  zymae	  DSM	  19395	   KRL16328.1	  	  
L.	  zymae	   WP_057730481.1	  	  
L.	  acidifarinae	   WP_057800990.1	  	  
L.	  acidifarinae	  DSM	  19394	   KRK95807.1	  	  
L.	  spicheri	  DSM	  15429	   KRL48686.1	  	  
L.	  zymae	   WP_057730485.1	  	  
L.	  zymae	  DSM	  19395	   KRL16331.1	  	  
L.	  namurensis	  DSM	  19117	   KRK74459.1	  	  
L.	  diolivorans	  DSM	  14421	   KRL65187.1	  	  
L.	  farraginis	  DSM	  18382	  =	  JCM	  14108	   AF36193.1	  	  
L.	  buchneri	  CD034	   AFS01476.1	  	  
L.	  sanfranciscensis	   WP_056957746.1	  	  
L.	  sanfranciscensis	  DSM	  20451	   KRM80847.1	  	  
L.	  sanfranciscensis	   WP_014081600.1	  	  
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F.	  tropaeolli	  CRL2034	  	   	  
F.	  tropaeoli	   WP_059393297.1	  	  
F.	  pseudoficulneus	   WP_059377690.1	  	  
F.	  sp.	  EFB-‐N1	   WP_047974881.1	  	  
F.	  ficulneus	   WP_061993383.1	  	  
Leu.aceae	  bacterium	  R-‐53105	   WP_089938688.1	  	  
F.	  fructosus	   WP_010691611.1	  	  
Leu.	  kimchii	  IMSNU	  11154	   ADG40635.1	  	  
Leu.	  mesenteroides	  2	   ACM66886.1	  	  
Leu.	  pseudomesenteroides	  4882	   CCJ66599.1	  	  
Leu.	  lactis	  5	   ANY11325.1	  	  
L.	  reuteri	  CRL	  1101	   LX03_09970	  
L.	  mucosae	  CRL	  573	   CRL753	  
L.	  plantarum	   ARW34230.1	  	  
L.	  plantarum	  JDM1	   ACT61106.1	  	  
L.	  pentosus	  MP-‐10	   CCB82841.1	  	  
L.	  plantarum	  EGD-‐AQ4	   EQM54718.1	  	  
L.	  xiangfangensis	   WP_057706267.1	  	  
L.	  herbarum	   WP_047998777.1	  	  
L.	  fabifermentans	  DSM	  21115	   KRO28875.1	  
Oenococcus	  oeni	  IOEB_0502	   KGH72266.1	  	  
O.	  oeni	   WP_071445366.1	  	  
Secuencias	   en	   negrita:	   secuencias	   estudiadas	   en	   estre	   trabajo	   de	   Tesis	   y	   secuencias	  
identificadas	  en	  la	  bibliografía	  
	  

Optimización	  del	  protocolo	  de	  transformación	  de	  CRL	  1101	  

Uno	  de	  los	  principales	  problemas	  encontrados	  en	  los	  estudios	  genéticos	  de	  bacterias	  

lácticas	   es	   la	   dificultad	   para	   transformar	   las	   cepas	   seleccionadas.	   El	   método	   de	  

elección	  para	  introducir	  ADN	  exógeno	  es	  la	  electroporación;	  aunque	  se	  han	  descriptos	  

protocolos	   para	   una	   eficiente	   electroporación	   para	   algunas	   cepas	   de	   las	   especies	  

Lactococcus	  lactis,	  Lactobacillus	  plantarum	  y	  Streptococcus	  thermophilus,	  para	  otras	  

especies	  las	  frecuencias	  son	  bajas	  e	  incluso	  nulas	  (i.e.,	  Lc.	  delbrueckii).	  	  

Con	  el	  objetivo	  de	  definir	  y	  optimizar	  la	  eficiencia	  de	  transformación	  de	  L.	  reuteri	  CRL	  

1101,	   se	   utilizaron	   distintos	   plásmidos	   y	   se	   evaluaron	   diferentes	   protocolos	   para	  

generar	   células	   electro-‐competentes.	   Se	   utilizaron	   protocolos	   descriptos	   por	  

Luchansky	  y	  col.	  (1989),	  Ausbel	  F	  (1999),	  Turner	  y	  col.	  (1999),	  Mason	  y	  col.	  (2005),	  Lo	  

y	  col.	  (2009),	  Stephenson	  y	  col.	  (2011)	  y	  combinaciones	  de	  algunos	  de	  estos	  métodos.	  	  
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Se	  aplicaron	  distintos	  debilitadores	  de	  la	  pared	  celular	  de	  esto	  microorganismo	  como	  

NaCl,	  penicilina	  y	  glicina,	  en	  distintas	  concentraciones.	  También	  se	  probaron	  distintas	  

condiciones	  de	  electroporación:	  600	  W	  25	  µF	  1,8	  o	  2,5	  kV	  y	  a	  200	  W	  25	  µF	  1,8	  y	  2,5	  kV.	  

Todos	  los	  protocolos	  utilizados	  están	  descriptos	  en	  la	  Tabla	  12.	  Se	  utilizaron	  además	  

distintos	  plásmidos	  [pGhost	  (Biswas	  y	  col.,	  1993;	  Maguin	  y	  col.,	  1996),	  pRV85	  (Gory	  y	  

col.,	   2001),	   pRV300	   (Simões-‐Barbosa	   y	   col.,	   2004),	   p3B1	   (Cuozzo,	   2002),	   pTVC_lac	  

(Poyart	  y	  Trieu-‐Cuot,	  1997),	  p29cat232Small	  (Walter	  y	  col.,	  2003),	  pJP042	  (van	  Pijkeren	  

y	  Britton,	   2012),	   pNZ124	   (Platteeuw	  y	   col.,	   1994).	   El	  mejor	   rendimiento	   fue	   con	  el	  

protocolo	  en	  el	  que	  se	  utiliza	  penicilina	  0,7	  µg/mL	  y	  las	  condiciones	  de	  electroporación	  

600	  W	  25	  µF	  1,8	  kV,	  obteniendo	  una	  eficiencia	  de	  7,4	  x102	  UFC/mL	  µg	  ADN	  con	  el	  

plásmido	   p29cat232Small	   (Walter	   y	   col.,	   2003)	   y	   6,4x104	   UFC/mL	   µg	   ADN	   con	   el	  

plásmido	  pJP042	  (van	  Pijkeren	  y	  Britton,	  2012).	  	  

Aislamientos	  de	  mutación	  del	  gen	  mdh	  y	  ldh	  en	  L.	  reuteri	  CRL	  1101	  

Técnica	  de	  recombineering	  	  

Con	  el	  objetivo	  de	  estudiar	  la	  relación	  entre	  la	  producción	  de	  manitol	  y	  el	  gen	  mdh	  

identificado	  en	  CRL	  1101,	  se	  planteó	  generar	  cepas	  deficientes	  en	  el	  mencionado	  gen.	  

Para	   generar	   estas	   mutantes	   en	   CRL	   1101	   se	   utilizó	   la	   técnica	   de	   recombineering	  

descripta	  por	  van	  Pijkeren	  y	  Britton	  (2012).	  Esta	  técnica	  se	  basa	  en	  la	  utilización	  de	  un	  

plásmido	  que	  posee	  un	  gen	  que	  codifica	  para	  la	  proteína	  RecT	  y	  oligonucleótidos	  que	  

son	  idénticos	  a	  la	  hebra	  rezagada,	  pero	  contienen	  algunas	  bases	  modificadas	  que	  son	  

las	  que	  van	  a	  incorporar	  en	  el	  proceso	  de	  replicación	  del	  ADN	  generando	  la	  mutación.	  

Estos	  oligonucleótidos	  van	  a	  ser	  transformados	  en	  la	  célula,	  que	  contiene	  el	  plásmido	  

que	  expresa	  la	  proteína	  RecT	  cuya	  función	  es	  proteger	  al	  mismo	  de	  la	  degradación	  por	  

parte	  de	  la	  célula	  huésped,	  y	  se	  van	  a	  incorporar	  en	  el	  ADN	  como	  un	  fragmento	  de	  

Okazaki	  durante	  la	  replicación	  (Fig.	  33).	  Las	  mutantes	  son	  identificadas	  a	  través	  de	  la	  

de	  la	  reacción	  MAMA	  PCR	  (Mismatch	  Amplification	  Mutation	  Assay	  PCR)	  descripta	  por	  

Qiang	  y	  col.	  (2002).	  Esta	  técnica	  se	  basa	  en	  una	  PCR	  en	  la	  que	  se	  utilizan	  tres	  primers,	  

un	  par	  de	  primers	  que	  amplifica	  el	  gen	  o	  el	  sector	  que	  posea	  la	  mutación	  puntual	  y	  un	  	  
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Figura	  33.	  Técnica	  de	  recombineering	  descripta	  por	  Van	  Pijkeren	  y	  Britton	  2012	  
(i)	  Células	  electro-‐competentes	  en	  donde	  RecT	  es	  expresado	  por	  el	  plásmido	  pJP042	  son	  
transformadas	   con	   el	   oligonucleótido.	   Las	   líneas	   onduladas	   negras	   con	   un	   punto	   rojo	  
representan	  el	  oligonucleótido	  con	  las	  bases	  para	  la	  mutación,	  en	  verde	  se	  representa	  a	  
la	  célula	  bacteriana,	  la	  doble	  hélice	  negra	  representa	  el	  ADN	  cromosómico,	  la	  expresión	  
de	   RecT	   está	   indicada	   dentro	   de	   la	   célula.	   (ii)	   El	   oligonucleótido	   es	   integrado	   al	   ADN	  
cromosómico	  como	  un	  fragmento	  de	  Okazaki.	  (iii)	  Las	  células	  son	  recuperadas	  en	  placas	  
libre	   de	   antibiótico	   y	   la	   recombinación	   es	   detectada	   por	  MAMA	   PCR.	   Dos	   cebadores	  
representados	  como	  flechas	  azules	  amplificarán	  un	  fragmento	  de	  1	  Kb,	  mientras	  un	  tercer	  
cebador	  representado	  como	  flecha	  roja	  solo	  amplificará	  en	  caso	  de	  que	  la	  mutación	  se	  
encuentre	   en	   el	   ADN	   generando	   un	   amplicón	   de	   500	   pb.	   Como	   el	   oligonucleótido	   de	  
recombinación	  solo	  se	  dirige	  a	  una	  hebra	  durante	  la	  replicación	  del	  ADN,	  las	  colonias	  serán	  
de	   genotipo	   mixto.	   El	   punto	   rojo	   en	   el	   cromosoma	   indica	   que	   las	   mutaciones	   se	  
incorporan.	  (iv)	  Se	  realiza	  una	  purificación	  de	  una	  sola	  colonia	  para	  separar	  el	  genotipo	  de	  
tipo	   salvaje	   del	   genotipo	   mutante.	   (v)	   La	   reacción	   de	   MAMA-‐PCR	   se	   repite	   como	   se	  
describe	  en	  la	  sección	  iii	  para	  identificar	  un	  genotipo	  puro	  mutante	  (vi)	  El	  plásmido	  pJP042	  
puede	  ahora	  ser	  curado	  de	  la	  cepa	  mutante	  con	  repiques	  de	  las	  bacterias	  sin	  selección	  de	  
antibióticos	  para	  producir	  un	  derivado	  exento	  de	  plásmido	  (vii).	  Imagen	  tomada	  de	  van	  
Pijkeren	  y	  Britton	  (2012).
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tercer	   cebador	   que	   tiene	   la	  mutación	   puntual	   y	   solo	   amplifica	   si	   la	  mutación	   está	  

presente	  en	  el	  ADN	  tal	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Fig.	  33.	  

Primero	  se	  transformó	  la	  cepa	  CRL	  1101	  con	  el	  plásmido	  pJP042,	  que	  posee	  la	  proteína	  

RecT	  y	  luego	  se	  trasformó	  con	  el	  oligonucleótido	  oJP577	  (utilizado	  en	  la	  técnica	  como	  

control),	   que	   genera	   una	   mutación	   en	   la	   RNA	   polimerasa	   haciéndola	   resistente	   a	  

rifampicina.	   Se	   obtuvieron	   1,68x103	   UFC/mL	   (1,5	   %)	   resistentes	   a	   Rf	   (25	   µg/mL),	  

demostrando	  de	  esta	  manera	  que	  la	  técnica	  de	  recombineering	  funciona,	  pero	  en	  una	  

baja	  frecuencia	  en	  CRL	  1101.	  	  

El	   oligonucleótido	   omdh	   (Materiales	   y	   Métodos,	   primers),	   para	   generar	   una	   cepa	  

deficiente	  en	  actividad	  MDH	  se	  diseñó	  con	  dos	  codones	  stop	  sucesivos	  con	  el	  objetivo	  

de	  generar	  dos	  proteínas	  de	  174	  y	  58	  aa	  no	  funcionales	  (Fig.	  34).	  

Figura	  34.	  Diseño	  del	  oligonucleótido	  omdh	  
En	  rosa	  se	  representa	  el	  gen	  mdh	  de	  CRL	  1101,	  la	  primera	  secuencia	  de	  nucleótidos	  es	  la	  
secuencia	  original,	  luego	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  original	  y	  al	  final	  la	  secuencia	  del	  
oligonucleótido	  con	  los	  dos	  codones	  stop	  consecutivos	  (resaltados	  en	  verde),	  el	  resto	  de	  
la	  secuencia	  es	  idéntica	  a	  la	  original	  (resaltado	  en	  amarillo).	  

	  

Luego	   de	   electroporar	   la	   cepa	   CRL	   1101	   (pJP042)	   con	   el	   oligonucleótido	  omdh,	   se	  

evaluaron	  las	  potenciales	  células	  recombinantes	  a	  través	  de	  la	  reacción	  MAMA	  PCR.	  

Se	  picaron	  más	  de	  300	  colonias,	  se	  realizaron	  las	  MAMA	  PCR	  con	  los	  cebadores	  Jb-‐

mdh-‐F	  y	   Jr	   (2398	  pb)	  como	  control	  y	  el	  primer	  MDHm-‐f’	  para	  detectar	   la	  mutación	  

generando	  un	  amplicon	  de	  1191	  pb	  con	  el	  cebador	  Jr.	  Las	  reacciones	  de	  MAMA	  PCR	  

fueron	   sembradas	   en	   un	   gel	   de	   agarosa	   al	   0,8	  %	   (Fig.	   35	   primer	   aislamiento).	   Las	  

colonias	  que	  amplificaron	  con	  el	  cebador	  que	  detecta	  la	  mutación	  en	  mdh,	  fueron	  re-‐

estriadas	  con	  el	  objetivo	  de	  que	  la	  mutación	  esté	  presente	  en	  las	  dos	  hebras	  del	  ADN,	  

5’ CCT CCT ATT GTT GTT TTA GGT CAC GAA AAC TCA GGT GTA GTT ACA AAA GTT GGT TCA GAA GTT 3’

V   P   P   I   V   L   G   H   E   N   S   G   V   V   T   K   V   G   S   E   V

5’.  .  . CCTCCTATTGTT TAG TAA CACGAAAACTCAGGTGTAGTTACAAAAGTTGGTTCAGA 3’  omdh

*   *

mdh
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como	   se	   dijo	   anteriormente	   los	   oligonucleótidos	   se	   insertan	   como	   fragmento	   de	  

Okazaki	  por	  lo	  que	  es	  necesario	  una	  segunda	  replicación	  del	  ADN	  para	  que	  la	  mutación	  

puntual	   este	   en	   ambas	   hebras.	   Se	   picaron	  más	   de	   50	   colonias	   y	   se	   realizaron	   las	  

reacciones	  de	  MAMA	  PCR	  de	  las	  mismas,	  se	  sembraron	  las	  amplificaciones	  en	  un	  gel	  

de	  agarosa	  (Fig.	  35	  segundo	  aislamiento).	  

Figura	  35.	  Fotos	  de	  los	  geles	  de	  MAMA-‐PCR	  de	  las	  colonias	  picadas,	  técnica	  recombineering	  
Primer	  aislamiento:	  en	  las	  calles	  se	  observan	  los	  números	  de	  las	  cepas	  picadas	  y	  el	  control	  
CRL	  1101;	  las	  cepas	  12,	  13,	  14,	  16,	  17,	  18	  son	  las	  putativas	  recombinantes;	  las	  cepas	  15,	  
19,	  20	  y	  21	  son	  colonias	  que	  no	  recombinaron.	  
Segundo	  aislamiento:	  en	  las	  calles	  se	  observan	  los	  números	  de	  las	  cepas	  picadas	  luego	  del	  
segundo	  aislamiento	  y	  el	  control	  CRL	  1101;	  las	  cepas	  8,	  9	  y	  12	  provienen	  de	  colonias	  que	  
habrían	  recombinado.	  	  

8" 9 10"""""""11"""""12"""""13"""""14""""""""""""""1Kb

Primer"aislamiento"

2398"pb

1191"pb

1Kb""12"""13"""14"""15""16"""17"""18"""19"""20"""21

CR
L"1

10
1

CR
L"1

10
1

Segundo aislamiento"

2398"pb

1191"pb
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Una	   de	   las	   colonias	   que	   dio	   positivo	   para	   la	   reacción	   MAMA	   PCR	   en	   el	   segundo	  

aislamiento	  (CRL	  1101	  13-‐8)	  se	  seleccionó	  para	  estudiar	  la	  activida	  MDH.	  Para	  ello	  la	  

posible	  recombinante	  y	  el	  control	  (CRL	  1101)	  fueron	  crecidas	  por	  8	  h	  a	  37	  °C	  en	  MRS	  

(glu	  7	  %	  condición	  a)	  y	  MRS	  con	  fructosa	  (glu	  2	  %	  y	  fru	  5	  %	  condición	  b)	  para	  utilizar	  

los	   extráctos	   celulares	   y	   medir	   actividad	   MDH.	   Estúdios	   previos	   (Ortiz,	   2014)	  

demostraron	  que	  la	  cepa	  control	  presenta	  mayor	  actividad	  a	  las	  8	  h	  y	  en	  medio	  MRS	  

con	  glu	  2	  %	  fru	  5	  %.	  La	  putativa	  mutante	  presentó	  actividad	  MDH	  similar	  a	   la	  cepa	  

control	  (a:	  0,87-‐0,67	  y	  b:	  2,37-‐2,83)	  como	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  36.	  Se	  secuenció	  el	  

gen	  mdh	  de	  la	  putativa	  mutante	  y	  se	  corroboró	  que	  no	  presentan	  los	  codones	  stop	  

diseñados	  en	  el	   oligonucleótido.	   Las	  posibles	   causas	  de	  no	  encontrar	   las	  mutantes	  

serían	  los	  inconvenientes	  a	  la	  hora	  de	  identificar	  las	  mutantes	  por	  MAMA	  PCR	  y	  la	  baja	  

frecuencia	  que	  tuvimos	  de	  la	  técnica	  en	  sí,	  o	  al	  diseño	  del	  oligonucleótido	  que	  podría	  

no	  haber	   sido	   el	   adecuado,	   que	   la	  mutación	   generada	  no	   afecte	   la	   actividad	  MDH	  

(como	  parecería	  suceder	  en	  CRL	  573)	  o	  que	  la	  cepa	  CRL	  1101	  posee	  más	  de	  una	  función	  

MDH.	   Es	   por	   ello	   que	   se	   decidió	   utilizar	   la	   técnica	   de	   simple	   recombinación	   para	  

genera	  las	  mutaciones	  que	  permita	  una	  selección	  eficiente.	  

Figura	  36.	  Actividad	  MDH	  específica	  de	  la	  cepa	  CRL	  1101	  y	  la	  putativa	  recombinante	  CRL	  1101-‐13-‐
8	  	  

	  

	  	  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

CRL1101 CRL1101*13*8

Ac
tiv
id
ad
3M

DH
3(U

/m
g3p

ro
te
ín
a)

Glu373%

Glu323%3Fru353%



ANEXO	  

	  145	  

Técnica	  de	  recombinación	  simple	  

Se	   buscó	   generar	   la	   mutante	   en	   el	   gen	   mdh	   mediante	   la	   técnica	   de	   simple	  

recombinación	  utilizando	  el	  vector	  no	  replicativo	  en	  gram	  positivas	  pRV300	  (Leloup	  y	  

col.,	   1997).	   El	   vector	   de	   inserción	   p::ldhCRL1101,	   que	   contiene	   un	   fragmento	   de	  

aproximadamente	  400	  pb	  internos	  del	  gen	  ldh	  de	  CRL	  1101,	  que	  se	  generó	  de	  la	  forma	  

descripta	  en	  la	  Fig.	  37.	  El	  plásmido	  recombinante	  p::ldhCRL1101	  fue	  electroporado	  en	  

células	  electro-‐competentes	  de	  CRL	  1101.	  Para	  seleccionar	  las	  mutantes	  se	  utilizaron	  

distintas	   concentraciones	   de	   eritromicina.	   Sin	   embargo,	   no	   se	   logró	   aislar	   ninguna	  

cepa	  que	  posea	  inserto	  el	  plásmido	  generando	  la	  interrupción	  del	  gen	  ldh.	  Para	  esta	  

técnica	  existen	  diversos	   inconvenientes;	   uno	  es	   la	   eficiencia	  de	   transformación	  del	  

plásmido,	  podría	  ser	  que	  no	  estaría	  ingresando	  a	  la	  célula,	  por	  otro	  lado,	  que	  no	  se	  

esté	  produciendo	  la	  recombinación	  o	  problemas	  con	  la	  sensibilidad	  a	  Em	  de	  esta	  cepa.	  
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Figura	  37.	  Construcción	  del	  plásmido	  p::ldhCRL1101	  
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