Revista QuimicaViva - Namero 1, afio 16, abril 2017 - guimicaviva@qgb.fcen.uba.ar

Transferibilidad de DNA en Lactobacillus: ¢hay riesgo de transferencia horizontal

desde la microbiota a probioticos y viceversa?

Joaquina Fina Martin, Maria Mercedes Palomino, Carmen Sanchez Rivas,

Sandra M. Ruzal y Mariana C. Allievi

Departamento de Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-UBA,

IQUIBICEN CONICET.
Correspondencia: mallievi@gb.fcen.uba.ar
Enviado: 27/02/2017-Aceptado 05/04/2017

Resumen

Con el objetivo de estudiar si la cepa probiética Lactobacillus casei BL23 puede ser receptora de genes
ya sea de virulencia o de resistencias a antibidticos de otras especies de su entorno, lo que pondria en
alerta sus propiedades benéficas, se evalud la expresion del gen comX anotado como factor sigma
alternativo de la RNA polimerasa, P_001986877.1, Gene ID: 6404650, presente en esta cepa. Esta
funcién, como en otras bacterias lacticas, podria cumplir un rol como elemento regulador de la cascada
de competencia que permite la adquisicion de DNA exdgeno. Para ello se analizaron si en las
condiciones del ambiente intestinal esta cepa es capaz de modificar la expresion génica del gen comX,
Se testearon condiciones que emulan el tracto gastrointestinal, como estrés salino o pH acido con sales
biliares, y se las compar6 con aquellas condiciones que promueven la expresion de los genes de
competencia, como el hambreado, la irradiacién con luz UV y la exposicion al calor. Se analizé por Dot
Blot y qPCR el RNA mensajero del gen comX, evaluandose los niveles de expresion en fases de
crecimiento exponencial y estacionaria del gen de interés y del gen constitutivo 16S rRNA. También se
analizé la transferencia de un marcador de resistencia a antibiético (CmR) evaluando asi la
transformacion natural en cada uno de las condiciones anteriores por medio de la técnica de numero
mas probable (NMP). Los resultados mostraron un aumento en la expresion del gen comX en condicion
de irradiacion con luz UV o pH &cido con sales biliares. Sin embargo, el nimero de transformantes
obtenidos mediante NMP no es significativamente diferente respecto de las condiciones no-inducidas.
Estos resultados apoyarian la hip6tesis que los Lactobacilos utilizados como probidticos no son
naturalmente transformables y se discuten diferentes hip6tesis en cuanto a la presencia de funciones

CRISP-cas, la respuesta SOS y la capacidad recombinogénica de esta cepa.
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Transference of genes in Lactobacillus: Is there a risk of horizontal transfer from

microbiota to probiotic strains and viceversa?

Abstract

In order to determine the capacity of the probiotic strain Lactobacillus casei BL23 to acquire virulence or
antibiotic resistance genes from its environment, the comX gene present in this strain (alternative sigma
factor of the RNA polymerase P_001986877.1, Gene ID: 6404650), was examined in competence and
transformation experiments.

In a first approach the presence and transcription activity was determined in conditions known to induce
competence in other bacteria (heat, UV irradiation or starvation) and in those present in the intestinal tract
(saline stress, acidic pH, presence of bile salts). Messenger RNA of comX gene, was analyzed by Dot
Blot and gPCR and related to their expression in early stationary phase growth condition and to the
housekeeping gene 16S rRNA. The results showed an increase in the expression of comX in the
condition of UV and acid pH with bile salts. The transfer of an antibiotic resistance marker (CmR), present
in a replicative plasmid, was determined in all these conditions by evaluating the most probable nhumber
(MPN). In all the conditions assayed, the number of transformants was not significantly different from
control in non-induced condition and from the mutation frequency. Although an induction of expression of
comX was observed it was not enough to supply competence for plasmid or chromosomal transformation.
These results argue in favor of the absence of transformability of Lactobacilli although it is not sufficient to
ensure the total absence of transfer mechanisms in these bacteria. Discussion is focused on the
recombining capacity of this strain, the presence prophages, and the role of SOS and CRISPR-cas

functions.

Keywords: Natural Competence, Lactoacillus casei, transferability.
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Introduccién

Entre las bacterias probidticas que actualmente se encuentran disponibles en la industria lactea varias
pertenecen al género Lactobacillus. Los probiéticos son microorganismos vivos que cuando son
ingeridos en la dieta y administrados en las cantidades adecuadas confieren beneficios para la salud del
consumidor. Estan considerados microorganismos GRAS (Generalmente reconocidos como seguros)
and QPS (presuncion calificada de estado seguro) por su larga historia de uso seguro. Las cepas
probioticas de Lactobacillus solo excepcionalmente transfieren resistencia a antibiéticos. Sin embargo,
no se han realizado estudios sistematizados de transferibilidad. La transferencia de resistencia a
antibiéticos es la Unica causa relevante de prudencia ya que podria potencialmente servir como
anfitriones de esos genes para luego transferirlos a otras bacterias. De hecho, es la (nica razoén
relevante por la cual los microorganismos genéticamente modificados no son aprobados para su uso en
alimentos, ya que podrian experimentar transferencia horizontal de genes con la microbiota autoctona,
sin embargo este proceso nunca ha sido claramente establecido. Los Lactobacilos son capaces de
sobrevivir en el transito por el tracto gastrointestinal y colonizar el intestino de manera transitoria. En ese
ambiente hay multiples condiciones de estrés con las cuales se enfrenta.

Los Lactobacillus se encuentran cominmente en las cavidades oral, vaginal y regiones intestinales de
muchos animales. Son microorganismos industrialmente importantes que contribuyen a la produccion de
alimentos funcionales entre los cuales se encuentran los probiéticos definidos como “microorganismos
Vivos que ejercen una accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas mas alla de los efectos nutricionales habituales” (FDA-OMS). Diversos grupos en el mundo
han probado que productos alimenticios conteniendo probidticos producen un efecto positivo en la salud
tanto a nivel gastrointestinal como en la cavidad oral. Este efecto incluye la modulacién y desarrollo del
sistema inmune, accién antitumoral y actividades bioquimicas metabdlicas en el intestino, limitacién del
crecimiento y de la colonizacién de bacterias patégenas. La produccién de acido lactico (que resulta en
una reduccion del pH local) y la adhesién competitiva o el desplazamiento de las bacterias patdgenas se
han citado con mayor frecuencia en la literatura [1-7]. También, las cepas de L. acidophilus presentan
una envoltura proteica o S-layer que le confieren actividad antimicrobiana para cepas patégenes como S.
aureus [8-10] y antivirales [11]. Dada la importancia econémica de las BAL (bacterias acido lacticas), y
MAas recientemente su uUsO prospectivo como vacunas seguras, se ha estudiado en lactobacilos y
lactococos una serie de rasgos fisiolégicos, asi como herramientas de expresiéon de grado alimentario
[12].

La disponibilidad de secuencias del genoma bacteriano completo ofrece la posibilidad de descubrir las
funciones de muchos genes desconocidos o asignarsela a aquellos hipotéticos procedentes del
alineamiento de secuencias con genes o proteinas de bancos de datos de otros microorganismos. En
2010 se ha dado a conocer la secuencia completa del genoma de Lactobacillus casei cepa BL23 en (L.

casei BL23), de caracteristicas probitticas cientificamente documentadas [13] (Accession N° FM
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177140.1), y se encuentra disponible en la base de datos del sitio NCBI [14]. La asignacion de funcién
gue surge del analisis diferencial de secuencias genomicas [15-18] debe ser comprobada
experimentalmente. En particular nos enfocaremos a definir en L. casei BL23 los genes relacionados con
el estado celular de competencia natural que permiten la adquisicion de DNA exd6geno y su
recombinacion o integracion al genoma.

La baja eficiencia de transformacién de estos microorganismos es uno de los problemas mas
importantes para fines de estudios cientificos. La limitada transformabilidad es en parte consecuencia de
su gruesa pared celular, que es altamente resistente, pero también de su deficiente sistema de
recombinacion. Debido a que las cepas probiodticas de Lactobacillus son utilizadas tanto para la
produccion de cultivos iniciadores o en formulaciones de alimentos funcionales es deseable que no haya
riesgos de transferibilidad de resistencia a antibiéticos (RA) una vez que se encuentra en el medio
gastrointestinal, el cual coloniza. Aunque estas cepas gocen de status GRAS, no se han realizado
estudios sistematizados que demuestren que no existe riesgo de transferibilidad de RA. Los datos
bibliograficos apoyan la hipétesis de que la ingestién de alimentos conteniendo Lactobacillus no es
peligrosa, en particular, la bacteremia causada por lactobacilos es extremadamente rara y soélo se

produce en pacientes predispuestos [19, 20].

En contraposicion, se ha sugerido que los lactobacilos podrian actuar como reservorios de genes de
resistencia a antibiticos [21]. Estos microorganismos tienen una alta resistencia a distintos antibiéticos
bacitracina, cefoxitina, ciprofloxacina, &cido fusidico, kanamicina, gentamicina, metronidazol,
nitrofurantoina, norfloxacina, estreptomicina, sulfadiazina, teicoplanina, trimetoprim / sulfametoxazol, y la
vancomicina [22]. En la mayoria de los casos dichas resistencias se deben a caracteristicas propias. La
presencia de plasmidos y de resistencias asociadas es poco frecuente. Por otro lado la mayoria de los
estudios con productos lacteos fermentados tienden a establecer los perfiles de resistencia a antibiéticos

de las poblaciones de Lactobacillus desconociendo la naturaleza de las resistencias.

Las bacterias que son competentes para transformacion genética natural son capaces de tomar DNA
exégeno del medio ambiente, generalmente con poca o ninguna especificidad. En un segundo paso
incorporan en sus genomas por recombinaciéon alguno de los genes. La competencia natural es un
proceso transitorio, fuertemente regulado, con la participacién de dos conjuntos de genes: los genes de
la competencia temprana necesarios para el ingreso de DNA exdgeno y tardia responsable de la
incorporacion a su genoma por alguno de los mecanismos de recombinacion. Los sistemas mas
estudiados de transformacién natural en Gram positivas corresponden a los géneros Bacillus [23] y
Streptococcus [24].

Hay tres hipétesis que pueden explicar la funcion evolutiva de la competencia. La primera sugiere el
ingreso del DNA como nutriente, donde la expresion de genes de competencia en fase estacionaria y la
baja especificidad hacia el DNA ingresante avala esta teoria. La segunda teoria sostiene el rol del DNA

exo6geno como molde para reparar el cromosoma dafiado; la induccion de genes del sistema SOS de
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reparacion del DNA en Bacillus subtilis durante el estado de competencia esta en concordancia con la
hipo6tesis. La tercera se sustenta en la transformacién como mecanismo de importacion de nueva
informacién genética que podria implicar una ventaja adaptativa; el intercambio genético como motor en
la evolucion y adaptacion [24, 25].

Se ha reportado que un aumento en la expresiébn de comX en Streptococcus thermophilus (S.
thermophilus) mejora la eficiencia de transformacién natural [26]. ComX (factor sigma alternativo de la
RNA polimerasa, YP_001986877.1) parece estar también presente en diferentes especies de BAL, como
Lactococcus lactis [27] y Lactobacillus plantarum [15]. La presencia de codificacion para el gen comX
sugiere que esas bacterias podrian ser naturalmente transformables siempre que puedan identificarse
las condiciones de crecimiento que promuevan la competencia, también alternativamente estos genes
podrian tener otras funciones o representan reliquias no funcionales heredadas de un ancestro comun

competente.

Nuestra hipétesis plantea que Lactobacillus casei BL23 si bien presenta genes relacionados con la
competencia natural y estos se transcriben, ain en condiciones de sobreexpresion la cepa no seria
capaz de incorporar DNA del medio gastrointestinal. Un estudio sistematico que demuestre que no se
observan condiciones que promuevan el intercambio genético en el ambiente gastrointestinal constituiria
un aval cientifico para continuar con el grado GRAS y QPS (Qualified presumption of safety status). El
objetivo del trabajo es caracterizar posibles funciones de competencia en la cepa probidtica L. casei
BL23.

Para este propdsito se analizaron las secuencias in silico de genomas completos. Se seleccion6 al gen
comX por presentar homologia con varios factos sigma relacionados con la competencia. Se testearon
condiciones que emulan el tracto gastrointestinal, como estrés salino o pH acido con sales biliares, las
cuales fueron comparadas con aquellas condiciones que promueven la expresion de los genes de
competencia en bacterias Gram positivas, como el hambreado, la irradiaciéon con luz UV y el
calentamiento. Se analiz6 por Dot Blot y gPCR el RNA mensajero del gen comX.

Materiales y Métodos

Andlisis bioinforméatico

Con el objetivo de hallar funciones relacionadas con la competencia y recombinacion lo primero que se
realiz6 fue una blsqueda in silico dentro del genoma de Lactobacillus casei BL23 (accession
FM177140.1) utilizando el programa SEED viewer (rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi). Para el analisis de

porcentaje de GC se utilizé el programa Ensembl Bacteria (www.bacteria.ensembl.org).
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La busqueda de dominios funcionales se realiz6 utilizando el programa BLAST (ncbi.nim.nih.gov/BLAST)
También se compararon las secuencias proteicas de cepas emparentadas mediante un alineamiento
global con los programas ClustalW y Emboss Matcher (www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher). Se
utilizaron las secuencias aminoacidicas anotadas como ComX de las cepas de Lactobacillus casei BL23
(YP_001986877.1), Lactobacillus casei str. Zhang (YP_003787907.1), Lactobacillus casei ATCC 334
(YP_806109.1), Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302 (ZP_03965770.1), Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei 8700 (ZP_04672250.1). La comparacion de la proteina ComX utilizando el
programa Emboss Matcher se realiz6 comparando la secuencia de aminoacidos de ComX de

Streptococcus pneumoniae (CVX79751.1).

Condiciones evaluadas para la induccién de competencia natural

Exposicién al UV: 150 pl de células crecidas durante la noche fueron irradiaron con UV por un periodo de

0, 15, 30 y 90 segundos a una distancia de 10 cm. Luego se inocularon en MRS (medio de cultivo de
Man, Rogosa y Sharpe) y se verificé el crecimiento por DOggonm.

Hambreado: Se cosechdé por centrifugacion un cultivo de 3 ml de células crecido durante una noche. A
continuacion se realizaron dos lavados con solucién fisiologica y finalmente se resuspendieron en 0,7 ml
de solucion fisiolégica y se colocaron 2hs a 37°C. Luego se realizd el recuento de viables en placas de
MRS.

Calentamiento: Se calent6 el cultivo a 50°C durante 5 minutos. Luego se realizé el recuento de viables en
placas de MRS.

Crecimiento en alta sal: se crecen cultivos en MRS conteniendo NaCl 0,9M

Crecimiento en medio &cido con sales biliares: para reproducir la condicion del estbmago se utiliz6 MRS

acido a pH 4 y sales biliares en concentracién 0,05%.

Andlisis de la expresién génica

Real time PCR

La expresion génica de comX se verifico por PCR cuantitativa en tiempo real utilizando el termociclador
MyiQTM Real-time (Bio-Rad). Se utilizé el 16S rRNA como gen de referencia.

Se cosecharon por centrifugacion 2-3 ml de células crecidas en MRS a una DOsso =0,800 que fueron
tratadas o no con las distintas condiciones de induccion de competencia.

Para la extraccion de RNA se utilizé el método de fenol caliente [28]. La concentracion de la muestra se
midi6 en Nanodrop2000 (Thermo Scientific). En el caso que fuera necesario se realizd una dilucién tal
para obtener una concentracion de RNA de 1ug/ul. Los primers especificos fueron: directos para el gen
16S rRNA 5-GCGAAGGCGGCTGTCTGG-3' y para comX 5- AATCGAGTTTGCACAGTTTC-3". Los
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primers reversos fueron 16S rRNA, 5-GGCACTGAAGGGCGGAAACC-3y para comX5'-
CCAGTTGACTTGCTATTCTTCGCG-3'. Para la transcripcion reversa se emplearon 7 ug de RNA de
cada muestra. El DNAc fue sintetizado empleando 25 pmoles de los primers reversos especificos. Los
resultados se analizaron mediante el método del Ciclo Umbral (ACt) con el Software IQTM 5 Optical
System. Cada muestra se analizd por triplicado de experimentos independientes. La expresion se

relativizé siempre a la condicion control.
Dot Blot

La sintesis de la sonda se realiz6 por PCR utilizando entre los nucleétidos dCTP biotinilado-dCTP frio,
utilizando como primers directo y reverso respectivamente 5- AGGAGGAGATATGAAAGCCACAG-3' y
5- CCAGTTGACTTGCTATTCTTCGCG-3'. La sonda biotinilada amplifica la region codificante del gen
comX y fue revelada con el sistema de estreptavidina.

Se extrajo RNA y se sembr6 en una membrana de nylon Hybond-N+ (Amerasham Pharmacia Biotech).
Antes de realizar la prehibridizacién, la membrana se sumergié en buffer citrato de sodio salino (SSC) 6X
durante 2 minutos. A continuacién se prehibridé con solucion de prehibridizacion la cual contiene SSC
6X, solucién de Denhardt (1% de ficol, tipo 400, 1% de polivinilpirrolidona y 1% de seroalbimina bovina)
y SDS 1 % incubando 2 hs. en movimiento a 42°C. Luego se hibridé con solucion de hibridacién
conteniendo la sonda y buffer SSC 6X, polietilenglicol 4000 5%, buffer fosfato de sodio 20mM pH 7.5y
DNA de esperma de salmén 100 ug/ml incubando toda la noche a 37°C. Se removi6 la solucion y se
lavé con SSC 2X a 0,2X. Luego se reveld con el kit de deteccién Phototope-Star Kit (BioLabs) siguiendo
las indicaciones del fabricante.

Transformacién natural in vivo, método del nimero mas probable

Para detectar los eventos de transformacion natural in vivo se utilizé el método del nimero méas probable
gue es una estrategia eficiente de estimacion de densidades poblacionales, especialmente cuando una
evaluacion cuantitativa de células individuales no es factible debido a la baja representatividad.

2 unidades de DO de células (2x108 UFC) tratadas con las distintas condiciones de induccion de
competencia y sin tratar (condicién control) se pusieron en contacto con 5 pl de plasmido pNZ273 (CmR)
[224,7 ng/ul]. Se colocaron a 37° C durante 1 hora. Luego se agregd 1 ml de medio MRS y se llevaron a
37° C por un lapso de 60 minutos.

Posteriormente se realizaron diluciones seriadas al décimo de las células y se inocularon por triplicado
las diluciones -1, -2 y -3 y sin diluir en medio MRS Cm [5ug/ml]. Como control de mutantes espontaneas

se realiz6 el mismo procedimiento pero sin poner en contacto las células con el plasmido.
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Resultados

Analisis bioinformatico

Se analizaron las secuencias in silico de genomas completos. Se observo que L. casei BL23 presenta un
conjunto de genes relacionados con la toma del DNA y competencia y también un conjunto de genes
implicados en el procesamiento del DNA y el sistema CRISPR (Figura 1).

Como primera aproximacion a la asignacion de funcion in silico, de la secuenciacion del genoma de L.

casei BL23 [14] se ha encontrado la codificacion para comX (Gene ID: 6404650).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (87)
@MW Cell Wall and Capsule (94)
@ M Virulence, Disease and Defense (39)
@ W Potassium metabolism (20)
@M Photosynthesis (0)
@ Miscellaneous (16)
@ W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0)
@M Membrane Transport (18)
@M Iron acquisition and metabolism (8)
®  RNA Metabolism (115)
@ W Nucleosides and Nucleotides (90)
@ m Protein Metabolism (167)
@M Cell Division and Cell Cycle (43)
@/ Motility and Chemotaxis (1)
@MW Regulation and Cell signaling (44)
@ Secondary Metabolism (4)
© ™ DNA Metabolism (107)
@® DNA repair (61)
@ CRISPs (2)
® DNA Metabolism - no subcategory (7)
@® DNA replication (30)
® DNA recombination (3)
-3 @ DNA uptake, competence (4)
@ M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (45)
@ W Nitrogen Metabolism (3)
@ m Dormancy and Sporulation (6)
@ M Respiration (30)
® M Stress Response (58)
@  Metabolism of Aromatic Compounds (1)
@ Amino Acids and Derivatives (134)
®
®
@

Sulfur Metabolism (8)
Phosphorus Metabolism (29)
Carbohydrates (386)

Figura 1. Analisis de distribucion de subsistemas dentro del genoma. Esquema de los subsistemas presentes en el

genoma de L. casei BL23 obtenido del programa Seed viewer.
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The SEED Viewer

Welcome to the SEED Viewer - a read-only browser of the curated SEED data.

For more information about The SEED please visit theSEED.org.
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Figura 2. Anotacion del gen comX en el Seed Viewer dentro del genoma de Lactobacillus casei BL23
(A) Laregion cromosémica del gen en foco (arriba) en rojo y adyacente un marco de lectura abierto de un
elemento genético movil.
(B) El gréfico se centra en el gen comX, numerado con 0 para el genoma de L. casei BL23 y se compara con
otros organismos similares. Conjuntos de genes con secuencia similar se agrupan con el mismo nimero y
color. Los genes cuya posicion relativa se conserva en al menos otras especies estan funcionalmente

acoplados y comparten cajas grises de fondo.
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Utilizando el mismo programa (http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=BrowseGenome&organism=
543734.3) se analiz6 la disposicion del gen en el genoma y los genes cercanos (Figura 2). Se compar6
la ubicacion del gen comX en el genoma en relacién con otras especies del grupo de BAL. Con
excepcion de la cepa de L. casei ATCC 334, no se encontré sintenia, es decir, una localizacién
conservada de genes en posiciones equivalentes del genoma en esas especies relacionadas.

Sin embargo, comX se encuentra aledafio al gen que codifica para una transposasa. Esto podria indicar
que comX fue adquirido mediante un elemento genético mévil. Al analizar el %GC de dicha region
empleando la pagina del Ensembl Bacteria (www.bacteria.ensembl.org) se observé que el contenido de
GC es similar al resto del genoma (46,34 %) en esa posicién del cromosoma. Dado que dicho porcentaje
es caracteristico para cada organismo, al no verificarse variaciones significativas en esta region para los
genes analizados, la hip6tesis del origen por un evento de adquisicion mediante un transposén pierde
fuerza.

El gen comX se postula como un factor sigma alternativo de la RNA polimerasa (YP_001986877.1) La
proteina predicha en esa codificacién tendria una longitud de 182 aminoéacidos. Con el fin de corroborar
la probable funcibn descripta, se realiz6 la buUsqueda utlizando el programa BLAST
(nchi.nim.nih.gov/BLAST). Como se observa en la Figura 3 la secuencia proteica contiene los probable
dominios con similitud a diversos factores transcripcionales denominados Sigma7°, que le otorga a la

RNA polimerasa, la especificidad de reconocimiento a promotores involucrados en respuestas a estrés.

Conserved domains on [g190712013|emb/CAQ66019]] View concise result_ | @
Competence-specific sigma factor ComX [Lactobacillus casei BL23]
Graphical summary show options » L]

1 o se 75 100 125 150 178 182

Query seq. [ e e e e e e e =

Specific hits SigmaZ0_r2
Superfanilies SigmaZ0_r2 superfamily

Hulti-domains Sig-70_planctol
sigmaZ0-ECF
SigBFG
RpoE
Sigma_B
FliA
PRK08295

PRK08583

Figura 3. Esquema de los dominios conservados que presentan similitud al comX.

Un analisis mediante un alineamiento global de proteinas tipo ComX dentro del grupo L. casei muestra

un alto porcentaje de similitud (Figura 4)
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence zlignment
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Figura 4. Alineamiento mdltiple con ClustalW de proteinas anotadas como ComX o factor sigma especifico de
competencia ComX o factor de la RNA polimerasa sigma

-70

dentro del grupo de especies similares a L. casei.
YP_001986877.1 L. casei BL23; YP_003787907.1 L. casei Zhang; YP_806109.1 L. casei ATCC 334;

ZP_03965770.1 L. paracasei subsp. paracasei ATCC 25302; ZP_04672250.1 L. paracasei subsp. paracasei 8700

S. pneumoniae (Gram positiva) desarrolla competencia natural frente a determinadas condiciones

fisiolégicas y ambientales y codifica en su genoma para comX. Por ello se realizé un alineamiento global

(Figura 5) de secuencias entre S. pneumoniae y L. casei BL23 utilizando el programa Emboss Matcher

(www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lemboss_matcher) para evaluar la similitud e identidad de secuencias

aminoacidicas.
A

Lactobacillus

66

# Aligned_sequences: 2
Streptococcus 6 FV‘{AYEV\(RDIV;(ASRQYFIQL ADQ,-D EQ=AH\TLYQ LELFP-USD 55 # 1: Lactobacillus
B eptococcus
Lactobacillus 67 GSQ GPYYRMVLQSHLRSVL RKPF;-\"HRID ATMI:" EDSALESLQERL 115 # Matrix: EBLOSUMAR
...... | S Y s e ) I gl B | # Gap_penalty: 10
Streptococcus 56 DDKLRRYFKTKFRNRLNDEVRRQESVK ﬂQAHRQC‘Q‘IS:Jl-:C K 105 # Extend_penalty: 1
Lactobacillus 116 ALRSVEDGLLIVRIE‘»-\QFLARLSPLEVEAF'AA\’ISQTDSSEDPLLQ 162 #
| l..:11 # 37/168 (22.0%)
Streptococcus 126 3;-\\ --DRLVYDEQLNAFRNQLS 139 # 76/168 (45.2%)
28/168 (16.7%)
Lactobacillus 163 --RHRRALERSRIKILKF 178 # Score 167
g : .01
Streptococcus 149 CFRGRKKM----IRELKF 153
B
# Aligned_sequences: 2
Lactobacillus 27 RPLVLTVLRPY--HLROFSHEDWLQEARTAMLKA TRYDG -SSGSQFGP # 1: Lactobacillus
Halleoddol sfo] solondl]e leveens # 2: Streptococcus
Streptococcus 14 RPIVLKASRQYFIQLWD--QADMEQEAM! TLYQLLE(FPEL(SDDDNLRR &0 EPAM
Lactobacillus 73 YVR.VLQSM RSVLR"*‘AH\RR ------ IDATAIP- \.’EDS-«LESLQ:R 12 11
‘ 2

lieziaasss Voiosleassd o]l A R
Streptococcus 62 YF! rT-(FRn:UIDLVRRQ_SVKRQAhRQCVIEISDI»F(LPr‘<‘.D,.v DR 1

Lactobacillus 115 L-LRSYEDGL
l.

Streptococcus 111 LV--

{22
-YOEQL

25/110 (22.7%)
y 48/112 (43.6%)
# Gaps: 18/110 (16.4%)
117 # Score: 44

124

Figura 5. Alineamientos de las secuencias de aminoéacidos de la proteina ComX de S. pneumoniae y la de L. casei

BL23. Se muestran los resultados obtenidos utilizando una matriz de sustitucion Blosum40 (A) y PAM80 (B).
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Las proteinas poseen un 45.2% y 43.6% de similitud (Figura 5) cuando se realiz6 un analisis con una
matriz de sustitucién Blosum40 y PAM80 respectivamente. Esto indica que ComX de L. casei BL23
presenta un gran parecido con la proteina de S. pneumoniae, lo cual indicaria que a pesar de no tener
una funcion probada ComX podria desempefiar un rol similar al descripto para S. pneumoniae.

Se corrobor6 la presencia del gen comX mediante amplificacion por PCR desde el DNA gendmico de L.
casei BL23.

Se analiz6 su expresion en posibles condiciones de induccién de competencia, reconocida en otras

bacterias, y en particular condiciones presentes en el tracto gastrointestinal.

Evaluacion de condiciones de induccion de la expresion génica del gen comX

Se estudio la expresion mediante gPCR utilizando el método del Ct, el gen 16S rRNA como control de

expresion constitutiva, y los primers correspondientes que permiten la amplificacion de los dos genes.

Se observa una induccién en expresion génica de un factor dos cuando las células fueron irradiadas con
UV y ausencia de activacién por hambreado y calentamiento a 50°C (Figura 6).

»
J

w
1

Cantidad relativa de transcripto
N
1

Figura 6. Expresion de comX por gPCR. Las columnas indican la transcripcion relativa entre las condiciones de
induccién y control relativizado al gen 16S rRNA. Las barras muestran el desvio estandard de tres experimentos
independientes.

Se analizaron las condiciones a las cuales los lactobacilos podrian ser sometidos en su habitat, tracto
gastrointestinal (TGI) (pH éacido - sales biliares y estrés salino) y también aquellas descriptas en otros
organismos como inductoras de transformacion natural (Exposicibn a luz UV, hambreado,
calentamiento). Mediante la técnica de Dot Blot se determind si las condiciones antes mencionadas

permitian la expresion del gen comX (Figura 7)
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Cc H 307UV 60UV 50°C MRSN TGI Sonda

¢ o ® -9
[
Figura 7. Dot Blot de las condiciones evaluadas. C: control, H: hambreado, 30”UV: exposiciéon 30 segundos a luz

UV, 60”UV: exposiciéon 60 segundos a luz UV, MRS N: MRS 0,45 M de NaCl, TGl: MRS pH 4 + 0,05% m/v de sales
biliares. A la derecha, el control de la sonda biotinilada.

Tanto en la condicién UV 30 y 60 segundos como en la condicion TGl (MRS pH 4 + sales biliares 0.05%
m/v) se observa un aumento en la expresion del gen comX comparada con la condicion control donde la

expresién estaria apagada.

Transferibilidad

Para evaluar si existia un aumento de la transferibilidad en las distintas condiciones de induccion, se
realiz6 la transformacién con un plasmido CmR (pNZ273) o DNA gendmico conteniendo un determinante
ErmR en contexto homoélogo. Este plasmido, utilizado previamente en la cepa [29], es un plasmido
replicativo en el que pudo evidenciarse la transformacién mediante electroporacion. A través del recuento
por la técnica de numero mas probable (NMP) se verificd la adquisicion de las resistencias. La técnica
permite determinar eventos con baja representatividad.

Frecuencia de

Transformantes CmR [Totales
Control 6,5x10_8
Hambreado 17 x10-8
SUEY 1,4 XlO_8
60UV 1,9x10-8
20 1,1x10_8
MRS N ZL,3X10-8
= 1,4x10-8

Tabla 1: Transferibilidad. Recuento de células transformadas con plasmido pNZ273 (CmR).2x10° UFC tratadas con
las distintas condiciones de induccion de competencia y sin tratar (condicion control) se pusieron en contacto con 1
pg de plasmido pNZ273 (CmR). Luego de 1 h a 37° C se agregé medio MRS y se realizaron diluciones seriadas al

décimo inoculdndose por triplicado las diluciones -1, -2 y -3 y sin diluir en medio MRS Cm [5ug/ml]. Como control de
mutantes espontaneas se realizé el mismo procedimiento pero sin poner en contacto las células con el plasmido. El

recuento se realizé por tabla mediante el método del nimero mas probable
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Del analisis de los resultados (Tabla 1) se desprende que ninguna de las condiciones indujo
significativamente la competencia natural siendo la frecuencia obtenida similar a la de la condicién
control. Todas las condiciones generaron resultados del orden de los correspondientes a mutantes
espontaneas preexistentes.

Trabajos realizados en S. thermophilus demostraron que la incorporacién y recombinacion de fragmentos
de DNA lineales al genoma era posible si se flanqueaba la regién a intercambiar por dos fragmentos de 1
kilobase de DNA con homologia al genoma del huésped [30,31].

Para evaluar la incorporacion de DNA lineal, hemos realizado los experimentos de induccién de estado
de competencia con L. casei BL23 y posteriormente se utilizd como elemento a intercambiar el DNA total
de L.casei BL71 [32], que porta en el genoma un cassette de resistencia a eritromicina en el mismo
contexto gendmico. En este caso, la frecuencia de las transformantes obtenida tampoco supero la

frecuencia espontanea de mutacion a ErmR.

Discusion

Los lactobacilos son capaces de sobrevivir al tracto gastrointestinal y colonizar transitoriamente nuestro
intestino. En ese ambiente se enfrentan a mdultiples condiciones de estrés. Para abordar la
transferibilidad decidimos evaluar si esas condiciones son capaces de modificar la expresion genética de
comX, anotado como un factor sigma alternativo de la polimerasa, que presenta similitud de secuencias
con la proteina codificada para esa funcibn en S. pneumoniae, bacteria con competencia natural
reconocida.

Los resultados mostraron un incremento en la expresién de comX en las condiciones de radiacién con
UV y TGI (pH acido con sales biliares). Sin embargo el nUmero de colonias resistentes obtenidas en esas
condiciones no fue significativamente diferente al de la condicién de no induccion tal como se verificé por
el NMP. A pesar de que hubo un aumento en la expresion de comX, ésta no fue suficiente para
desarrollar competencia plena para la transformacién con el plasmido o DNA genémico. En estudios con
Lactococcus lactis y Lactobacillus sakei, solamente la sobreexpresion de comX permitié verificar un
aumento en la expresion de los genes posteriores a la cascada de competencia sin embargo no pudieron
obtener eventos de transformacioén [27, 33].

En L. sakei, Shmid y colaboradores [33] hallaron en el genoma secuenciado una probable secuencia
codificante para un factor gH (sigH), ortélogo al de B. subtilis (caracteristico regulador de procesos de
inicio de esporulacion como respuesta final al hambreado en bacterias esporulantes). Esta observacion
sugirié un vinculo entre los factores tipo oH y la competencia natural en no esporuladores, como el
género Lactobacillus. Mediante un estudio de microarrays, observaron que la sobreexpresion del gen
sigH de L. sakei activd genes relacionados con la competencia, sin embargo, aun asi, no consiguieron

detectar transformacion genética.
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En BL23 hemos encontrado también la codificacion para genes con homologia a las funciones comE vy
comG de Streptococcus, responsables de la toma y procesamiento del DNA [34], asi como también
funciones duplicadas del gen recA. Sin embargo no conseguimos transformacién. Es importante sefialar
que la transformacion requiere no solo del ingreso del DNA sino también de la activacion de los sistemas
de recombinacion, donde RecA (y la activacion del sistema SOS) son muy importantes para el éxito del
proceso. Es notable que BL23 pese a contar con 4 profagos en su genoma, estos muestran una muy
baja capacidad de induccién, incluso en condiciones de activacion de la respuesta SOS (mitomicina)
[35]. ¢ Podrian estos profagos ser portadores de un sistema anti-SOS lo cual explicaria a la vez la baja
transformabilidad y la baja induccién de los profagos? En B. subtilis una mutante del represor del profago
Phil05 presenta justamente estas caracteristicas de baja induccibn y baja respuesta SOS
comportandose como anti-SOS [36, 37].

Por otro lado, hoy sabemos que tanto las bacterias lacticas como los miembros de la microbiota intestinal
poseen Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPRS) y sus genes asociados y
estan significativamente representados en las Proteobacterias y los Firmicutes, especialmente los de
importancia médica. [38- 41]. CRISPRs presentan una secuencia lider que contiene un promotor y una
sucesion de repeticiones directas idénticas cortas (DRs de longitud 21 a 50 pb) separadas por
secuencias Unicas altamente variables denominadas espaciadores (20 a 84 pb). Este sistema
hereditario, desempefia en bacterias hospedadoras un papel protector contra la invasion de plasmidos,
fagos u otros fragmentos de DNA. Los espaciadores son secuencias capturadas de fagos, plasmidos u
otros; también son elementos clave de la inmunidad adaptativa, ya que almacenan la "memoria" de los
encuentros de un organismo con elementos genéticos moviles especificos adquiridos como resultado de
una infeccién anterior sin éxito. Esta memoria permite el reconocimiento y la neutralizacién de los
invasores sobre las infecciones subsiguientes a pesar de la frecuente transferencia horizontal de genes
de CRISPR-cas loci [42].

Estos resultados argumentan a favor del hecho que los lactobacilos no serian capaces de transformarse
en este ambiente natural. Estas cepas tienen el potencial de servir como huéspedes de genes de
resistencia a los antibidticos, con el riesgo de transferir estos genes a otras bacterias. Nosotros
consideramos que la resistencia a los antibioticos transferibles es la Unica causa relevante de precaucion
y justifica la realizaciéon de ensayos de susceptibilidad a los antibi6ticos. Sin embargo la resistencia
intrinseca y resistencia debida a la mutacién de genes cromosémicos presentan un bajo riesgo de
diseminaciéon horizontal, y tales cepas deben ser aceptadas para el consumo de alimentos. La
transferencia horizontal de genes permite a un organismo competir efectivamente en un nuevo entorno.
En un entorno siempre cambiante como el tracto gastrointestinal, se puede especular que la introduccion
de nuevos organismos como los probiéticos puede eventualmente conducir a la adquisiciéon o pérdida de
funciones especificas. Afortunadamente, las tendencias universales indican que la recombinacion entre

especies disminuye exponencialmente con la divergencia de secuencias [43].
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La microbiota del intestino humano es uno de los ecosistemas microbianos mas complicados del cuerpo
humano y tiene importantes asociaciones con la salud humana. El andlisis computacional de la
composicion de CRISPR basado en los datos de secuenciacién de metagenoma es factible. Proporciona
un enfoque eficiente para encontrar nuevas matrices CRISPR potenciales y para analizar el ecosistema y
la historia de los microbiomas humanos [44]. Ese tipo de estudio puede demostrar que en el microbioma
gastrointestinal la inmunizacién mediante la adquisicion de espaciadores CRISPR-cas loci permite una
forma Unica de evolucién mediante la cual una poblacién no sélo adquiere rapidamente resistencia a sus
depredadores, sino que también pasa este mecanismo de resistencia verticalmente a su progenie y
horizontalmente a sus cohabitantes [45, 46]. Este dato seria crucial en el proceso de aceptacién del uso
microorganismos genéticamente modificados en alimentos que a la fecha se enfrentan a baja aceptacion

publica y un riguroso escrutinio regulatorio.
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