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RESUMEN

El proceso de fermentacion involucra el crecimiento y actividad de
microorganismos que modifican las propiedades organolépticas y nutritivas de la leche,
y entre los que destacan las bacterias del acido lactico. Si bien, existe un gran
conocimiento sobre la composicion y diversidad de la microbiota de las leches
fermentadas, todavia se desconocen las interacciones microbianas que tienen lugar en
estos productos. Con el objetivo de profundizar en el estudio de las interacciones, en este
trabajo se ha seleccionado una leche fermentada natural compuesta por una comunidad
sencilla y estable que incluye dos cepas de lactococos (una de cada especie Lactococcus

lactis y Lactococcus cremoris) y una cepa de Lactiplantibacillus plantarum.

Para evaluar el crecimiento de las cepas de lactococos en las fermentaciones se
necesitdé implementar un medio diferencial que discriminase las especies L. lactis y L.
cremoris. Tras la evaluacion de distintos medios de cultivo reportados en la bibliografia,
se selecciono el medio de cultivo TTC, que permitia la diferenciacion morfologica de las
colonias de ambas cepas. Mediante el analisis microbioldgico se determind que el
crecimiento de la cepa de L. lactis 3LA1 se ve favorecido significativamente por la
presencia de la cepa L. cremoris 3LAL0, y no se ve afectado por la presencia del L.
plantarum. La cepa de L. cremoris manifiesta un crecimiento andlogo en todas las
condiciones fermentativas. La cepa de L. plantarum alcanza concentraciones menores
que las cepas de lactococos, y su crecimiento fue mayor en los cultivos individuales que
en los cultivos mixtos. Complementariamente, se puso a punto una técnica de gPCR para
la deteccion especifica de cada cepa en las fermentaciones. Esto fue posible gracias a la
secuenciacion gendmica previa de las cepas, que permitio disefiar sondas para amplificar
genes de copia Unicay especificos de cepa. Los datos obtenidos mediante gPCR coinciden
con los obtenidos mediante cultivo microbiano, a excepcién de los recuentos de L.
plantarum, para los que se observé un crecimiento muy similar tanto en los cultivos
individuales como mixtos. Las técnicas de recuento en cultivo y las moleculares son
herramientas validas para el estudio de esta comunidad microbiana. No obstante, la g°PCR

demostro ser un método mas rapido y sensible que los recuentos microbianos.

La caracterizacion de los mecanismos de interaccion microbiana de comunidades
sencillas como la del presente trabajo proporciona informacion con la que abarcar en el

futuro el estudio de comunidades mas complejas.
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ABSTRACT

The fermentation process involves the development and activity of
microorganisms that modify milk organoleptic and nutritional properties, among which
lactic acid bacteria (BAL) species are pivotal. Although the microbiota composition and
diversity of fermented milk has been established, the microbial interactions taking place
in these products are rather unknown. The aim of this project was to acquire knowledge
regarding the microbial interactions present in a naturally fermented milk (NFM). To this
respect, a NFM composed of a stable community composed of two lactococal strains (one
each of Lactococcus lactis and Lactococcus cremoris) and a Lactiplantibacillus

plantarum strain was selected to evaluate their microbial relationships.

To evaluate the growth of the lactococcal strains in the fermentations, a
differential medium discriminating L. lactis from L. cremoris was implemented. After the
evaluation of different culture media reported in the literature, the TTC culture medium,
which includes tetrazolium salts, was selected. Microbiological analysis revealed that the
L. lactis 3LA1 strain growth was significantly favoured by the presence of L. cremoris
3LA10, and not affected by the presence of L. plantarum 3LA30. Whether alone or
combined with other, L. cremoris 3LA10 showed similar growth in all fermentative
conditions. The L. plantarum 3LA30 strain reached a lower concentration than the
lactococcal strains, and its growth was higher when grown individually than in co-
cultures. In addition to the cultures, a g°PCR method was developed and optimized to
detect and quantify the three BAL strains along fermentations. This was possible, by the
previous genome sequencing of the strains, which allowed the design of oligonucleotide
primers to amplify single-copy, strain-specific genes. The results obtained by qPCR were
similar to those from culturing, except for the L. plantarum strain, for which very similar
growth was observed in both individual and mixed cultures. In general, both analytical
techniques can be valid tools for the study of this microbial community. Although this,
gPCR proved to be a faster and more sensitive method than microbial counts.

The characterization of the microbial interactions occurring in small-size
communities, such as the one of the present study, provides information with which to

study more complex communities, such as those in the cheese microbiota.
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1 INTRODUCCION

El consumo de productos fermentados se remonta a miles de afios atrds en la
historia, mucho antes incluso del desarrollo de la microbiologia y, por tanto, del
descubrimiento de los microorganismos. Los productos fermentados es posible que
surgieran a partir de accidentes inadvertidos por contaminaciones microbianas, que en
ocasionalmente originaban productos menos perecederos y con buenas propiedades
organolépticas (1). Aungue inicialmente se producian como método para la preservacién
de alimentos, fue evidente que los productos fermentados tienen sabores, texturas y
apariencias unicas. Asi pues, desde antes de la aparicion de la ciencia de la Nutricion,
estos alimentos se producen intencionadamente como fuente de vitaminas, minerales,

calorias y nutrientes (2).

Los productos lacteos fermentados se originaron principalmente en Europa e
India, lugares donde el pastoreo y las actividades agricolas han sido predominantes. En
estas regiones fue precisamente donde los primeros animales fueron domesticados por las
civilizaciones de Sumeria, Babilonia, Egipto e India (3). El consumo masivo y
generalizado de leche, también se debe en parte a la aparicion de la persistencia de la
lactasa en la poblacion adulta, debido a un cambio genético asociado a las regiones
agricultoras europeas (4). Posteriormente, dicha variante genética (mutacion -13910*T)
se distribuy6 a nivel mundial (5). No es de extrafiar, por tanto, que se desarrollaran
alimentos a partir de la leche procedente de vacas, ovejas y cabras, entre otros animales.

El consumo de leche animal es diferente segun la cultura: es comin entre las
comunidades europeas, indias, semitas y centroasiaticas, mientras que es inusual en
Mongolia y las comunidades del este de Asia (6). Existen varias definiciones de este
producto alimentario. Segln el Codex Alimentarius, “la leche es la secrecion mamaria
normal de animales lecheros obtenida mediante uno o mas ordefios sin ningdn tipo de
adicion o extraccion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a elaboracion
ulterior “(7).

Desde un punto de vista fisicoquimico, se trata de una mezcla homogénea de
sustancias, algunas en emulsion (grasa y sustancias asociadas), otras en suspension
(caseinas) y otras en disolucion verdadera (lactosa, proteinas, vitaminas hidrosolubles y
sales minerales). Dada la naturaleza nutritiva de este producto, y teniendo en cuenta que

las sustancias antimicrobianas presentes en la misma —lacteninas, inmunoglobulinas y el
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sistema de la lactoperoxidasa— son escasas, la leche es un medio de cultivo excelente para
muchos tipos microbianos (3). Por ello, la fermentacion se presenta como la mejor forma

de preservar la leche y sus nutrientes.

La produccidn de leche fermentada natural a partir de leche cruda se extiende por
todo el mundo: Africa, este de Asia y Europa. Existen mas de 400 nombres genéricos que
se aplican a productos tradicionales o industrializados (8). Ejemplos de productos son:
ergo de Etiopia, amisi de Zimbabwe, roub de Sudan, rayeb, lIban, kad, zabady y zeer de
Magreb, filmjolk, langfil de Suiza, etc. En el norte de Espafia se siguen produciendo a

pequefia escala leches fermentadas como leite callado (Galicia) o lleche presa (Asturias).

La fermentacion espontanea esta mediada por bacterias del acido lactico (BAL).
El crecimiento de estas bacterias en leche promueve la produccion de &cido lactico a partir
de la lactosa, provocando un rapido descenso del pH (acidificacion), lo que resulta en una
inhibicién de microorganismos patdgenos. Dadas sus propiedades, las BAL han sido
ampliamente estudiadas para su aplicacion en la industria alimentaria y en la preservacién
de alimentos, asi como su combinacion con técnicas tecnoldgicas emergentes que
permitan la optimizacién de los procesos fermentativos (9). Se trata de un grupo
heterogéneo de bacterias, filogenéticamente no relacionadas, cuya caracteristica comun

es la produccidn de &cido lactico a partir de carbohidratos.

La necesidad de llevar a cabo fermentaciones microbioldgicamente seguras y
controladas ha conducido a la implementacidon de nuevas practicas de higienizacion y
procesos de estandarizacion en la industria entre los que se incluye el desarrollo de
cultivos iniciadores o fermentos. Esto implica la adicion deliberada de microorganismos
bien caracterizados a la leche, para la obtencidn de productos lacteos de propiedades
organolépticas especificas. Las BAL mas utilizadas en la industria para la fermentacién
de la leche pertenecen a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y
Pediococcus. Las dos especies mayoritarias en los fermentos mesofilos son Lactococcus
lactis y Lactococcus cremoris. Ademas de causar la acidificacion de la leche, contribuyen

también al desarrollo del flavor a través de sus diversas actividades metabdlicas.

El disefio de los fermentos es un aspecto clave para reducir la variabilidad entre
lotes y mantener las cualidades sensoriales y de seguridad deseadas. La identificacion y

caracterizacion de los microorganismos presentes en las fermentaciones es crucial, si bien
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el analisis individualizado de los mismos no es suficiente para conocer todos los procesos

que ocurren en ambientes complejos como son los productos lacteos.

A pesar del gran conocimiento existente sobre la composicion y diversidad de la
microbiota de las leches fermentadas y, en general, de los productos lacteos, todavia se
desconocen muchas de las interacciones inter- e intra-especie que tienen lugar en estos
productos y que, en altimo término, pueden influir en sus caracteristicas sensoriales y de
seguridad alimentaria. Las interacciones microbianas pueden ser muy variadas y en ellas
estan implicados multitud de mecanismos moleculares y fisioldgicos, si bien se clasifican
principalmente como interacciones positivas (comensalismo, sinergismos y mutualismo)
0 negativas (competencia y amensalismo). La reproduccion in vitro de comunidades
microbianas, de forma sintética, puede ayudar a comprender mejor los mecanismos
subyacentes que gobiernan dichas interacciones. De esta manera, se espera que los

posibles cultivos iniciadores desarrollados sean mas resilientes.

En este contexto, se ha trabajado con una leche fermentada natural de origen
desconocido del este de Europa. Si bien su origen es incierto, la produccidn de lotes en el
noroeste de Espafa es conocido: se hacian lotes mediante ‘backslopping’, inoculando
leche UHT semidesnatada cada 3-5 dias, seguidos de una incubacion a temperatura
ambiente (20-25°C) durante 18-24 h. Una vez coagulada, la leche se conservaba a 7°C

para su consumo, hasta la produccion de un nuevo lote.

En trabajos previos realizados por Alegria y colaboradores (2010), se llevé a cabo
una caracterizacion microbioldgica de esta leche fermentada reproduciendo las
condiciones de elaboracion en el laboratorio durante 15 meses. Las propiedades
sensoriales de la leche no se alteraron durante este tiempo, por lo que los microorganismos
responsables de la fermentacion tienen potencial para su uso como cultivos iniciadores
industriales. El analisis microbioldgico revel6 que la microbiota de la leche fermentada
estaba compuesta por una comunidad sencilla y estable, constituida inicamente por tres
cepas: una de L. lactis subsp. lactis (en adelante L. lactis), una de L. cremoris subsp.
cremoris (en adelante L. cremoris) y una de Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum).
Las cepas de lactococos se encontraban a unos niveles aproximados de 1x108 ufc/mL y
la cepa de L. plantarum de 1x108 ufc/mL (10). Las cepas se aislaron y caracterizaron

fenotipicamente en trabajos posteriores (datos no publicados).

10
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Por ello, y teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, el objetivo principal del
presente Trabajo Fin de Master ha sido evaluar las interacciones de los constituyentes de
la microbiota de la leche fermentada durante los procesos de elaboracion y conservacion.

Para alcanzar este objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Desarrollo de un método de diferenciacion fenotipica de las cepas: busqueda y
optimizacion de medios selectivos y diferenciales.

- Seguimiento del crecimiento en leche de las cepas aisladas y en co-cultivo
mediante recuentos microbianos.

- Secuenciacion y analisis genémico de las cepas de la comunidad microbiana.

- Disefio de oligonucledétidos para la deteccion especifica de cada cepa.

- Desarrollo de un método de PCR cuantitativa (QPCR) para la cuantificacion de las
cepas.

- Seguimiento del crecimiento en leche de las cepas aisladas y en co-cultivo
mediante qPCR.

11
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2 CONSIDERACIONES TEORICAS Y/O EXPERIMENTALES

2.1 FUNDAMENTOS TEORICOS
A continuacidn, se exponen los aspectos tedricos a tener en cuenta para la correcta

contextualizacion del trabajo que se ha llevado a cabo en este PFM.

2.1.1 Leches fermentadas

Las leches fermentadas naturales (Naturally Fermented Milk 0 NFM) constituyen
productos lacteos fermentados en los que se produce el crecimiento de BAL mesofilas.
Como ya se comentd, provocan la bajada de pH de la leche, causando su coagulacién.
Ademaés, producen los compuestos sensoriales caracteristicos del producto final. Las
leches fermentadas constituyen una de las clases de productos lacteos méas simple y

seguramente la mas antigua.

En funcion de los microorganismos que llevan a cabo la fermentacién, se pueden
distinguir leches fermentadas inoculadas y no inoculadas. Las no inoculadas se elaboran
dejando leche cruda a temperatura ambiente hasta que aparecen coagulos y acidez. Se
pueden almacenar durante dias para que se desarrollen sabores mas intensos. Las NFMs
inoculadas se elaboran habitualmente siguiendo la técnica de back slopping: una porcion
de la leche fermentada previa se afiade a un nuevo lote de leche fresca. En ambos casos,
la microbiota dominante esta constituida por bacterias mesofilas entre las que predominan
L. lactis y L. cremoris. Cuando la incubacion se lleva a cabo en ambientes més calidos o
tras un calentamiento, los microorganismos dominantes son L. delbrueckii y
Streptococcus thermophilus. Es comun encontrar también otras especies como L.
plantarum y Lacticaseibacillus casei, y otras pertenecientes a los géneros Leuconostoc,

Enterococcus y Pediococcus.

Segun la microbiota dominante durante la fermentacion se pueden distinguir dos

clases de leches fermentadas (11):

- Fermentaciones lacticas mediadas por BAL. Dentro de las fermentaciones cidas,
las NFMs pueden ser de tipo mesofilo (por ejemplo, leches acidificadas, filmjolk
o langfil) o termoéfilo (yogur, zabadi o dahi). Existen NFMs de uso terapéutico,
por su actividad probiética (leches con bifidobacterias, yakult).

- Fermentaciones lacticas mediadas por la cooperacion entre BAL y levaduras.
Dentro de esta clase, se pueden distinguir leches alcohdlicas como el kéfir o el

koumiss; y leches enmohecidas como el viili.
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2.1.2 Bacterias del acido lactico (BAL)
Las BAL son los microorganismos responsables de la acidificacion espontanea de

la leche, y son ampliamente utilizados en la industria alimentaria como fermentos.

Generalmente son bacterias inmdviles, no esporuladas, no formadoras de
pigmentos, variadas morfolégicamente (cocos, bacilos, cocobacilos) y catalasa negativas.
Son bacterias Gram-positivas, anaerobias facultativas o microaerofilas, aerotolerantes,
con capacidades biosintéticas limitadas. Esto hace que requieran un medio rico para su
multiplicacién, asi como factores de crecimiento: vitaminas, aminoacidos, acidos
nucleicos y precursores de los mismos (12). Estan distribuidas de forma extensa en la
naturaleza, apareciendo en sustratos con alto contenido en carbohidratos como las plantas,

la leche, los alimentos fermentados y las mucosas del hombre y los animales (13).

La clasificacion tradicional divide este grupo de bacterias en funcion del
metabolismo de los hidratos de carbono en tres grupos: homofermentadoras estrictas,
heterofermentadoras facultativas o heterofermentadoras estrictas. Por otra parte, se puede
hacer la distincion entre BAL que metabolizan hexosas por la via Embden-Meyerhoff
hasta convertirlas en piruvato y posteriormente a lactato, y BAL que siguen la ruta de las
fosfocetolasas que tiene como productos finales el piruvato y el acetilfosfato (14), y a

partir de estos se produce ademas de lactato, etanol y CO».

El crecimiento de BAL promueve una bajada rapida del pH y la produccion de
metabolitos (acido lactico, acido acético, etanol, bacteriocinas, y otros) que inhiben la
proliferacion de microorganismos no deseados y patdgenos (15). La produccion de acidos
organicos y compuestos antimicrobianos hacen que las BAL puedan actuar como
alternativa a aditivos quimicos (16).

La presencia de estas bacterias permite la digestién de los constituyentes de la
leche: la lactosa se transforma en é&cido lactico, las proteinas se hidrolizan en péptidos y
aminoéacidos, y, en menor medida, los lipidos se degradan en acidos grasos libres. De esta
manera, se incrementa la biodisponibilidad y la formacion de compuestos de interés
organoléptico. Los productos obtenidos adquieren propiedades reoldgicas y sensoriales
caracteristicas: sabor acido, textura suave y viscosidad elevada, entre otros (17,18).
Ademas, algunas cepas de BAL poseen caracteristicas funcionales y por tanto se
clasifican como microorganismos probidticos, definidos como ‘microrganismos vivos

que, administrados en cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso en la salud
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del hospedador’ (19). La mayoria de los microorganismos probioticos pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque también se han descrito efectos

probidticos en cepas de otros géneros de BAL.

Distance: 1,

Family: & Symbols:
Aer . Car i - Str © representative genomes

- Enter - L L ¥ total genomes

Figura 1. Arbol filogenético de las bacterias del acido lactico (71)

Desde el punto de vista higiénico-sanitario, las BAL estan avaladas por el sello
GRAS (Generally Regarded as Safe) de acuerdo con la FDA (US Food and Drug
Administration Agency) y por el estatus QPS (Qualified Presumption of Safety) de la

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria.

Los principales géneros que constituyen las BAL presentados en la Figura 1 son
Lactococcus, Lactobacillus (recientemente reclasificado en 23 géneros diferentes),
Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Vagococcus,
Tetragenococcus, Streptococcus, Aerococcus y Oenococcus (20). Todos ellos, pertenecen
al filo Bacillota (antes Firmicutes) y presentan un bajo contenido de G+C (entre el 30 y
el 50%) en sus genomas. También se incluye el género Bifidobacterium, perteneciente al
filo Actinomycetota (antes Actinobacteria), con un contenido de G+C mayor del 50% en

su genoma. (3).
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2.1.2.1 Lactococos

Pertenecientes a la familia Streptococcaceae, son BAL mesofilas con una
temperatura Optima de crecimiento de 30°C, homofermentadoras, de morfologia cocoide,
que se disponen de forma aislada o en pequefias cadenas. Generalmente no son patdgenos.
Todas las especies que pertenecen a este género producen &cido a partir de lactosa,

glucosa, fructosa, manosa y N-acetilglucosamina.

En este género se incluye la especie L. lactis, la mejor caracterizada de todas las
BAL debido a su uso en la industria quesera por llevar a cabo la fermentacion homolactica
de la lactosa y otros azlcares. Se trata de una bacteria relativamente simple, con un
genoma de 2,4 Mbp, y un contenido de G+C del 38%. La especie se subdividia en cuatro
subespecies, a saber: L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.
hordniae, y L. lactis subsp. tructae. Sin embargo, disparidades en el fenotipado al tener
en cuenta el genotipado de las cepas (21) han hecho que la clasificacion sea revisada.
Recientemente, L. lactis subsp cremoris ha adquirido categoria de especie, pasando a
[lamarse L. cremoris subsp. cremoris y L. lactis subsp. tructae se reclasifiqgue como L.

cremoris subsp. tructae (22).

Tradicionalmente, la clasificacion taxondmica de estas especies se basaba en
pruebas fenotipicas: se consideraba que las cepas de L. lactis eran capaces de hidrolizar
arginina, fermentar maltosa y crecer a 4°C con un contenido de NaCl del 4%, soportando
un pH de 9,2 mientras que las cepas de L. cremoris no. Sin embargo, como ya se comento,
la distincion es dificil, ya que no hay una clara correspondencia entre estas caracteristicas
fenotipicas y las identificaciones genotipicas llevadas a cabo (23), existiendo una gran

variabilidad incluso entre cepas.

Son precisamente L. lactis y L. cremoris los principales componentes de los
cultivos iniciadores definidos para la produccion de queso como el Cheddar, Edam y
Gouda (24). La primera, considerada acidificadora rapida, es mas versatil que la segunda
a la hora de utilizar diversos azucares, si bien las cepas de L. cremoris son conocidas por

causar protedlisis, lo que lleva a menos amargura y defectos en el producto final (25).

Un tipo particular de L. lactis lo constituye la biovariedad diacetylactis. Estas
cepas se caracterizan por sintetizar diacetilo y su forma reducida, la acetoina, a partir de
citrato, cuya metabolizacion se presenta en la Figura 2. Se trata de compuestos que

aportan sabor y aroma a mantequilla, muy deseados en varios productos lacteos
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fermentados, incluyendo algunos tipos de queso. Las cepas de la biovariedad
dicacetylactis tienen una permeasa especifica que permite la toma de citrato del medio
(26). Dicho citrato se rompe en oxalacetato y &cido acético por la accion de la enzima
citrato liasa. Mediante descarboxilacion enzimatica, el oxalacetato se transforma en
piruvato, que a su vez forma el compuesto intermediario a-acetolactatato, del que se

obtiene finalmente el diacetilo (27).

0 ] Lactosa AcO-
EtOH
o o Formato
OH
Citrato 4 Acetato

l Formato liasa
Citrato liasa / /
l Piruvato deshidrogenasa
o
o o] /
Oxalacetato
o O T descarboxilasa o Acetolactato sintasa
e}
o \ o O
Oxalacetato :
Piruvato Reductasa

5 OH

< OH

/ Acido a- acetolactico 9
Lactato deshidrogenasa ‘ \‘H\
/ Descarboxilacidn oxidativa o
o i Acetoina
o /
OH Reductasa
OH
0]
Acido lactico
Diacetilo

Figura 2. Metabolismo del citrato. Adaptado de Swindell y colaboradores (72)

2.1.2.2 Lactobacilos

Los lactobacilos son bacterias no esporuladas, de morfologia bacilar, mesofilas o
termofilas. Es un grupo que presenta una diversidad genética muy elevada, ya que engloba
261 especies de diversidad fenotipica, ecoldgica y genotipica, y por esos motivos se han
dividido recientemente en 23 géneros (28). Varios géneros y especies estan presentes en
productos fermentados y en el tracto gastrointestinal. El tamafio del genoma oscila entre
1,8y 3,3 Mpb, y el contenido G+C entre 33 y 51% (29). Las especies mas utilizadas para
la produccidn de lacteos son Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus

helveticus, Lactiplantibacillus plantarum y Lacticaseibacillus casei.

Una de las especies mas versatiles y prometedoras de los lactobacilos es L.
plantarum. Durante décadas, esta especie se ha utilizado en la industria para la produccion
de quesos, olivas y bebidas, entre otros alimentos fermentados. Aquellas cepas de L.

plantarum aisladas de alimentos han demostrado poseer propiedades similares a las cepas
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seleccionadas como probidticas de uso terapéutico (30). La plasticidad y adaptabilidad
que presenta permite que esta especie se adhiera facilmente al tracto gastrointestinal,
afectando positivamente al hospedador mediante actividades antimicrobianas,
antioxidativas, antigenotoxicas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras. Produce
exopolisacaridos de interés farmacoldgico y alimentario, asi como bacteriocinas,
conocidas como plantaricinas, con propiedades bioconservadoras. ElI genoma de la
especie tiene un tamario grande (3,0-3,7 Mbp) y un contenido G+C del 44%.

2.1.2.3 Otras BAL de interés industrial: Leuconostoc y Streptococcus

Las bacterias del género Leuconostoc son heterofermentadoras estrictas que
producen COg, etanol y &cido acético en cantidades equimolares al &cido lactico de tipo
D (-). Estan presentes en leches fermentadas naturales y en el kéfir, y su contribucion al
flavor de los productos hace que se hayan utilizado como componente en varios cultivos
mesofilos comerciales. A diferencia de los lactococos, no pueden hidrolizar la arginina.
Aunque su capacidad productora de acido lactico es baja, algunas especies como
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris y Leuconostoc lactis contribuyen a la
produccidn de diacetilo y otros compuestos aromatizantes mediante la fermentacion del

citrato, de forma similar a L. lactis biov. diacetylactis (31).

Por otra parte, de todas las especies caracterizadas dentro del género
Streptococcus, solo S. thermophilus es utilizada como cultivo iniciador en la industria
lactea. Se emplea en la elaboracién del yogur, leches fermentadas como el kéfir y
variedades de quesos como Mozzarella, Cheddar o Cottage. S. thermophilus es una
bacteria homofermentadora y produce &cido lactico y metabolitos secundarios como
acetaldehido. Esta relacionada evolutivamente con Streptococcus salivarius, una especie
patdégena La adaptacion de S. thermophilus a los productos lacteos se debe a una
reduccion gendémica en la que los genes de patogenicidad y virulencia se han perdido.
Ademas, las cepas han ganado otros genes para la produccion de exopolisacaridos,

tolerancia al estrés e inmunidad ante bacteriéfagos (32).

2.1.3 Cultivos iniciadores
Las fermentaciones se pueden llevar a cabo empiricamente por la accion de
microorganismos presentes en las materias primas, 0 como ya se ha comentado, por la
contaminacion a traves del ambiente, herramientas empleadas o los propios productores.
La microbiota natural de la leche es de diversidad y composicion variable, y se ve afectada
por los procesos a los que se somete para su higienizacion. Por tanto, para evitar productos
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finales con caracteristicas poco uniformes, con defectos y alteraciones organolépticas y
de seguridad, las fermentaciones espontaneas se han sustituido por procedimientos
controlados en los que se afiaden deliberadamente microorganismos seleccionados y bien
caracterizados. De esta manera, se aumenta el control sobre la fermentacion de leches

tanto pasteurizadas o esterilizadas, como leches crudas.
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Figura 3. Fermentos especificos disefiados para el queso de Cabrales disefiados por el grupo de Cultivos Lacteos
Funcionales del IPLA, comercializados en forma liofilizada por Biogés Starters SA.

Los cultivos iniciadores se definen como ‘una cepa 0 un conjunto de cepas de una
0 MAs especies microbianas que se utilizan en una materia prima para iniciar o controlar
la fermentacion’. El término cultivo iniciador o ‘fermento’ incluye a todos los

microorganismos que se afiaden a la leche (18).
Los cultivos iniciadores tienen varias funciones esenciales:

- Contribuyen al sabor de los productos mediante la transformacion de los
componentes basicos de la leche (gltcidos, proteinas y lipidos).

- Contribuyen al aroma de los productos mediante la sintesis de compuestos
organicos volatiles y acidos grasos de cadena corta.

- Inhiben el crecimiento de microorganismos indeseados alterantes o patdgenos, a
través de diferentes mecanismos: produccion de acido lactico, produccion de
antimicrobianos como perdxido de hidrégeno o bacteriocinas, produccion de
acidos organicos, competencia por nutrientes etc.

- Enalgunos casos, producen CO», caracteristica que proporciona la formacion de
ojos en los quesos, lo que influye en su aspecto y favorece el desarrollo de hongos

como Penicillium roqueforti en los quesos azules.

Dependiendo de la funcion principal, se distinguen cultivos primarios ‘cultivos

iniciadores’, que participan en la acidificacion de la leche, y cultivos adjuntos o
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secundarios, que participan en el aromay en la maduracion. También se pueden clasificar
segun la temperatura optima de crecimiento de los microorganismos que los componen
(termdfilos y mesofilos) o su composicién microbioldgica (definidos e indefinidos, cepa
Unica o mixtos, etc.). Esta ultima es la clasificacion mas comun, basada en la complejidad

del cultivo.

Existen fermentos compuestos por una sola cepa bacteriana. Sin embargo, a escala
industrial su aplicabilidad es limitada, ya que el riesgo de que pierdan efectividad por la
accion de bacterioéfagos es muy alto. Los cultivos de composicion indefinida o ‘natural
starters’ (NS) se recuperan de una eclaboracion anterior, aplicando técnicas de back
slopping (33), es decir, como indculo se utiliza una porcion de un producto que ha tenido

fermentacion exitosa.

Existen mezclas no definidas de BAL, que tienen una variabilidad intrinseca
reducida al compararlas con los fermentos naturales, que se clasifican como iniciadores
mixtos o ‘mixed-strain starters’ (MSS). Por otra parte, estan los cultivos iniciadores
definidos o ‘defined-strain starters’ (DSS) que se componen de 5-15 cepas de BAL
conocidas y caracterizadas (34).

La presentacion de los cultivos iniciadores también es variada: pueden estar en
polvo, congelados, liofilizados o liquidos. Los cultivos liquidos tienen una corta vida util.
La congelacién aumenta la viabilidad y actividad, pero a su vez son mas caros y requieren

una cadena de frio continua.

Los fermentos especificos son un tipo de cultivo iniciador desarrollado
especificamente para un producto concreto y estd constituido por cepas presentes de
forma natural en la microbiota autoctona, siendo un ejemplo el del queso Cabrales (Figura
3). Estos fermentos especificos compuestos por microorganismos adaptados al ambiente
reproducen de forma fiel las cualidades tipicas y diferenciadoras del producto tradicional
de interés y estan en equilibrio con los bacteriéfagos endémicos de la zona de elaboracion
(33).

2.1.4 Relaciones microbianas

En la naturaleza, los microorganismos viven en comunidades mas o menos
complejas en las cuales tienen lugar interacciones directas e indirectas (Figura 4). Las
interacciones microbianas estdn mediadas por varios mecanismos moleculares y

fisiologicos, siendo las interacciones troficas y el intercambio de metabolitos los més
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extendidos (35). Las cadenas troficas alimentarias permiten aumentar la diversidad
cuando los recursos son limitados, y, a la vez, la presencia de ciertas sustancias producidas
por integrantes de una comunidad puede inhibir el crecimiento de otros microorganismos.
En general, las interacciones que tienen lugar entre los microorganismos influiran en la

composicion y diversidad microbiana final del producto y también en su funcionalidad.

Interacciones microbianas

Cooperacion e Neutrales e Competicion
Mutualismo / sinergismo o ) * y Amensalismo /
Comensalismo ‘ Comensalismo Parasitismo / predacion ’

Figura 4. Esquema representativo de las posibles relaciones que se establecen entre individuos de una comunidad
microbiana. Adaptado de Mayo y colaboradores (35).

En la fermentacion lactica, las interacciones directas se reducen al parasitismo,
donde se incluye la relacion entre bacteri6fagos y bacterias. La presencia de
bacteriéfagos, virus especificos que infectan a bacterias, afecta considerablemente al
proceso fermentativo, ya que limita el crecimiento microbiano (36). Entre las
interacciones indirectas mas frecuentes entre microorganismos que se desarrollan en los

productos lacteos, destacan las siguientes:

Competicion. Dos 0 mas microorganismos compiten por los nutrientes y las
fuentes de energia, de tal manera que ambos salen perjudicados. Para crecer en leche, los
microorganismos deben tener métodos efectivos de transporte y degradacion de la lactosa,
un disacarido poco comun fuera de los ambientes lacteos. También deben ser capaces de
degradar caseinas y aprovechar los productos de esa degradacion. Estos dos factores son
limitadores del crecimiento, asi como la escasa concentracion de micronutrientes como
el zinc o el hierro en la leche. Algunas especies del género Corynebacterium y de
levaduras producen sideréforos que les ayudan a ingerir los elementos traza esenciales,
mientras que otras bacterias como Brevibacterium tienen mecanismos moleculares que

les ayudan a recuparar sideroforos de otras especies.

Amensalismo. En estas interacciones, un tipo de microorganismo afecta

negativamente al crecimiento de otro microorganismo, sin verse afectado. Esto es comun
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en las fermentaciones lacticas debido a los compuestos producidos por las BAL, que
inhiben el crecimiento de otros grupos bacterianos. Un ejemplo de ello son las cepas
productoras de bacteriocinas, que inhiben el desarrollo de patdgenos y bacterias
alterantes, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. y
Clostridium sp. En ciertos casos, el efecto antimicrobiano puede asociarse a un consorcio,

y no a unica cepa. Las BAL también producen compuestos con accion antifangica.

Comensalismo. Este fenomeno ocurre cuando un microorganismo se ve
favorecido por la interaccion que ocurre en una poblacion, mientras que el resto de los
organismos no experimentan efectos positivos ni negativos. Este tipo de interaccion ha
sido reportado en un cultivo iniciador aleméan denominado Ur, compuesto de cinco cepas
de L. cremoris, dos de L. lactis biovar. diacetylactis y una de Leuc. mesenteroides. Un
ejemplo es la facilitacion del crecimiento de organismos no proteoliticos por la presencia
de BAL proteoliticas, o la utilizacion del &cido lactico producido por las BAL para la
generacion de &cido propionico por las bacterias del acido propidnico (PAL) formar los

‘ojos’ caracteristicos de los quesos suizos.

Mutualismo. Todos los microorganismos involucrados en este tipo de interaccion
salen beneficiados. Es lo mas comun entre las BAL presentes en productos lacteos, y el
ejemplo mas representativo es la protocooperacion existente entre S. thermophilus y L.
delbrueckii subsp. bulgaricus. El primero abastece al segundo con CO; y 4cido férmico,
y L. delbrueckii realiza la protedlisis de la caseina. En los quesos existe una cooperacion
clara 'y ampliamente descrita entre BAL y levaduras, en la que ambos tipos microbianos

aportan sustancias nutritivas para el crecimiento durante el proceso de maduracion.

Los tipos de interaccion anteriormente descritos no son excluyentes: en matrices
complejas como los quesos ocurren a la vez diferentes interacciones durante la
elaboracion y maduracion, y lo mismo se puede aplicar al resto de productos lacteos

fermentados.
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2.2 CONSIDERACIONES EXPERIMENTALES

2.2.1 Meétodos clésicos para la deteccién y cuantificacion de BAL
Tradicionalmente, la forma de determinar la composicion de las microbiotas
asociadas a alimentos era mediante técnicas de cultivo. Este procedimiento requiere del
aislamiento y el cultivo previo a la identificacion y tipificacion de los integrantes de las
comunidades microbianas de los productos lacteos. Esto requiere un conocimiento

extenso sobre las condiciones ideales de crecimiento de los microorganismos de interés.

A la hora del estudio de poblaciones microbianas complejas, se debe hacer uso de
medios de cultivo que permitan distinguir los diferentes componentes de la comunidad
entre si. Para ello, se pueden utilizar medios selectivos, que por su disefio permiten el
crecimiento especifico de un determinado microorganismo, impidiendo el desarrollo de
los demés. Por otra parte, hay medios diferenciales, que permiten distinguir grupos
bacterianos en funcion del comportamiento respecto de algin componente del medio
(Figura 5). Generalmente, esto se traduce en un cambio de color debido a la utilizacion

de componente especifico del medio (37).

En este contexto, el medio desarrollado por de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) es
selectivo para el género Lactobacillus (38). Inicialmente se ide6é como un medio definido
sustituto del medio complejo a base de jugo de tomate que se utilizaba para aislar
lactobacilos. La adicion de acido sorbico a la formula, asi como sales de sodio, magnesio
y manganeso, inhiben el crecimiento de algunos microorganismos. Otro factor selectivo

hacia el crecimiento de las BAL es la presencia de acetato y un pH entre 5,5y 5,9.

Para diferenciar morfoldgicamente las cepas de L. lactis y L. cremoris de interés,
se pueden utilizar medios en los que se ponga de manifiesto las diferencias metabolicas
de ambas especies. Un ejemplo de ello es la utilizacién del citrato. En un medio que
contenga hierro y ferrocianuro de potasio, la presencia del citrato en el medio de cultivo
inhibe la reaccién entre estos compuestos. En consecuencia, las colonias que retiren el
citrato del medio llevan a cabo la reaccion y adquieren una pigmentacion intensa azulada
(azul de Prusia). Por otra parte, las colonias que sean incapaces de utilizar el citrato se

mantendran blancas (39).
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La produccion de amoniaco por los lactococos es otra de las caracteristicas
empleadas a la hora de diferenciar especies dentro del género. Se sabe que la especie L.
lactis hidroliza la arginina mientras que L. cremoris generalmente es incapaz de
hidrolizarla (40). Mediante la deteccion del amonio liberado, se puede distinguir ambas

cepas por la coloracion de las colonias.

Figura 5. Placas de cultivo de diferentes medios selectivos. En la izquierda, medio KM con bacterias utilizadoras del
citrato. En el centro, medio TTC con lactococos que hidrolizan la arginina (morados) y que no (rosas). En la derecha,
medio Reddy con colonias amarillas que no hidrolizan la arginina.

Una posibilidad es el uso de sales de tetrazolio en el medio de cultivo. La presencia
de estos compuestos inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas y actinomicetos.
Las bacterias Gram positivas reducen las sales de tetrazolio dando lugar a derivados del
formazan, de color rojo intenso (41). Las cepas capaces de hidrolizar arginina liberan
amonio, que reduce el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), de manera que se colorean
de tonalidades rosaceas, cuya intensidad depende del amonio liberado. Las cepas que no
hidrolizan la arginina se mantienen con una coloracion blanca (42). Es fundamental
mantener un pH de 6.0, puesto que valores inferiores inhiben la reduccion y valores

superiores reduccion de forma espontanea el compuesto, coloreando todas las cepas.

Para limitar la difusion de los compuestos por el medio, alterando el pH y por
tanto el éxito de la diferenciacién, se pueden utilizar tampon CaCOs, de manera que el
cambio de pH sea localizado y solo alrededor de las colonias (43). En este caso, utilizando
un indicador de pH basado en el purpura de bromocresol que confiere una coloracion
morada al medio (44), las colonias de L. cremoris se verian amarillas, por el cambio de
pH inducido por la produccion de acido lactico, mientras que las colonias de L. lactis se
verian blancas, debido a la neutralizacién causada por la liberacion de amoniaco en la

hidrolisis de arginina.

23



Trabajo Fin de Master - MBTA - Consideraciones tedricas y/o experimentales @

Universidad de Oviedo

2.2.2 Métodos moleculares para la deteccion y cuantificacion de BAL

Las técnicas moleculares son herramientas que, desde el siglo pasado, se emplean
para identificar y cuantificar microorganismos. La constante evolucion en este campo,
sumada a la alta sensibilidad, especificidad y rapidez que presentan frente a los métodos
tradicionales, permite la utilizacién de estas técnicas para el analisis de cepas y/o
comunidades microbianas. Estas técnicas evitan los problemas asociados con las

metodologias de cultivo (necesidades de nutrientes, condiciones de cultivo, etc.).

2.2.2.1 Extraccién DNA bacteriano

Para la aplicacion de técnicas independientes de cultivo basadas en la
amplificacion de acidos nucleicos, es esencial aislar estas moléculas, extrayéndolas de la
matriz compleja que suponen las muestras de productos lacteos. Para extraer el acido
desoxirribonucleico (ADN) de una célula bacteriana se deben romper la pared celular y
desorganizar las membranas, después se tiene que separar el ADN del resto de

componentes celulares y por Gltimo se tiene que concentrar y purificar.

Las primeras metodologias desarrolladas se basan en extracciones liquido-liquido
en las que se usan solventes organicos e inorganicos con alta toxicidad, como es el caso
del método de fenol-cloroformo. Otras técnicas mas actuales se basan en procesos fisicos
como son el uso de perlas magnéticas 0 membranas de celulosa que atrapan el ADN
durante la purificacion, separandolo del resto de componentes bacterianos (45). Para
escoger cual de estas metodologias se puede aplicar, es crucial tener en cuenta la calidad
y la cantidad del ADN que necesitamos y que variara segun la aplicacion posterior.

Para la extraccion de ADN bacteriano utilizando kits comerciales, se suele realizar
un proceso previo de lisis celular enzimética y/o mecénica. Las enzimas lisozima y
mutanolisina hidrolizan las uniones entre los residuos de acido N-acetilmuramico y N-
acetil-D-glucosamina, degradando el peptidoglicano de la pared bacteriana. La solucién
de lisis contiene ademas sales caotropicas que aseguran la desnaturalizacion de las
macromoléculas. ElI EDTA (acido etilendiaminotetraacético) secuestra cationes
divalentes como el calcio y el magnesio, aumentando la desestabilidad de las membranas.
La lisis mecanica se realiza mediante la utilizacion de bolas de vidrio y agitacion con
equipos especificos. La adicion de etanol o alcohol isopropilico causa la precipitacion del
ADN. Este, se une a la membrana de silice contenida en una columna de microcentrifiga,

para despues llevar a cabo la elucion con un tampdn a un pH elevado.
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2222 PCR

Una de las herramientas indispensables en biologia molecular es la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Permite obtener multiples copias de un fragmento de
ADN especifico por medio de la actividad del enzima ADN polimerasa. En la mezcla de
reaccion de PCR deben estar presentes el ADN que se utiliza como muestra, los cebadores
u oligonucledtidos, desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs), el enzima ADN polimerasa

termorresistente y un tampén o buffer con iones MgClo.

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Figura 6. Esquema representativo de la reaccion en cadena de la polimerasa PCR (Andy Vierstraete, 1999)

Inicialmente, la PCR comienza con la desnaturalizacion del ADN molde a una
temperatura de 95°C durante un tiempo dependiente del porcentaje de G+C presente en
las hebras complementarias (Figura 6). Generalmente, suele ser un proceso de 5 min. A
continuacion, tienen lugar entre 35 y 40 ciclos que consisten en: una primera fase de
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos; después la fase de anillamiento o union de
los cebadores a una temperatura especifica -entre 40 y 68°C- durante 20-40 segundos para
permitir la hibridacion con el ADN complementario; y finalmente una etapa de extension
o0 elongacion a 72°C. En esta ultima fase, la ADN polimerasa incorpora los dNTPs
complementarios, con el fin de generar cadenas completas de ADN. El tiempo que
requiere la extension varia en funcion de la longitud del fragmento que se quiere
amplificar: de forma aproximada, se necesita un minuto por cada mil bases. Tras los ciclos
tiene lugar una etapa final de extension de 5-10 minutos para asegurar que todo el ADN

tiene doble cadena.
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2.2.2.3 PCR cuantitativa
La PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) es una variante de la PCR utilizada para

amplificar y cuantificar el producto de la amplificacion de DNA. Por ello, se trata de un
método adecuado para seguir el crecimiento de los microorganismos en una fermentacion
(46). De igual modo que la PCR convencional, el ADN se amplifica mediante los 3 pasos
de desnaturalizacion, anillamiento y elongacion, pero en este caso se monitoriza el
progreso de la reaccion, recolectando datos durante la reaccion en tiempo real y no solo
al final del proceso de amplificacion. En las amplificaciones mediante gPCR se
caracteriza porque la cuantificacion del ADN inicial se realiza en funcion al valor de Ct.
Este es el ciclo en el que se inicia la deteccion de la fluorescencia y se conoce como ciclo
umbral (threshold cycle). El Ct es directamente proporcional a las copias iniciales del

segmento de DNA que se esta amplificando (47).

La deteccion de la amplificacion se lleva a cabo con sustancias emisoras de
fluorescencia. Los métodos de deteccion pueden ser no especificos, donde se emplean
fluoréforos que se unen al ADN de doble cadena amplificado; o especificos de la

secuencia de los amplicones, mediante el empleo de sondas fluorescentes disefiadas.

El tipo de qPCR mas simple y utilizado se basa en el uso de fluorocromos con alta
afinidad a la doble cadena de ADN, como es el caso de la molécula de SYBR Green.
Perteneciente a la familia de las cianinas asimétricas, sélo emite fluorescencia cuando
esta asociada al ADN (48). La optimizacion del método y el analisis de las curvas de
desnaturalizacion (melting curves) permite el uso de estos fluoréforos no especificos para

la identificacion de microorganismos.

2.2.2.4 Secuenciacién y anélisis genémico

El desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva de acidos nucleicos durante las
ultimas décadas ha incrementado exponencialmente la capacidad de caracterizar los
microbiomas de matrices complejas asociadas a alimentos, dadas las limitaciones de las
técnicas dependientes de cultivo. Se puede hablar de tres etapas tecnolégicas marcadas:
las técnicas de primera generacion WHOS (Whole genome shotgun sequencing), las

técnicas NGS (Next Generation Sequencing) y las técnicas de tercera generacion (49).

La primera estrategia de secuenciacion fue el método de Sanger por electroforesis
convencional o capilar. Se basa en sintetizar una hebra de ADN complementaria a una

hebra de cadena simple, de forma secuencial. En la mezcla de reaccion se incluyen
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desoxirribonucleotidos (ddNTPs) marcados con radiactividad o fluorocromos distintos,
que causan la terminacion de la sintesis al carecer de extremo 3’ OH. Los fragmentos de
ADN obtenidos se separan por electroforesis de alta resolucion, y el marcaje permite la

identificacion de la base nucleotidica correspondiente (50).

Las técnicas NGS requieren la construccion de una libreria genomica y la
clonacion in vitro de los fragmentos de ADN. Son multiplexadas, lo que implica la
determinacion de la secuencia basandose en métodos paralelos y ciclicos, analizando

moléculas distintas simultaneamente (51). Existen cuatro plataformas NGS:

- Roche 454 FLX (2004), basada en la pirosecuenciacion en soporte solido; ya no
se encuentra en uso.

- Hlumina Solexa Genome Analyzer (2006), basada en la secuenciacion por sintesis
con terminadores reversibles.

- Applied Biosystems SOLiID System (2007), que emplea secuenciacion por
ligacion.

- lon Torrent Life Tech (2010), basado en la secuenciacion por sintesis y deteccion
del H* liberado.

Actualmente, la técnica de secuenciacidén gendmica de alto rendimiento HTS (del
inglés, high-throughput sequencing mas utilizada —empleada durante este trabajo— es
Illumina (Figura 7). Se emplean ADN polimerasas disefiadas por la empresa y dNTPs de
terminacion fluorescentes. Se genera una libreria mediante la fragmentacion de la muestra
y la union de las hebras de ADN resultantes a adaptadores. A continuacién, tiene lugar
una PCR en puente, generando agrupaciones de ADN. En cada ciclo, la amplificacién se
para con la unién de un dNTP marcado, cuya fluorescencia se recoge para determinar el
nucleotido de la posicion. Antes de comenzar un nuevo ciclo, se hace un lavado que
elimina el terminal de bloqueo de sintesis. El proceso se repite hasta completar toda la
cadena de ADN (52). Los datos obtenidos son analizados con softwares en funcion del

objetivo del ensayo: las técnicas HTS se pueden aplicar para la secuenciacion gen-
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especifica (targeted sequencing) o bien para la secuenciacion del ADN total presente en

una muestra (shotgun sequencing).

Preparacion de la
libreria de ADN

ADN molde
+dNTPs +
ADN polimerasa

Amplificacion en puente

En cada ciclo de secuenciacion:

g,
9 0g. 0.

Incorporacién de los 4 Lavado, eliminacion de Escision de los grupos
nucledtidos con dNTPs libres y toma de de terminacion y
diferentes fluorocromos imagen lavado

Figura 7. Secuenciacion Illumina. Adaptado de Metzker y colaboradores (73)

Por dltimo, los métodos de tercera generacion determinan la secuencia
directamente de una unica molécula de acido nucleico, sin necesidad de amplificacion.
La técnica mas utilizada es la de PacBio, en la que se obtiene informacidn de la secuencia
de una molécula Unica a medida que se va sintetizando por la accion de la ADN
polimerasa con dNTPs marcados con fluoroforos (53). También existe la tecnologia
nanopore (MinilON), en la que una membrana con poros de 1 nm introducida en un fluido
conductor fuerza el paso del ADN en cadena sencilla a traves de la misma. La aplicacion
de un voltaje crea una corriente de iones diferente con cada nucle6tido que puede ser

detectada y cuantificada.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPASBACTERIANAS

Se trabajé con 3 cepas de bacterias acido lacticas: L. lactis subsp. lactis (en
adelante L. lactis) 3LA1, L. cemoris subsp. cremoris (en adelante L. cremoris) 3LA10 y
L. plantarum 3LA30, aisladas a partir de una leche fermentada natural por Alegria y
colaboradores (2010). Las cepas de L. lactis y L. cremoris se crecieron en medio M17
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) suplementado con glucosa al 1% (GM17) y agar al
2% cuando se necesitd. La cepa de L. plantarum se crecié en medio MRS liquido o agar
al 2% (Oxoid).

3.2 PREPARACION DE STOCKS
Para la conservacion de las cepas a -80°C, se partio de cultivos en placa frescos
con colonias aisladas. Varias colonias de cada microorganismo se inocularon en 10 mL

de medio liquido, incubandolas a 32°C durante 24 h.

Para los stocks en medio de cultivo se tomaron 1,5 mL del cultivo de una noche y
se transfirieron a un criovial estéril, y tras una centrifugacion, el pellet se resuspendi6 en
medio de cultivo fresco y glicerol al 20%. Para realizar los stocks en leche, el pellet se
resuspendio en 10 mL de leche UHT semidesnatada (CAPSA, Siero, Espafia), y se
repartio en criovirales (1 mL) correctamente etiquetados para su congelacion a -80°C. Se
realizaron recuentos previos y posteriores al proceso de congelacion para la
estandarizacion de los indculos de los ensayos posteriores.

3.3 ENSAYO DE MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES

Con el objetivo de diferenciar la morfologia de las cepas de L. lactis y L. cremoris
en las placas de cultivo, se optimizaron y preparados varios medios diferenciales basados
en las diferentes capacidades metabdlicas de estas dos especies, cuya base teorica ha sido

previamente expuesta.

3.3.1 Utilizacion del citrato

Medio KM. Siguiendo las indicaciones de Kempler y McKay, (1980) (54), se
disolvid peptona (0,25%) y glucosa (0,5%) en agua destilada. La solucion se ajusto a un
pH de 6,6, y tras afiladir agar (2%) se autoclavo (121°C, 15 min). Se dejo atemperar a 45°C
y se afiadio leche UHT semidesnatada (1%). Paralelamente se prepararon dos soluciones:
una de ferricianuro de potasio (10%) y otra de citrato férrico (2,5%) y citrato sddico

(2,5%), autoclavadas (100°C, 30 min). Se afiadié 10 mL de cada solucion por cada litro
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de medio preparado. Tras un agitado suave, el medio se dispuso en placas Petri, dejandolo

secar en oscuridad a 32°C durante 24 h.

Medio Alsan. Segun Al- Zoreky et al. (55), se disolvieron agar de feniletanol
(3,55%), glicina anhidra (1%), fosfato de potasio monobésico (0,5%), citrato amonico
dibasico (0,2%), monohidrocloruro de arginina (0,2%), lactosa (0,5%) y purpura de
bromocresol (0,002%) en agua destilada. Se ajusté el pH a 5,9, se autoclavo (121°C, 15
min) y se dejo atemperar a 45°C. Se afiadieron las mismas soluciones descritas por
Kempler y McKay de citrato férrico y citrato sodico (concentracion final: 0,025%) y de
ferricianuro de potasio a una concentracion final del 0,1%. Las placas con el medio
solidificado se incubaron a 32°C en oscuridad durante 24 h antes de su uso.

3.3.2 Hidrolisis de arginina

Medio Reddy. Basandose en el medio descrito por Reddy et al. (43), se prepar6
una solucion de triptona (0,5%), extracto de levadura (0,5%), hidrocloruro de L-arginina
(0,4%), KaHPO4 (0,1%), CaCOs (0,3%), glucosa (0,6%), almiddn soluble (0,6%) y agar
(2%), ajustando el pH final a 6,8. El medio se autoclavé (121°C, 15 min) y posteriormente,
se afiadio leche semidesnatada (0,55%) y puarpura de bromocresol (0,002%). Las placas

con el medio solidificado se incubaron a 32°C durante 24 h.

Medio TTC. A partir de las indicaciones de Turner et al. (42), se disolvieron
triptona (0,5%), extracto de levadura (0,5%) L-arginina (0,2%), KoHPO4 (0,2%), glucosa
(0,05%) y agar (2%) en agua destilada. El pH se ajust6 a 6,3 y se autoclavd (121°C,
15min). Tras atemperar el medio a 45°C, se afiadio cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio a
una concentracion final de 0,005%. Las placas solidificadas se incubaron a 32°C en

oscuridad durante 24 h, previamente a su uso.

3.4 EXTRACCION DEL ADN TOTAL

La extraccion se realizé a partir de cultivos liquidos de las cepas crecidas a 32°C
durante 24 h, e inoculados a partir de varias colonias aisladas en placa. Los pellets
resultantes se almacenaron a -20°C hasta su posterior utilizacion. La extraccién de ADN
total se llevd a cabo por triplicado, siguiendo las recomendaciones del fabricante del Kit
Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma-Aldrich, Darmstad, Alemania). EI ADN

obtenido se guardd a -20°C hasta su posterior utilizacion.

El resultado de la extraccion y purificacion del ADN se comprobo mediante la

visualizacion de una electroforesis en un gel de agarosa al 1%, utilizando tampon 1 x
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TAE (40mM Tris, 20mM acetato de etilo y ImM EDTA). Se utilizé EZ Vision (VWR
Life Science) como agente fluorescente de union al ADN y tampén de carga; y el
marcador GRS Universal Ladder (Grisp, Oporto, Portugal) como control del tamafio de
banda del ADN. La electroforesis se realizé durante 60 min aproximadamente, a 75 V. El
resultado se revelo tras la electroforesis, exponiendo el gel de agarosa a la luz UV

empleando el equipo G-Box (Syngene, Reino Unido).

3.5 SECUENCIACION Y ANALISIS GENOMICO

Para poder realizar un estudio mediante técnicas moleculares, el primer paso es
conocer los genomas de los integrantes de la comunidad microbiana. Se realiz6 una
secuenciacion mediante la tecnologia Illumina, obteniendo secuencias cuya calidad se
analizé utilizando el programa FastQC (Braham Bioinformatics) (Anexo 1). Se
ensamblaron utilizando la interfaz PATRIC (Pathosystems Resource Integration Center)
con dos programas: Uniclycles y SPAdes, sin trimear las secuencias (sin quitar nada de
los extremos). La anotacion y la busqueda de genes unicos se hizo con la plataforma
RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology). La seleccion de genes Unicos
para su posterior utilizacion se hizo en base a su localizacién cromosomica y a la

presencia de una Unica copia en el genoma del mismo.

3.6 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (QPCR)

Las muestras para las reacciones de gPCR fueron diluciones 1/2 de la leche
fermentada obtenida para cada condicion de la curva de crecimiento. Para la
amplificacion se usé un equipo QuantStudio 3 (Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific, Foster City, CA., USA) y el software de analisis QuantStudio Design 2
Analysis. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en placas Opticas de 96 pocillos
(MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, Applied Biosystems). El
fluoréforo utilizado para la cuantificacion de ADN fue SYBR-Green (Applied
Biosystems). Todas las amplificaciones se hicieron al menos por triplicado, en un
volumen final de 20 pL, conteniendo 10 pL de SYBR Green PCR Master Mix, que
incluye ROX como referencia pasiva (Applied Biosystems), 0,7 pL de cada primer
(forward y reverse), 7,6 uL de agua libre de nucleasas (Sigma-Aldrich) y 1 pL de muestra.
Para la amplificacion, se utilizo el protocolo estandar del termociclador QuantStudio 3
(Applied Biosystems) que consiste en: un ciclo inicial a 95°C de 10 min, seguido de 40
ciclos a 95°C de 15 s y un min a 60°C.
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3.6.1 Disefio de cebadores (primers) especificos

A partir de la secuencia gendmica de las cepas objeto de estudio se disefiaron tres
parejas de primers que tenian como diana genes Unicos para cada cepa. El disefio de
parejas de oligonucleotidos especificos para ensayos de PCR cuantitativa de los genes
unicos seleccionados se hizo con el programa Primer3Plus. Se especifico una temperatura
Optima de fusion (melting) de 60°C, y una longitud maxima de amplicon de 120 pares de
bases. En la Tabla 1 se indica la secuencia, el tamafio de amplificacion y el gen diana.

Tabla 1. Parejas de oligonucledtidos disefiados.

Nombre  Primers? Tm?  Gen (funcién) Pb3

5’ cttggaaccttggtgtatgga 3° 59,4
mef % I Macrolide efflux protein 84
3’ tggaataaacgcaatgacca 5° 54,3

—
<
= 5’ catgggaattgccttectta 3 56,4 _
R MAN1A2 Alpha-1,2-mannosidase 93
*g 3’ atgaaaccaccaagctccac 5° 58,4
] 5’ aagcgcagctttacttgctc 3’ 58,4  D-xylose proton
xylT 101
3’ gcatccaccgacgattaact 5° 58,4  symporter
5’ ttagcagcagggtttcctgt 3’ 58,4  Galactofuranose
o galf gcagcaggg g 130
5 3’ cctctgaaatttccgcaatc 5 56,4 transferase
.2 5’ ggcttgattaatatggctgtga 3° 58,4  D-glycero-D-manno-
5 9gmhB 3’ tegctcacctateectactgt 5° 61,3 heptose 1,7-bisphosphate 129
5 phosphatase
° fhaA 5’ ttggticaattggtggtgaa 3° 54,3 Fryctose-bisphosphate 82
- 3’ ttagccattgcaactgcatc 5° 56,4 aldolase class Il

5’ tcggtcattggttcgtgata 3° 56,4
rhaA L-rhamnose isomerase 85

% 5 3’ tgcagatactcggttgatcg 5° 58,4

% 35" malA 5’ gccagtgatcagatgcaaac 3° 58,4 Maltc_)dextrose utilization 114
s ™ 3’ agatcgaagccagcaacatt 5° 56,4  protein

i larA 5’ tctccgaaggctttatcgaa 3’ 56,4 implicacted in lactate 106

3’ gaatggttcgccataatcgt 5° 56,4  racemization

1. Secuencia nucleotidica de primers forward (F) y reverse (R)
2. Temperatura de fusion (°C)
3. Longitud en pares de bases (pb) del amplicon

La especificidad de la amplificacion se determind mediante la utilizacion de todas
las parejas de primers con los ADNSs de las tres cepas, comprobando que amplifican
especificamente en la cepa deseada. Y también, mediante la evaluacion de la temperatura
de fusion (Tm) de los amplicones obtenidos, que se traduce en la presencia de un Unico

pico de amplificacion.
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3.6.2 Elaboracion de rectas standard

Para evaluar la eficiencia de las parejas de primers especificos se prepararon
curvas estdndar usando diluciones seriadas de ADN procedente de muestras con
concentraciones bacterianas conocidas (UFC/mL), previamente calculados mediante
recuentos en medio de cultivo. También se evalud la eficiencia de los primers utilizando
curvas estdndar a partir de inoculos en leche de las cepas de interés, también de
concentracion conocida. La eficiencia de los primers se calculd a partir de la pendiente
de las curvas estandar de cada pareja, usando la formula E = 10-Ypendiente ge considerd
que hubo amplificacidn positiva cuando se obtuvo un valor de Ct <30 (lo que corresponde
con una concentracion bacteriana limite detectable de < 102 UFC/mL). Se considera que

hay una saturacion por exceso de DNA cuando Ct < 12.

3.7 CULTIVOS INDIVIDUALES Y MIXTOS EN LECHE

A partir de los stocks en leche de las cepas 3LAL, 3LA10 y 3LA30, se inocularon
120 mL de leche UHT semidesnatada (concentracion final de 10° UFC/mL) para cada
condicion, es decir, cultivos individuales o mixtos (Figura 8).Se realiz6 un seguimiento
del crecimiento de cada cepa desde el tiempo 0 hasta las 48 horas, recogiendo muestras
de 1 mL cada dos horas (2 h, 4 h, 8 h, 10 h, 12 h), posteriormente cada tres horas (15 h,
18 h, 21 h'y 24 h) y una muestra final a las 48 h mediante técnicas dependientes de cultivo
(recuentos en medio selectivo o diferenciales) y mediante la técnica independiente de

cultivo qPCR. Ademés, se midi6 el pH de forma directa en cada muestra.

~
A: 3LA1

B: 3LA10
C: 3LA30

- < D:3LA1, 3LA30

E: 3LA10, 3LA30

F: 3LA1, 3LA10

7 mL [ G: 3LAL, 3LA10, 3LA0

120 mL

Figura 8. Esquema representativo de las diferentes condiciones fermentativas.
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4 RESULTADOSY DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE UN MEDIO DE CULTIVO DIFERENCIAL PARA L. lactis
Y L. cremoris

Para poder estudiar la evolucion del crecimiento de las tres cepas de bacterias del
acido l4ctico durante la elaboracion de la leche fermentada mediante técnicas de cultivo,
es imprescindible poder discriminar las cepas en las placas de recuento. Los medios
selectivos para los lactococos y lactobacilos son el M17 suplementado con un 1% de
glucosa (GM17) y el medio MRS, respectivamente. Estos medios permiten diferenciar
perfectamente la cepa de lactobacilo 3LA30 de las cepas de lactococos 3LA1 y 3LA1L0.
Sin embargo, en el medio GM17, las colonias de L. lactis y L. cremoris eran
indistinguibles, presentando la misma morfologia: colonias blancas, redondas y brillantes.
Por ello, se hizo una busqueda bibliografica de los medios de cultivo descritos para la

diferenciacion de estas especies y se evalud su especificidad con las cepas 3LA1y 3LA10.

4.1.1 Utilizacion del citrato

L. lactis utiliza el citrato en presencia de un carbohidrato fermentable (p. ej.,
lactosa) como via secundaria para la generacion de fuerza motriz de protones. Esta se ha
descrito que promueve el crecimiento celular aumentando el potencial redox intracelular
de las células (56,57). Basandose en la capacidad teérica de utilizacién del citrato por L.

lactis, y la incapacidad de L. cremoris, se hicieron diferentes aproximaciones.

Se prepar6 el medio KM desarrollado por Kempler y McKay (54), de coloracion
amarillenta. Se inocularon las cepas por separado y en co-cultivo. Tras 72 horas de
incubacion a 32°C, las colonias eran muy pequefias en todos los casos. Si bien, en los
cultivos individuales en placa la cepa 3LAL de L. Lactis, las colonias mostraron una
coloracion azul tenue y las de la cepa 3LA10 de L. cremoris eran blancas, no se pudo
establecer una diferenciacion clara en el co-cultivo; es decir, cuando las dos cepas se
crecian en la misma placa. Con el paso del tiempo todas las colonias adquirian coloracién
azulada, llegandose a tefiir la placa por completo, probablemente por la precipitacion de

ferrocianuro de potasio.

Dado el resultado prometedor, se introdujeron variaciones para intentar optimizar
el crecimiento de las cepas. Para ello, se utilizaron los medios definidos Plate Count Agar
(PCA) y GM17 suplementados con las soluciones ferricas (ferrocianuro de potasio;

citrato férrico y citrato sddico) descritas para el medio KM. En ambos medios de cultivo
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(PCA y GML17), el tamafio de las colonias fue superior al observado previamente en el
medio KM. Aun asi, la diferencia de tonalidades entre colonias era demasiado sutil como
para establecer con seguridad a qué cepa se correspondian. Ademas, se observo que una
mayor concentracion de las soluciones férricas que pudiese incrementar la diferencia de

tonalidad entre las colonias inhibia el crecimiento de las cepas.

De acuerdo con la bibliografia, la diferenciacion entre las cepas utilizadoras del
citrato y las que no es mas pronunciada cuando se incuba el medio previamente y se hace
el cultivo en anaerobiosis (54). Sin embargo, en estas condiciones s6lo hubo crecimiento

muy leve de la cepa 3LA10, tanto individual como en co-cultivo.

Las dificultades enfrentadas, sumadas a la complejidad de preparacion del medio
y los tiempos elevados necesarios para poder observar colonias (se requerian minimo 48h
de incubacion y otras 24h a temperatura ambiente para la adquisicion de color), hicieron

que se descartase como medio diferencial a utilizar en el presente trabajo.

Bas&ndose también en la capacidad de utilizacion del citrato, se preparé el medio
Alsan (55), utilizando las soluciones de citrato férrico. Los iones férricos y el parpura de
bromocresol aportaron un color verde marronaceo al medio sin cultivar. Cuando se repitié
el ensayo llevado a cabo en el medio KM, se observ6 un crecimiento minimo de colonias
blancas correspondientes con L. cremoris, pero no se observd crecimiento de la cepa de
L. lactis tanto en aerobiosis como anaerobiosis. El hecho de que las colonias observadas
fueran blancas es consistente con el hecho de que L. cremoris no puede utilizar el citrato.
Aun asi, los resultados obtenidos no concuerdan con la literatura, donde se describe que
este medio inhibe el crecimiento de L. cremoris y permite la diferenciacion de cepas de
L. lactisy L. lactis biov. diacetylactis. Esta disparidad puede deberse, en parte, a la posible
clasificacion errénea las subespecies cuando se desarrollé el medio (1990), basada

Unicamente en pruebas fenotipicas.

4.1.2 Hidrolisis de arginina

La via de la arginina deiminasa cataliza la degradacion de L-arginina a L-ornitina,
amoniaco y didxido de carbono y genera 1 mol de ATP por mol de L-arginina consumido.
La via estd ampliamente distribuida entre las bacterias y sirve como fuente de energia,
carbono y/o nitrégeno (58,59) y como mecanismo de supervivencia en ambientes acidos
como puede ser el lacteo (60). En L. lactis, los genes que codifican enzimas de la ruta

arginina deiminasa estan localizados en un cluster (9 genes) (61). Esta propiedad de L.
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lactis diferenciadora de L. cremoris puede permitir la diferenciacion morfoldgica de las
colonias de ambas cepas. En el medio Reddy se detecta la hidr6lisis de arginina en
presencia de puarpura de bromocresol, un indicador de pH, como ya se indico
anteriormente. En un principio, la presencia de carbonato calcico (CaCO3) deberia
impedir la difusién de sustancias acidas y viraje de toda la superficie de las placas de
morado a amarillo. Tras varios intentos y modificaciones del protocolo original, o bien
varios componentes de medio precipitaban, o bien toda la placa se volvia amarilla,

impidiendo la correcta observacion de las colonias.

El medio TTC desarrollado por Turner y colaboradores (42) tiene como principal
elemento diferenciador respecto del medio Reddy el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(TTC). En un ensayo similar a los llevados a cabo con el resto de los medios, sembrando
las cepas 3LALl y 3LA10 por separado y en co-cultivo, en aerobiosis se obtuvieron
colonias moradas correspondientes con la cepa 3LA1 de L. lactis, consecuencia de la
hidrélisis de arginina, y colonias rosas palidas correspondientes con la cepa 3LA10 de L.
cremoris. En anaerobiosis se observd crecimiento, pero las cepas resultaron ser
indistinguibles, ya que, todas las colonias eran moradas intensas. En concordancia con lo
reportado en la bibliografia el valor de pH del medio result6 ser crucial para el éxito de
los experimentos: si era inferior a 6 no se observaba coloracion e incluso se inhibia el
crecimiento microbiano. Por tanto, este medio se postulé como un método valido para la

diferenciacion morfolégica de las colonias de L. lactis y L. cremoris (Figura 9).

-

Figura 9. Placas de cultivo en aerobiosis de medio TTC con colonias de L. cremoris rosas, L. lactis moradasy Lb.

platarum blancas.
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Segun la bibliografia, el medio estd disefiado para la diferenciacion entre
lactococos pero no es selectivo para lactococos, por lo que se observo crecimiento del
lactobacilo en las muestras que procedian del co-cultivo con dicha cepa. Las colonias de
esta cepa resultaron ser completamente blancas, de lo que se deduce que la cepa de L.
cremoris tiene cierta capacidad de hidrolizar la arginina en pequefias cantidades, de ahi

su coloracion rosécea (Figura 9).

4.2 EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DEL MEDIO DE
CULTIVOTTC

Una vez seleccionado el medio TTC y optimizada su preparacion, se procedio a
evaluar su idoneidad para evaluar el crecimiento de las cepas objeto de estudio a lo largo
de la fermentacion. Se trata de un paso esencial para poder llevar a cabo el seguimiento
del crecimiento microbiano adecuadamente, ya que, la presencia de sales y las
condiciones requeridas de preparacion (pH < 6) pueden afectar el crecimiento de los
microorganismos. No seria de extrafiar que el empleo de un medio de compleja
composicion causara un sesgo en la deteccion de los microorganismos de interés, lo que
se traduce en la inhibicion parcial o total de su desarrollo. Por ello, se prepararon
fermentaciones de las cepas aisladas y en co-cultivo con la cepa de lactobacilo,

comparando el crecimiento en el medio TTC y en el medio genérico GM17.

. . Lc. cremoris subsp. cremoris
A) Le. lactis subsp. lactis B) P
10 10
9
9 [ z [i1
—_ i :[ I L :[ II b -~ 8 II II I us
3 8 II I = = E! &I T -
5 - 2 O
E = a0 II I
& ° 6 | &
a6 I II A
1
4 4
o 2 4 6 8 10 12 15 18 21 24 48 R
Tiempo de fermentacion (h) Tiempo de fermentacién (h)
aMiT - TTC GM17 =TIC

Figura 10. Comparacion del crecimiento en los medios TTC y GM17. A) Representacion del promedio de recuentos
microbianos obtenidos de la cepa L. lactis 3LA1 de forma individual y en co-cultivo con L. plantarum durante las
fermentaciones en leche. B) Representacion del promedio de recuentos microbianos obtenidos de la cepa L. cremoris
3LA10 de forma individual y en co-cultivo con L. plantarum durante las fermentaciones en leche.

Como se puede observar en la Figura 10, la concentracion de cada cepa, expresada
en unidades formadoras de colonias por mL de leche fermentada (UFC/mL), detectadas
en el medio TTC diferencial y en el medio GM17 -especifico para lactococos aislados de

productos lacteos- son equiparables. Si bien, los recuentos fueron ligeramente inferiores
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en las placas de TTC respecto de las placas de GM17, la diferencia no fue superior a 0,25

unidades logaritmicas (Figura 10).

Cabe destacar que la pigmentacién morada y rosa de las colonias perdia intensidad
a mayor concentracion celular inoculada. Esto se puede deber a una competicion por los
sustratos disponibles. Para una correcta visualizacion, el nimero de colonias por placa de
cultivo debia ser menor a 100, para evitar sesgos en los recuentos. Este hecho, puede
favorecer la variabilidad estadistica ya que el error introducido con recuentos en placas

con pocas colonias es mas elevado.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, el medio TTC con sales de
tetrazolio se mostrd6 como una herramienta ideal, sensible y especifica para seguir el
crecimiento de las cepas de lactococos de forma individual o en co-cultivos de las dos
cepas de lactococos o con la cepa de lactobacilo. Para el seguimiento del crecimiento de

L. plantarum 3LA30 se utilizé el medio selectivo MRS.
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4.3 ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LAS TRES CEPAS DE BAL EN LECHES
FERMENTADAS MEDIANTE TECNICAS DE CULTIVO

4.3.1 Tasas de crecimiento

Se realizd un estudio comparativo de las tasas de crecimiento de las cepas 3LAL,
3LA10 y 3LA30 individualmente y bajo la influencia de la presencia del resto de cepas,
en leche UHT. Dada la opacidad del medio lacteo, la medida de la densidad 6ptica no se
puedo realizar, por lo que se llevo a cabo el seguimiento del crecimiento mediante
recuentos microbianos utilizando el medio selectivo para lactobacilos MRS en la cepa
3LA30, y el medio diferencial TTC para L. lactis y L. cremoris en las cepas 3LAl y
3LALO.

Lc. lactis subsp. lactis

Le. cremoris subsp. cremoris

Tiempo (h)

21 2 48

ILAL =
+3LAI0 E
+3LA30 w O3

—e— 4 JLALO43LA3D  —

3LALO
+ 3LAL
#— 4+ 3LA30
—8— 4+ 3LAL+3LA30

8 10 12 15 18 21 24 48
Tiempo (h)

Lb. plantarum

Q)

3LA3D
+3LAl
+3LA10

- #— 4+ 3LA143LAL0

[ 2 4 & B 0 12 15 1B 21 24 48

Tiempo (h)

Figura 11. Curvas de crecimiento obtenidas para L. lactis 3LAL (A) y L. cremoris 3LA10 (B) en medio de cultivo TTC
individuales y en co-cultivo. Las curvas de crecimiento de L. plantarum (C) se obtuvieron en medio MRS.

En el caso de L. lactis 3LAL, se observa una fase de crecimiento exponencial entre
las 2 y las 8-10 horas, y una fase estacionaria a partir de ese tiempo que se alarga hasta
las 48h (Figura 11, A). En las etapas de conservacion de la leche fermentada, establecida
con un seguimiento del crecimiento microbiano a los 7, 15y 30 dias (datos no mostrados),
no se observo un descenso en la concentracion celular. Aparentemente, la presencia del
lactobacilo no afecta significativamente al crecimiento de la cepa 3LAL, algo que se
infiere del co-cultivo con esta cepa (Figura 11, A). La presencia de L. cremoris, por su

parte, parece ralentizar ligeramente el crecimiento de L. lactis durante las primeras etapas
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del cultivo. Sin embargo, al final de la fermentacion se observan concentraciones
celulares més altas de la cepa 3LA1 en los co-cultivos en los que esté presente la cepa de
L. cremoris 3LA10 (Figura 11, A).

La curva de crecimiento de L. cremoris 3LAL0 presenta una fase de crecimiento
exponencial entre las 2 y las 10 horas; una fase estacionaria entre las 10 y las 21 horas; y
el inicio de una etapa de muerte celular a las 24 h (Figura 11, B). Aunque las
concentraciones celulares de esta cepa disminuyeron, no llegé a desaparecer en la etapa
de conservacion de la leche a 4°C (datos no mostrados). La presencia de L. lactis retrasa
la etapa de muerte celular de L. cremoris, habiendo una diferencia en los Gltimos tiempos
de hasta un orden de magnitud. La presencia de L. plantarum causa el mismo efecto, de
forma mas pronunciada, si bien a las 48h ya se observa un claro descenso en la densidad
celular en la cepa 3LAL0. Las concentraciones celulares bacterianas méas elevadas se

observaron en el co-cultivo de las tres cepas (Figura 11, B).

Por ultimo, el crecimiento de L. plantarum 3LA30 es menor que en el caso de las
dos cepas anteriores. La curva de crecimiento de la cepa 3LA30 alcanza valores de entre
105-10” UFC/mL, inferiores a las observadas para los lactococos (108-10° UFC/mL)
(Figura 11, C). Ademas, la fase de crecimiento exponencial esta mas retrasada en el
tiempo. El co-cultivo con cualquiera de las cepas de lactococos o con ambas, en base a
los resultados obtenidos, parece afectar negativamente al crecimiento del lactobacilo
(Figura 11, C). Este resultado esta en coherencia con lo observado con anterioridad
durante el estudio de estabilidad de las cepas en la leche fermentada a lo largo de un afio
y medio, donde se observaron niveles de lactobacilos de aproximadamente 106-107
UFC/mL (10).

4.3.2 Acidificacion: evolucion del pH

Ademas del seguimiento del crecimiento microbiano se realizd la medida del pH
en las distintas fermentaciones. Una bajada del pH de la leche fermentada se asocia con
la produccion de &cido lactico, llevada a cabo por las BAL a partir de la lactosa presente
en la leche. Como se puede ver al comparar los datos la tasa de crecimiento de cada cepa
frente a los datos de pH el descenso mas pronunciado del pH se produce durante la fase
exponencial del crecimiento (Figura 12). Los niveles mas bajos de pH (~4,5) se
obtuvieron en los cultivos en los que estaba presente la cepa L. cremoris 3LA10 (Figura
12, B). En los cultivos con la cepa L. lactis 3LAL o de esta con la cepa de L. plantarum

3LA30 el descenso de pH es muy inferior al alcanzado en los cultivos con la cepa 3LA10
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(Figura 13), alcanzando valores de aproximadamente 6,5. la produccion de acido lactico
por parte de L. plantarum 3LA30 no es significativa, alcanzando un valor de pH

ligeramente inferior al del control (leche sin indculo).

A) Lc. lactis subsp. lactlis B) Lc. cremoris subsp. cremoris
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Figura 12 Comparacion entre el crecimiento y la evolucion del pH para L. lactis 3LAL (A), L. cremoris 3LA10 (B)
y Lb. plantarum (C).

La bajada de pH mas pronunciada se corresponde con las condiciones en las que
estd presente la cepa de L. cremoris. S6lo en aquellas combinaciones en las que estuvo
presente esta cepa hubo coagulacion, proceso que ocurre con la precipitacion de la
caseina, de punto isoeléctrico 4,6 (Figura 13). En general, la cepa L. cremoris tiene un
crecimiento més eficiente en leche, siendo la Unica que ha sido capaz de formar un
coagulo consistente. Esta mayor eficiencia puede ser debido a la presencia de proteasas
capaces de degradar la caseina, proteina mayoritaria de la leche, para cubrir la demanda

celular de nitrégeno

El hecho de que se alcancen concentraciones bacterianas mas altas de L. cremoris
en co-cultivo puede deberse a la menor produccion de acido lactico, que supone una

bajada de pH menor y por tanto unas condiciones de crecimiento menos restrictivas.

No se aprecian diferencias en la acidificacion entre las fermentaciones llevadas a

cabo por los lactococos de forma individual y aquellas en las que se encontraban
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acompariados por el lactobacilo. De hecho, la fermentacion llevada a cabo por el
lactobacilo de forma individual presenta unos valores de pH superiores a cualquier otra
condicidn, indicando que esta cepa no juega un papel importante como productora de
acido lactico en la comunidad microbiana, y que la presencia de este en grandes
cantidades puede inhibir parcialmente su desarrollo. Se deduce que el pH de crecimiento

Optimo de la cepa 3LA30 es superior al pH de la leche fermentada natural, lo que puede

pH
Y N
6,2 \\
3LA1 N

57 3LA10
3LA30

pH

52 —&— 3LA1 + 3LA30
—8&— 3LA10 + 3LA30

47 | —®—3LA1+3LA10 TSy

3LA1 + 3LA10 + 3LA30
4,2
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

Figura 13. Acidificacion observada en las fermentaciones lacteas

ser parte de la explicacion de las bajas concentraciones celulares observadas.

Se hizo un seguimiento de la conservacion de la leche fermentada a 4°C durante 1
mes, y se observé que el pH apenas varid, bajando ligeramente pero no de forma
significativa (datos no mostrados).
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4.4 ANALISIS GENOMICO PARA DEFINIR MARCADORES ESPECIFICOS DE CEPA

A la hora de ensamblar el genoma se utilizaron dos programas: el programa
SPAdes que esta disefiado para ensamblar genomas pequefios como los bacterianos y el
progama Unicycler gque es una herramienta que optimiza los algoritmos del ensamblaje
de SPAdes.

Tabla 2. Datos de la secuenciacion de los genomas de las cepas de interés con los programas SPAdes y Unicycler.

3LAL 3LA10 3LA30
SPAdes | Unicycler | SPAdes | Unicycler SPAdes Unicycler
Long. total | 2444855 2433628 2411527 2388068 3269824 3225998
GC (%) | 3499 3500 3550 3552 44.35 44.40
N° Contigs 112 104 198 202 176 153
Contigs | 15 6 6 26 25
>= 50000 bp
Contigs | 5, 30 41 42 35 34
>= 25000 bp
Contigs | ¢, 47 80 81 51 50
>= 10000 bp
Contigs
61 59 107 101 64 62
>= 5000 bp
—
Contigs | gq 79 160 157 113 106
>= 1000 bp
N50 | 52888 61997 27679 27520 81195 82412

Excepto para el genoma de la cepa 3LA10 se obtuvieron menos contigos en el
ensamblaje realizado con Unicycler (Tabla 2). Una de las medidas de calidad del
ensamblaje es el N50, indicativo de la longitud de pares de bases del contigo méas
pequefio con el que se cubre el ensamblaje del 50% del genoma. A mayor N50, mayor
calidad, puesto que indica que con menos contigos se alcanza la mitad del proceso, y

en dos de los tres casos corresponde con Unicycler.

Después del ensamblaje de las lecturas en contigos, se realiz6 la anotacion
funcional con los programas PATRIC y RAST. Posteriormente, se llevo a cabo la
comparacion basada en la secuencia de los genomas, encontrando 349 genes Unicos

para L. lactis, 455 genes unicos para L. cremoris y 1440 genes unicos para L.
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plantarum. De entre ellos, se seleccionaron tres genes para cada una de las cepas que
tuviesen una funcién metabdlica conocida y que presumiblemente se ubicasen en el

cromosoma bacteriano y, por tanto, fuesen de copia Unica (Anexo II).

45 DESARROLLO DE UN METODO DE PCR CUANTITATIVA PARA LA
DETECCION ESPECIFICA DE CEPAS

4.5.1 Puesta a punto de los oligonucledtidos

Para la deteccion y cuantificacion mediante qPCR utilizando como diana
marcadores especificos de cada cepa, se ha de evaluar en primer lugar la especificidad y
eficiencia de las parejas de cebadores disefiadas. Estas deben amplificar inicamente los
genes de interés en las cepas para la que se han disefiado y su eficiencia debe ser >0,997
(62).

La amplificacion y la especificidad se comprobaron mediante ensayos de qPCR
en los que se enfrentdé ADN purificado de las tres cepas a las diferentes parejas de
oligonucledtidos.

Tabla 3. Valores de Ct obtenidos mediante gPCR en el estudio de amplificacién y especificidad de las parejas de
oligonucleotidos disefiadas. Cada ensayo se hizo por triplicado.

3LA1 3LA10 3LA30

mef 15.96 £+ 0.20 - -
MANI1A2| 16.85+0.18 - -
xylT 16.64 £ 0.64 - -

? galf - 13.33 £ 0.15 -

S |gmhB - 15.33 £ 0.26 -

© | pad 10.16 £ 0.21  10.82+0.08 25.31+40.24
rhaA - - 12.80 £ 3.29
malA - - 11.40 + 0.68
larA - - 11.24 £ 0.31

En vista de los valores de Ct presentados en la Tabla 3 los oligonucleotidos que
amplifican los genes MAN1A2, xyIT y mef resultaron ser especificos para la cepa 3LA1,
obteniendo amplificacion positiva Gnicamente con el ADN de esta cepa. Lo mismo
ocurrio con los oligonucleotidos disefiados para la amplificacion de los genes rhaA, malA
y larA, especificos de la cepa 3LA30. Por otra parte, mientras que los oligonucleétidos
que amplifican los genes galf y gmhB fueron especificos para la cepa de lactococos

3LAI10, los oligonucle6tidos para el gen fbaA resultaron amplificar también con el ADN
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de la cepa de lactococos 3LAL. Una basqueda posterior en el genoma de la cepa L. lactis

3LA1 confirmé el hecho de que el gen de fbaA que codifica para el enzima Fructosa

bisfosfato aldolasa class Il no era un gen dnico de la cepa L. cremoris 3LA10. Aun asi,

ocho de las nueve parejas disefiadas se mostraron como opciones validas para la deteccion

especifica de las cepas de la leche fermentada.
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Figura 14. Curva estandar de gPCR para los genes diana de cada cepa, utilizando diluciones seriadas de ADN
procedente de indculos de concentracion conocida. La regresion lineal se obtuvo al representar los valores de ciclos
umbral Ct frente el logaritmo en base 10 de los recuentos microbianos. Las ecuaciones y los valores de R? se indican

en cada caso.

La eficiencia de las parejas de
cebadores se evalu6 mediante gPCR,

utilizando diluciones

como molde
seriadas del ADN purificado de la cepa
especifica (63). En la Figura 14 se
muestran las rectas de regresion y las
ecuaciones obtenidas para los genes de
cada microorganismo. Los
oligonucleotidos especificos para el gen
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recomendable >0,997. Como se aprecia en la Figural5, el valor de R? de la recta es 0,995
inferior al aceptable. Tras varias repeticiones, el resultado no se alterd, descartando la
posibilidad de que hubiera errores experimentales y no se hubiese afiadido la muestra a la
reaccion de gPCR. La pareja de oligos que amplifican el gen ghmB también presentan un
valor de R? por debajo del valor recomendable (0,994). Por tanto, estas parejas de
oligonucleotidos se descartaron para su uso en la evaluacion del crecimiento de la cepa

de lactobacilo en las fermentaciones.

4.5.2 Optimizacion del método de gPCR

El seguimiento del crecimiento microbiano mediante la técnica de qPCR se llevo
a cabo directamente en las distintas muestras de leches fermentadas. En primer lugar, se
procedio a preparar rectas estandar que permitiesen la extrapolacion de los valores Ct
durante el seguimiento de las fermentaciones a concentraciones microbianas, dadas las

condiciones de la reaccion de gPCR anteriormente comentadas (Figura 16).
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Figura 16. Curvas estandar de qPCR para los cebadores MAN1A2 de L. lactis (A), galf de L. cremoris (B) y rhaA
de Lb. plantarum (C). Se utilizaron diluciones acuosas 1/2 de diluciones seriadas de in6culos en leche de las cepas

de concentracion conocida. La regresion lineal se obtuvo al representar los valores de ciclos umbral Ct frente el
logaritmo en base 10 de los recuentos microbianos. Las ecuaciones y los valores de R? se indican en cada caso.

Para la deteccion y cuantificacion mediante gPCR de las tres cepas objeto de
estudio, se escogio aquellas parejas de oligonucleotidos que presentaban especificidad y
los mayores valores de eficiencia: MAN1A2 (R?= 0,9991) para L. lactis 3LAL, galf
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(R?=0,9996) para L. cremoris 3LA10 y rhaA (R?= 0,9993) para L. plantarum. En las
amplificaciones se utiliz6 como muestra de ADN una dilucion %2 de una leche inoculada
con una concentracion bacteriana conocida (10°-10* ufc/mL). En la Figura 16 se observan
las rectas estandar obtenidas. Como puede observarse los valores de eficiencia para los
oligos son ligeramente inferiores a los obtenidos cuando se utilizaba directamente una
muestra de ADN purificado. Este hecho, puede ser debido a la presencia en la leche de
sustancias inhibidoras de la PCR. Ademas, los valores de eficiencia mas bajos se han
obtenido en las amplificaciones de la cepa de lactobacilo. En este ensayo, y a diferencia
del realizado para evaluar la eficiencia de los oligonuclel6tidos, se afiaden las bacterias
directamente a la muestra de leche sin ningun paso previo de lisis ni de purificacion del
ADN. Por tanto, es logico que el proceso de lisis que debe tener lugar durante la
amplificacion de la qPCR reduzca la eficiencia del proceso y mas si cabe en los
oligonucleotidos que amplifican el lactobacilo ya que este posee mayor resistencia a la

lisis celular.

4.6 ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE LAS TRES CEPAS DE BAL EN LECHES
FERMENTADAS MEDIANTE QPCR

Aplicando el procedimiento descrito anteriormente, se hizo un seguimiento del

crecimiento de cada cepa individualmente y en combinaciones en leche, reproduciendo

el ensayo realizado mediante técnicas de cultivo.

En la Figura 17 A se observa como el crecimiento de la cepa L. lactis 3LAL se ve
favorecido significativamente por la presencia de la cepa 3LA10, y en la condicion en la
que se encuentran las tres cepas presentes se alcanza un ligero incremento en la
concentracion celular respecto a la combinacion de los dos lactococos. No solo afectan
positivamente a su crecimiento, sino también a su conservacion, algo que se puede inferir
de los datos obtenidos a las 48h, donde se observa una diferencia de méas de dos ordenes
de magnitud entre la fermentacion individual y la fermentacion en conjunto. En este
punto, se ve que la presencia de L. plantarum 3LA30 es la que menos influye en la
evolucion de este lactococo. En cuanto a la cepa L. cremoris 3LA10, manifiesta un
crecimiento analogo en las diferentes condiciones fermentativas, sin apreciar alteraciones
significativas causadas por la presencia o ausencia del resto de los integrantes de la
comunidad microbiana (Figura 17, B). Estos resultados concuerdan y apoyan los
obtenidos mediante cultivo microbiano, de los cuales se puede obtener la misma

informacion.
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Figura 17. Valores de concentraciones microbianas obtenidos mediante gPCR para L. lactis (A), L. cremoris
(B) y Lb. plantarum (C). Como molde en las reacciones se utilizaron diluciones acuosas 1/2 de las muestras
en leche. Los valores de concentraciones bacterianas se obtuvieron mediante la extrapolacion de los
valores de ciclos umbral Ct usando las rectas de regresion.

A diferencia de lo observado mediante las técnicas de cultivo, el crecimiento de
L. plantarum 3LA30 no se ve afectado por la presencia de los lactococos en la leche. En
algunos casos se aprecia ligeros incrementos en el crecimiento en presencia de la cepa de

L. lactis 3LA10, o bien, cuando estan las tres cepas presentes (Figura 17, C).

Al ser la PCR cuantitativa un método mas sensible y robusto, los datos obtenidos
mediante esta técnica son mas fiables que en el caso de los recuentos microbianos, un
hecho que se ha reportado en estudios similares (64). Los resultados en ambos ensayos
son similares: existe una cooperacion que favorece el crecimiento de las tres bacterias,
siendo el mutualismo la relacion microbiana predominante. La condicién en la que mejor
crecen y se desarrollan es aquella en la que estan presentes todos los integrantes de la

comunidad microbiana, como pasa con consorcios semejantes (65).

Es probable que la cepa de L. lactis 3LA1 aporte metabolitos secundarios al
consenso, gracias a su habilidad para fermentar el citrato, de tal manera que afecte

positivamente al crecimiento y no sélo a las propiedades organolépticas del producto

48



Trabajo Fin de Master - MBTA - Resultados y discusion @

Universidad de Oviedo

final. Esta hipotesis es respaldada por el comportamiento de otras cepas de la especie de
L. lactis, que en co-cultivo aumentan la viabilidad de otras bacterias del &cido lactico (66—
68). Mientras tanto, la cepa que domina la coagulacion es L. cremoris 3LA10 causando
la coagulacion y la bajada de pH, posiblemente debido a su capacidad de utilizar la
caseina como fuente de nitrégeno mediante proteasas (69,70). Por otra parte, el papel de
L. plantarum 3LA30 en el consorcio es actualmente desconocido, puesto que no parece
verse afectado por la presencia de los otros dos microorganismos, ni afectar al crecimiento
de estos. Estudios transcriptomicos posteriores podrian ayudar a dilucidar su papel en la
comunidad, profundizando en las rutas metabodlicas presentes en esta cepa y en la

produccion de compuestos.
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5 CONCLUSIONES
1.- Se evaluaron diferentes medios de cultivo diferenciales, y solamente el medio
TTC permitio discriminar adecuadamente la morfologia de las colonias pertenecientes a

las especies L. lactis y L. cremoris cuando se encontraban en co-cultivo.

2.- La comparacion del crecimiento de las cepas 3LA1 y 3LA10 en el medio
selectivo y de referencia para lactococos GM17 y en TTC revel6 que este ultimo es un
medio diferencial, que permite distinguir las cepas de las dos especies sin afectar

negativamente al crecimiento de ninguna ellas.

3.- El analisis microbioldgico revel6 que la cepa de L. cremoris 3LA10 es la que
conduce la coagulacion de la leche y favorece el crecimiento de la cepa L. lactis 3LA1L.
Mientras tanto, el crecimiento de L. plantarum no parece verse afectado por la presencia

de ninguna cepa de lactococos.

3.- La secuenciacion y analisis genomico de las cepas nos permitié obtener
informacion sobre sus capacidades metabolicas y, ademas, disefiar estrategias de

deteccion especifica de cepa mediante la identificacion de genes unicos.

4.- El disefio y aplicacion de un método de qPCR permitié la deteccion y
cuantificacion del crecimiento de las cepas que componen la microbiota de la leche

fermentada a lo largo de la fermentacion.

5.- Los resultados obtenidos mediante qPCR fueron muy similares a los obtenidos
mediante cultivos microbianos, por lo que ambas técnicas son validas para la evaluacion
del crecimiento microbiano de esta leche fermentada. Si bien, la técnica de gPCR

demostrd ser un método mas rapido y sensible que los recuentos microbianos.
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6 LISTADO DE SIMBOLOS

a Alfa

ADN Acido
desoxirribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

BAL Bacterias del &cido lactico
Biovar. Biovariedad

C Citosina

CaCOs Carbonato de calcio
CO: Dioxido de carbono

CSIC Consejo  Superior  de
Investigaciones Cientificas

Ct threshold cycle

dNTPs desoxinucleotidos
trifosfato

DSS Defined-Strain Starters

EDTA 4cido
etilendiaminotetraacético

Etc. Etcétera

FDA US Food and Drug
Administration Agency

G Guanina

GRAS Generally Regarded as
Safe

HTS high-throughput
sequencing

IPLA Instituto de Productos
Lacteos de Asturias

KM  Kempler y McKay
MgCl:z cloruro de magnesio

mL  Mililitro

Listado de Simbolos

Universidad de Oviedo

Mpb Mega pares de bases
MRS De Man, Rogosay Sharpe
MSS Mixed-Strain Starters

NFM Naturally Fermented
Milk

NGS Next Generation
Sequencing

NS Natural Starters
°C Grados Celsius

PAL Bacterias del acido
propioénico

PATRIC Pathosystems
Resource Integration Center

Pb  pares de bases
PCA Plate Count Agar

PCR Polymerase Chain
Reaction

QPS Qualified Presumption of
Safety

RAST Rapid Annotation using
Subsystem Technology

Subsp. Subespecie
Tm  Temperatura de fusién

TTC Cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio

Ufc unidades formadoras de
colonias

Mg Microgramos

WHOS Whole genome shotgun
sequencing
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8 ANEXOS

ANEXO |. Gréficos de calidad de las secuencias obtenidas con el programa
FastQC de L. lactis (A), L. cremoris (B) y L. plantarum (C).

‘Quaiity scores acress all pases (Sanger | Dluming 1 ercoding)

Quaity scores acrass all bases (Sanger / liumina 19 encodng)

5N YIS REE R SR

e~ 4+ ® 55 %55 BN YR EBEE YR

12 3435678 9% 1519 30 4549 6084 7370 S0-94 105-109 120-124 135-139 130-131
125456786 1519 3034 4549 60-64 7579 G0-64 105-100 120-134 135-139 150-151 Poaitien in resd (op)
Pastics i rest (53)

Queiity scores scross sl bases (Sanges / Diuming 19 encocing) ‘Quaity FCOres aCrass ol Dases (Sanger / Ilumina 19 enceaing)

5B e E Y2y

5 ¥Ry
5N YT EE B R LS

-
=

13 3456 786 1518 303 4540 6064 7570 0004 105-100 130-124 135-159 150-151 PistseTes e ‘n’;:unmu:]&n josiee e aest

Position in read (o)

Ganity scares across ol beses (Sanger [ huena 19 encoong) Queity rrones scross ol bases (Sanger [ Duming 19 encoding]

BRE YR RBEL ¥R

11 3456 789 1519 334 4540 o064 7579  00-04  105-100 120-124 135130 150-15 123 34567 89 1519 3034 4540 6064 7579  90-04 105-109 130-124 135-139 150-151
Passtion in reed (5g) Bostion in read (5p)



Trabajo Fin de Master - MBTA - Anexos

ANEXO Il. Primera seleccion de genes unicos de candidatos como diana en el ensayo de PCR cuantitativa.

Universidad de Oviedo

L. lactis 3LA1
Tamario Longitud
contig |Contig|Gen |(pb) Gene ID Funcion
38 kb : : :
57| 882 73 |1ig|1360.569.peg.882 | lactococcin A ABC transporter permease protein
195 kb 671397 288 ig|1360.569.peg.1397 |Macrolide-efflux protein
23 kb 73|1544 163 |fig|1360.569.peg.1544 |Glycosyl transferase CpsG
781660 440 | fig|1360.569.peq.1660 | Xylose isomerase (EC 5.3.1.5)
117 kb 7811669 718fig|1360.569.peg.1669 |Alpha-1,2-mannosidase
7811672 900 | fig|1360.569.peq.1672 |alpha-mannosidase (EC 3.2.1.24)
5 kb 0312048 367 |fig|1360.569.peq.2048 | Agmatine deiminase (EC 3.5.3.12)
117 kb D-xylose proton-symporter XyIT (busqueda Roary)
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L. cremoris 3LA10

Tamario Longitud
contig Contig Gen |(pb) Gene ID Funcion
60 kb- prot
ribosomales 1121104 338 fig|1359.261.peg.1104 | Galactofuranose transferase
D-glycero-alpha-D-manno-heptose 7-phosphate kinase (EC
27 kb-prot 1171312 265 |fig|1359.261.peg.1312|2.7.1.168)
ribosomales D-glycero-D-manno-heptose 1,7-bisphosphate phosphatase
1171314 182 |fig|1359.261.peg.1314 | (EC 3.1.1.-)
21 kb 127]1619 190 fig|1359.261.peg.1619 | Glutamate synthase [NADPH] large chain (EC 1.4.1.13)
175]2534 2231ig|1359.261.peg.2534 | Xylan alpha-1,2-glucuronosidase (EC 3.2.1.131)
8 kb 175|2535 290 fig|1359.261.peg.2535 | Xylan alpha-1,2-glucuronosidase (EC 3.2.1.131)
175|2536 153 |fig|1359.261.peg.2536 | Xylan alpha-1,2-glucuronosidase (EC 3.2.1.131)
36 kb 176 |2537 141 |fig|1359.261.peg.2537 | Mannose-6-phosphate isomerase
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L. plantarum 3LA30

Tamafo Longitud
contig |Contig|Gen |(pb) Gene ID Funcién
74| 634 531ig|1590.1720.peg.634 |bacteriocin precursor peptide PInF (putative)
74| 635 57 11ig|1590.1720.peg.635 |bacteriocin precursor peptide PINE (putative)
integral membrane protein PInT, membrane-bound
79 kb 74| 638 109|fig|1590.1720.peg.638 |protease CAAX family
integral membrane protein PInT, membrane-bound
74| 639 38 1ig|1590.1720.peg.639 |protease CAAX family
integral membrane protein PInU, membrane-bound
74| 640 98 |fig|1590.1720.peg.640 |protease CAAX family
130(2026 284 |ig|1590.1720.peg.2026 | Rhamnulose-1-phosphate aldolase (EC 4.1.2.19)
1301|2027 4281ig|1590.1720.peg.2027 | L-rhamnose isomerase (EC 5.3.1.14)
24 kb 130(2028 105 | fig|1590.1720.peg.2028 | L-rhamnose mutarotase (EC 5.1.3.32)
130(2030 72 |1ig|1590.1720.peg.2030 | Predicted L-rhamnose permease RhayY *
21 kb 1342096 189 | fig|1590.1720.peg.2096 | Chloramphenicol O-acetyltransferase
21 Kb 136 (2271 651 | fig|1590.1720.peg.2271 | alpha-L-rhamnosidase (EC 3.2.1.40)
136 (2273 526 |fig|1590.1720.peg.2273 | alpha-L-rhamnosidase (EC 3.2.1.40)
93 kb 1993397 277(fig|1590.1720.peg.3397 | Maltodextrose utilization protein MalA
89 kb 11| 66 4251ig|1590.1720.peg.66 | LarA: implicated in lactate racemization




