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Introduccion. Las especies del género Leuconostoc
producen exopolisacaridos de glucosa (glucanos) y
fructosa (fructanas) sintetizados por las
glucosiltransferasas (GTFs) vy las fructosiltransferasas
(FTFs) respectivamente, empleando la sacarosa como
sustrato. Estos polimeros se utilizan en las industrias
farmacéutica, alimentaria y cosmética. En varias cepas
de Leuconostoc mesenteroides la expresion de las GTFs
y FTFs se induce s6lo en presencia de sacarosa. En la
cepa B-512F la sacarosa no se comporté como un
inductor clasico. En Streptococcus mutans la ausencia de
los genes regM y covR afectaron la expresion de las
GTFs y FTFs. regM tiene alta identidad con el regulador
transcripcional ccpA y covR forma parte del sistema de
dos componentes covRS. En Bacillus subtilis el gen
sacX, con alta identidad con enzimas Il del sistema
fosfotransferasa de azlcares (PTS) de sacarosa, esta
involucrado en la induccibn por sacarosa de la
levansacarasa SacB. En el genoma de L. m. ATCC 8293
se localizaron 3 posibles GTFsy 3 FTFs.

Teniendo en cuenta estos antecedentes los objetivos de
éste trabajo son estudiar la actividad glicosiltransferasa
(GT) en diferentes fuentes de carbono y el efecto de
algunos genes potencialmente relacionados con ésta
actividad en Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293.

Metodologia. Se midid la actividad GT por el método del
DNS (1). Se utilizaron los programas BLAST, MAST y
MEME para el andlisis del genoma. El ADN recombinante
se obtuvo por PCRs sucesivas y se clon6 en el vector
suicida pSET5s para su transformacion en L. m. ATCC
8293 por electroporacion (2). Para obtener la mutacion
por doble recombinacién homadloga se procedio segun (3)
y las posibles mutantes se analizaron por PCR.

Resultados y discusion. La actividad GT en L. m. ATCC
8293 se midid en cultivos crecidos en sacarosa, glucosa,
fructosa y xilosa con sacarosa como sustrato (cuadro 1).
Tanto en los sobrenadantes como en la fraccion asociada
a células la actividad en presencia de fructosa y glucosa
es alta, incluso a veces mayor que en sacarosa. Ademas
se midié la actividad con rafinosa, un sustrato exclusivo
de las FTFs y éstas, en particular, también se expresaron
considerablemente en glucosa y fructosa. En otras cepas
de Leuconostoc se ha visto que la actividad es muy baja
en presencia de glucosa o fructosa (4). En esta cepa, la
glucosa y fructosa, ademas de la sacarosa, parecen ser
sefiales o desencadenan mecanismos de regulaciéon de
la expresién de las enzimas.

Cuadro 1. Actividad glicosiltransferasa (U/mL). F.I: factor de
induccién: actividad en fuente de carbono / actividad en xilosa.

Fuente de Fraccion

asociada a F.I | Sobrenadantes | F.I
carbono )

células
sacarosa 1.3 16.3 0.184 6.7
xilosa 0.08 1 0.027 1
glucosa 0.909 11.4 0.088 3.2
fructosa 1.949 24.4 0.118 4.3

Tomando como molde las secuencias de regM, covR y
sacX, se localizaron los genes Leum 0544 (ccpA), Leum
1950 (covR) y Leum 0288 (Ell ABC PTS de sacarosa) en
el genoma de L.m ATCC 8293. Se construyeron
fragmentos de ADN con regiones de homologia de 400
nts de los genes ccpA y covR y PTS de sacarosa
flanqueando un gen de resistencia a kanamicina (Km).
Se clonaron en el vector suicida pSET5s que no puede
replicarse a 37°C y que tiene un gen de resistencia a
cloranfenicol (Clor). Los vectores recombinantes se
transformaron por electroporacion en L.m ATCC 8293 y
los transformantes se crecieron a 37°C para favorecer la
recombinacion homologa del vector con el genoma.
Actualmente las colonias Km+ Clor- se estan analizando
por PCR para determinar la ubicacién de la insercion del
cassette. Este es el primer acercamiento al uso de
técnicas de biologia molecular en Leuconostoc
mesenteroides.

Conclusiones.

1- La sacarosa, la fructosa y la glucosa inducen la
expresion de las glicosiltransferasas en esta cepa.

2- Se montaron las técnicas basicas de biologia
molecular en L.m. ATCC 8293.
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