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INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL), ampliamente utilizadas en la industria lactea como cultivos
iniciadores de la fermentacion, incluyen especies empleadas como probidticos (Curry y
Crow, 2003). Los fagos son virus que infectan bacterias, y las BAL no estan exentas de sus
ataques, que pueden bloquear fermentaciones industriales, alterando la calidad del
producto, disminuyendo la produccion y provocando pérdidas econdmicas (Rodriguez
Gonzalez y col., 2010). La industria aplica medidas para minimizar las infecciones, pero
ninguna es 100% efectiva. La rotaciéon de cultivos, aplicada a cultivos iniciadores, no sirve
para cultivos probiéticos (cepas con caracteristicas unicas), por lo que se apunta a obtener
derivados de la cepa original resistentes a fagos (Leenay y Beisel, 2017). Se conocen
diversos mecanismos de resistencia, siendo CRISPR-Cas los Ultimos descubiertos y
probablemente los mas importantes (Makarova y col., 2011). Se trata de sistemas inmunes
adaptativos, heredables, exclusivos de procariotas, constituidos por secuencias de ADN
repetitivas, cortas y altamente conservadas (repeticiones), intercaladas con secuencias
variables (espaciadores), y genes asociados a CRISPR (cas) (Fig.1) (McGinn y Marraffini,
2016). Los espaciadores se incorporan a partir de virus (donde se denominan
protoespaciadores) durante una infeccién, o de plasmidos.

Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio con una amplia variedad de cepas
de Lacticaseibacillus, confirmaron la abundancia del sistema tipo IIA en comparacién con los
demas sistemas, y revelaron que los genes cas1, cas2 y csn2 estan muy conservados entre
cepas de la misma especie, mientras que cas9 presenta mayor variabilidad, reflejada
principalmente en el dominio que interactia con el Motivo Adyacente al Protoespaciador
(PAM) (Pujato y col., 2021). Estos resultados preliminares nos podrian estar indicando que
la eficiencia del sistema dependeria de cas9, por lo que el analisis de la actividad del
sistema CRISPR tipo IIA mediante ensayos de interferencia permitiria seleccionar las cepas
gue posean un sistema CRISPR mas activo y eficaz.

Los ensayos de interferencia consisten en transformar bacterias lacticas con un plasmido
gue incluye un fragmento de secuencia igual al que tienen dichas BAL en el locus CRISPR.
Si el sistema se encuentra activo, las BAL reconoceran dichas secuencias y activaran el
sistema CRISPR, degradando el plasmido incorporado. La relacion entre las transformantes
con un plasmido genérico versus aquellas transformadas con el plasmido target permitira
determinar la actividad de los sistemas CRISPR en dichas BAL.
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OBJETIVOS

Optimizar la transformacion de 9 cepas de Lacticaseibacillus que contienen sistemas
CRISPR- Cas, como paso necesario para la realizacion de los ensayos de interferencia
antes descriptos.

METODOLOGIA

Con el fin de optimizar las condiciones de transformacién de cepas de Lacticaseibacillus
(Tabla 1): I) Se realizaron ensayos con eritromicina, cloranfenicol y ampicilina para encontrar
la concentraciéon de antibiético inhibitoria para cada cepa en estudio. 1) Se seleccioné el
plasmido pNZ123 que posee origen de replicacion para Escherichia coliy BAL y un gen de
resistencia a cloranfenicol. Ill) Se prepararon células competentes, y IV) se transformaron
las diferentes cepas variando las condiciones de transformacién (voltaje y resistencia).

RESULTADOS
Concentracion inhibitoria minima de antibiético

Como se observa en la Tabla 1, la concentracion inhibitoria minima de antibidtico fue
evaluada para todas las cepas en estudio, siendo 2,5 pg/mL ampicilina, 15 pg/mL
cloranfenicol y 5 pyg/mL eritromicina, las concentraciones minimas que lograron inhibir la
totalidad de las cepas con la excepcidn de la cepa Lb. rhamnosus Principia, que fue
resistente a todas las concentraciones de eritromicina analizadas, y la cepa Lb. paracasei
906 que se inhibié con una concentraciéon de 15 ug/mL de eritromicina.

Tabla 1. Resultados de inhibicion por antibidticos; Amp (ampicilina), Erit (eritromicina), CM
(cloranfenicol). La presencia de crecimiento se indica con un +.

Cepa/ATB (ug/mL) Qrgp

Lb. paracasei ATCC 27092 - - - - -

Lb. paracasei Bio - - - - -

Lb. rhamnosus CNRZ 1224 - - - - -

Lb. paracasei CNRZ 318 - - - - -

+ 4|+ |+

Lb. paracasei JP-1 - - - - -

|+ |+ +]|+

Lb. rhamnosus Principia - - + + +

Lb. paracasei 85 - - - - - -

Lb. paracasei FSL 541 - - - - - - + -

Lb. paracasei 906 - - + + - + + -

Optimizacidon de la transformacion

Se evaluaron distintas condiciones de transformacién (Tabla 2) para cepas de
Lacticaseibacillus, siendo la condicion 4 la 6ptima para las cepas Lb paracasei 85 (Figura
1B), Lb. paracasei 906 (Figura 1C), Lb. paracasei 318 (Figura 1D), y la condicién 2, la
Optima para Lb. paracasei Bio (Figura 1A). Para el resto de las cepas en estudio, se logro
obtener transformantes en la C2 y C4 en medio liquido con 15 ug/mL de cloranfenicol. Si
bien, fue posible transformar todas las cepas, la eficiencia de transformacion fue baja para la
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mayoria de ellas, o que muestra una baja estabilidad del plasmido utilizado. El plasmido
pNZ123 posee un origen de replicacion para BAL del tipo Rolling Circle (Kleinschmidt y col,
1993). A pesar de que este ORI es el mas utilizado en BAL, es posible que no sea estable
en las cepas de Lacticaseibacillus con baja eficiencia de transformacién, debido a que
dichas cepas pueden poseer plasmidos propios con el mismo ORI. El uso de plasmidos con
origen de replicacion tipo Theta, seria una opcidn para aumentar la estabilidad (Pérez-
Arellano y col. 2001). A su vez, es posible que el crecimiento acelerado de las cepas de
Lacticaseibacillus genere inestabilidad en los plasmidos, favoreciendo la pérdida de los
mismos. El uso de temperaturas inferiores a las 6ptimas para dicho género y el empleo de
medios de cultivos sin dextrosa, podrian desacelerar el crecimiento permitiendo mayor
estabilidad del plasmido y, por ende, un aumento en la eficiencia de transformacién (Pérez-
Arellano y col. 2001).

Tabla 2: Condiciones de electroporacion.

Condicién Voltaje (Volt) Resistencia (Ohm)
C1 1200 100
C2 1700 200
C3 1700 300
C4 1700 400
C5 2000 400
C6 1250 300
C7 2500 200
Cp Controles sin plasmido
Lb. paracasei Bio Lb. paracasei 85
4 4
e a e a
£ £
O 2 O 2
L. L.
=) . =) .
(=] (=]
o o . I
(0] . (0] .
Cc1 c2 C3 C4 C5 Cc6 Cc7 Cp Cc1 c2 C3 C4 C5 Cc6 Cc7 Cp
Condiciones Condiciones
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C. Transformacion de Lb. paracasei 906. D. Transformacién de Lb. paracasei CNRZ 318.

Figura 1: Transformacion de Lacticaseibacillus
CONCLUSIONES

La concentracién de cloranfenicol minima que logré inhibir la totalidad de las cepas en
estudio fue de 15 pg/mL. A su vez, la condicidn que logré una mayor eficiencia de
transformacion para la mayoria de las cepas fue aquella en la que se utilizaron 1700 V y 400
Ohm. Futuros estudios utilizando otros plasmidos y medios de cultivos nos permitiran
obtener una mejor eficiencia de transformacion para las cepas de Lacticaseibacillus.
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