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1. Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

1.1 Aspectos generales

A pesar de que las primeras bacterias observadas por Van Leewenhoek en el afio 1676
procedian de un biofilm de su placa dental, no fue hasta el afio 1978 cuando se acepto la idea de
que el 99% de las células bacterianas en los distintos ecosistemas del planeta viven asociadas,
ya sean formando biofilms o agregados microbianos (forma sésil) y sélo el 1% lo hace en
forma unicelular o libre (forma plancténica) (Chesterton y col., 1978). En esta forma de vida
comunitaria, el crecimiento bacteriano va acompafiado siempre de la produccién de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), también llamadas matrices extracelulares (Sanclement y col.,

2005; Ramadan, 2006).

Inicialmente se pensé que la mayoria de polimeros extracelulares producidos por bacterias eran
de naturaleza polisacaridica y Sutherland, (1972), empled la abreviatura de EPS para referirse a
los polimeros de carbohidratos producidos por bacterias marinas con alto peso molecular. Sin
embargo, esta definicién fue ampliada por Wingender y colaboradores, (1999), para incluir en
el término de EPS no sélo los polisacaridos sino otras clases de macromoléculas tales como
proteinas, acidos nucleicos y lipidos que también forman parte de las matrices extracelulares de
los biofilms o agregados microbianos. Otros autores como Nielsen y Jahn, (1999), propusieron
que todos los polimeros fuera de la pared celular que no estuvieran directamente unidos a la
membrana externa o la capa de mureina, fueran incluidos en el término EPS y mas reciente,
Sheng y colaboradores, (2010), sefialaron que los EPS abarcan no sélo aquellas secreciones
microbianas de alto peso molecular sino también los productos de lisis celular e hidrélisis de
macromoléculas. Asi el término EPS puede en algunas ocasiones ser confuso, pero en este
trabajo cuando hablemos de EPS nos referiremos al término mas amplio que engloba a un

conjunto de sustancias poliméricas extracelulares.

La presencia de bacterias productoras de EPS pertenecientes a distintos grupos taxondmicos, es

abundante en la mayoria de ecosistemas. Este hecho conjuntamente con la constatacion de que
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la produccion de estas sustancias exopoliméricas requiere de un elevado gasto de energia de
alrededor del 70%, lo que representa una inversion significativa de carbono para la célula,
llevan a pensar que la produccion de EPS debe ser beneficiosa para las bacterias (Harder y
Dijkhuizen, 1983; Wolfaardt y col., 1999). Diversos estudios demuestran que la producciéon de
EPS aumenta el crecimiento y supervivencia de los microorganismos y beneficia a la
comunidad en la que se encuentran (Wolfaardt y col., 1999), siendo por tanto descritos como

una estrategia para el crecimiento (Costerton, 1999; Wingender y col., 1999).

La estructura del EPS se describe generalmente por un modelo de dos capas (Figura 1) (Nielsen
y Jahn, 1999). La capa interior de EPS tiene cierta forma (EPS-MA) y estd fuertemente unida
de manera estable a la superficie de la célula. Mientras, la capa externa estd conformada por

EPS débilmente unido (EPS-PA) y es una capa suelta y dispersa (Figura 1).

EPS-Soluble

Figura 1. Esquema modificado a partir de Nielsen y Jahn, (1999), de la estructura del EPS. MA (muy
adherido), PA (poco adherido).

Con frecuencia los EPS unidos estrechamente alrededor de las células se han denominado
también EPS capsulares, mientras que los adheridos débilmente a las células o disueltos en el
medio se han denominado EPS de tipo limo (Decho y Lépez, 1993; Nielsen y Jahn, 1999;
Laspidou y Rittmann, 2002). Generalmente, ambos tipos de EPS pueden separarse de las

células mediante centrifugacion y los que quedan remanentes en el sobrenadante son los EPS
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solubles, mientras aquellos que forman pellets son los EPS unidos a las células (Sheng y col.,

2010).

1.2 Funciones biolégicas

Hemos mencionado que los EPS son una parte esencial de las comunidades microbianas
integradas en biofilms o agregados y les confiere muchas de las caracteristicas en cuanto a
porosidad, densidad de carga, contenido de agua, hidrofobicidad, entre otras. Con toda
probabilidad los EPS no cumplen una unica funcidn bioldgica y por tanto pasamos a mencionar

algunas de las que estan claramente aceptadas.

En primer lugar, los EPS son importantes mediadores en la adhesion de bacterias a superficies.
Es conocido que la formacién de biofilms es un proceso dinamico, que involucra la adhesion de
las células a superficies inertes o bioldgicas con la posterior colonizacién de las mismas y uno
de los requisitos imprescindibles para que se lleve a cabo este proceso es la produccion de EPS
por parte de las bacterias colonizadoras (Wolfaardt y col.,, 1999). Por otra parte, los
exopolimeros tanto capsulares como de tipo limo, conforman una matriz alrededor de las
células, que acelera la unidn entre células cercanas y por tanto la formacion de agregados (Liu
y col., 2004). Asi pues, los EPS no sélo estan involucrados en los procesos de adhesion, sino
también en el mantenimiento de la integridad estructural del biofilm y por lo tanto, en la

estabilidad total de la comunidad microbiana que los conforma (Wolfaardt y col., 1995).

En este proceso de adhesion no solo interviene la naturaleza del EPS sino otros factores como
la propia superficie. Se ha descrito que las células se adhieren mejor a superficies hidrofébicas,
no polarizadas, lo que sugiere que las propiedades fisicoquimicas de la superficie ejercen una
fuerte influencia en el grado y extensidon de la adhesion. Otros factores que también pueden
influir son las variaciones en la velocidad de flujo en medio liquido, la temperatura y la

concentracion de nutrientes asi como de diversos cationes.

Por otra parte, los EPS facilitan la interaccion entre las bacterias y el medio que las rodea
(Logan y Hunt, 1987; Decho, 1990). El EPS interactia con otras macromoléculas y células, asi

como con iones y solutos de bajo peso molecular que pueden penetrar en la matriz y
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proporcionar una variedad de microambientes dentro del agregado microbiano o del biofilm

(Sutherland, 2001).

También se atribuye a los EPS la funcion de concentrar nutrientes, tanto material orgéanico
como inorganico disuelto. En ambientes naturales acuaticos, los nutrientes requeridos para el
crecimiento Optimo de microorganismos raramente estdn presentes en concentraciones
suficientes, por lo que los microorganismos se fijan a superficies u otras células y forman
agregados que permiten atrapar nutrientes (Logan y Hunt, 1987). La alta hidratacion de la
matriz exopolimérica actia como una esponja que atrapa y concentra los nutrientes del medio
liquido (Decho, 1990). Ademas, diversos estudios plantean que los EPS podrian ser utilizados
como reservorios y servir como fuente de carbono y energia en condiciones de escasez
nutricional (Sutherland, 2001; Zhang y Bishop, 2003). Otros autores revelan el potencial rol
que tienen los EPS en la adsorcion de metales pesados en células bacterianas (Toner y col.,
2005; Guine y col., 2006; Hu y col., 2007), ya que pueden actuar como ligandos para diversos
cationes entre los que destaca el Fe+2, Zn+2, Cu+2, Co™. De esta manera se garantiza la
concentracion de estos iones metalicos en el medio que rodea a la célula, proporcionandole una

ventaja evolutiva.

Otra funcion importante de los EPS es la de proteccion frente a diversos factores. A través de
complejas interacciones, el EPS y las células forman una vasta estructura parecida a una red
que actua como una barrera alrededor de las células que la protege contra la desecacion
(Wingender y col., 1999). Concretamente los EPS tienen la capacidad de retener agua creando
un reservorio de esta sustancia en el microambiente que rodea a la bacteria (Roberson y
Firestone, 1992). También esta capa altamente hidratada actia como una barrera fisica
protectora contra repentinos cambios osmdticos en el medio adyacente (Dudman, 1977).
Ademés, los EPS también ejercen proteccion contra dafios procedentes de sustancias tdxicas,
principalmente frente a la accién de antibidticos, enzimas hidroliticas o depredadores como
protozoos (Caron, 1987; Decho y Loépez, 1993; Sutherland, 2001). Especificamente, la
produccion de EPS en forma capsular estd presente en bacterias patdgenas y permite a las

células evadir la fagocitosis (Kumar y col., 2007).
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De esta forma, la produccion de EPS por parte de microorganismos permite aumentar la
habilidad de competir y sobrevivir a cambios en las condiciones ambientales por alteraciones
tanto fisicas como biogeoquimicas en el microambiente que rodea a las células (Costerton,

1974).

1.3 Composicion quimica y produccion de los EPS

Los EPS sintetizados por las células microbianas presentan gran diversidad en cuanto a su
composicion y por lo tanto en sus propiedades fisicas, quimicas y potenciales aplicaciones,

asimismo, el rendimiento de su produccion es altamente variable.

Generalmente la composicion de los EPS es heterogénea (Wingender y col., 1999). Esta
variacidn en la composicidon puede atribuirse a diferentes factores, entre los que se encuentran
el tipo de cultivo, la fase de crecimiento, el método de extraccion y las herramientas analiticas

empleadas (Nielsen y Jahn, 1999).

Dentro de las sustancias poliméricas extracelulares, las de naturaleza polisacaridica han sido las
mas estudiadas, debido a que son uno de los componentes de los EPS mads abundantes,
representando entre el 40-95% del material polimérico extracelular (Flemming y Wingender,
2001). La mayoria de los EPS son heteropolisacaridos que contienen de 3 a 4 monosacaridos
diferentes, asociados en grupos de 10 o menos, para formar unidades repetidas (Decho, 1990).
Muchos polimeros son mayoritariamente lineales y de longitud variable con un promedio de
peso molecular entre 1-3 x 10° Da (Sutherland, 1977). Entre los compuestos més frecuentes
podemos encontrar pentosas (D-arabinosa, D-ribosa, D-xilosa), hexosas (D-glucosa, D-manosa,
D-galactosa), aminoazucares (D-glucosamina, D-galactosamina) y 4acidos urdénicos (D-
galacturonico y D-glucurdnico). Algunos de los azucares pueden presentar componentes no
glucidicos como radicales acetilo, amonio, sulfato y fosfato, entre otros (Mancuso Nichols y
col., 2005). Ademas, en algunas matrices pueden estar presentes lipidos y acidos nucleicos, asi
como algunos compuestos inorganicos (Frolund y col., 1996; Dignac y col., 1998; D"Abzac y

col., 2010 a,b).
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Otra caracteristica en la composicion de los EPS es que pueden ser altamente polianidnicos
(Kennedy y Sutherland, 1987) y esta propiedad se atribuye al alto contenido de &cidos urénicos
que presentan muchos de ellos (Corpe, 1970; Kaplan y col., 1987). La presencia de estos
compuestos puede representar entre el 20 y el 50% de la composicion del EPS. También
abundan los grupos con cargas tales como carboxilos, fosforicos, sulfidrilos, fendlicos e
hidroxilos, los cuales confieren una carga neta negativa y propiedades acidas a los EPS. Estos
grupos funcionales representan potenciales sitios de union para secuestrar iones metalicos (Liu

y Fang, 2002).

Ademas hay presencia de grupos apolares como grupos aromaticos y alifaticos en proteinas y
regiones hidrofobicas en carbohidratos, que posibilitan la adsorcién de contaminantes
organicos (Spath y col., 1998; Flemming y Leis, 2002). La presencia de grupos hidrofébicos e
hidrofilicos en los EPS indica que pueden tener naturaleza anfipatica y esta propiedad les
permite interaccionar con sustratos oleosos y en algunos casos aumentar su disolucion por los

procesos de emulsificacion o bajando la tension superficial.

Para llevar a cabo la caracterizacion quimica primaria de los EPS, se pueden emplear los
analisis convencionales quimicos colorimétricos, los cuales permiten cuantificar los
componentes mayoritarios de los EPS como azucares, proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos
(Raunkjaer y col., 1994). Generalmente el contenido de carbohidratos se realiza mediante el
método de antrona (Morris, 1948) o de fenol sulfurico (Dubois y col., 1956). Una comparacion
entre ambos métodos brinda similares resultados, aunque el coeficiente de variacion para el

método de antrona es menor que para fenol sulftrico.

El contenido de proteina puede determinarse por los métodos de Lowry (Lowry y col., 1951),
Bradford (Bardford, 1976) o por el contenido de nitrégeno total (Bremner, 1965). Este
procedimiento es mas exacto pero complejo, por lo que el método de Lowry es empleado con
mayor frecuencia y tiene una mayor recuperacion que el Bradford para el analisis de proteinas

en la caracterizacion de EPS.

En cuanto a la extraccion de lipidos, han sido aplicados diferentes tratamientos tanto quimicos

como fisicos (Smedes y Askland, 1999). El método mas empleado fue publicado por Folch y
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colaboradores, (1957) y est4d basado en una mezcla de cloroformo y metanol. Desde que este
método fue descrito se han realizado numerosas modificaciones con el fin de aumentar la
eficiencia del procedimiento, disminuyendo el tiempo de extraccion y los volumenes de

solventes (Pérez-Palacios y col., 2008).

Para determinar el contenido de acidos nucleicos, el método mas usado es el de difenilamina
(Liu y Fang, 2002), aunque se han planteado algunos mas complejos como el método
fluorescente DAPI (Frolund y col., 1996) y el método de absorbancia UV, descrito por Sheng y
colaboradores, (2005), teniendo este como desventaja la interferencia que pueden realizar las

proteinas.

Por otra parte, la elucidacidon detallada de los componentes de los EPS y de su conformaciéon
estructural resulta muy compleja y requiere la combinacién de técnicas analiticas mas
avanzadas como técnicas cromatograficas (HPLC, cromatografia gaseosa, cromatografia de
exclusion por tamafios) y técnicas de espectrometria como espectrometria de masas o
espectrometria infrarroja (Dignac y col., 1998). También las técnicas de protedmica permiten
elucidar la naturaleza de proteinas incorporadas a las matrices de EPS. Dada la alta sensibilidad
y selectividad de las mismas, estas técnicas generan una gran cantidad de informacion no soélo
estructural y funcional de los EPS sino que también ayudan a definir el papel de los EPS en los

ecosistemas (Manca y col., 1996; Omoike y Chorover, 2004; Sheng y Yu, 2006).

Como ya hemos comentado, el origen de los EPS es complejo y también el rendimiento de su
produccidn, lo cual puede dificultar en muchos casos su potencial aplicacidon industrial. La
identificacion de algunos de los factores que influyen en la produccién, pudiera ser muy util
para manipular la composicion de los mismos y mejorar su rendimiento de produccién. Se han
estudiado parametros abidticos tales como el pH, la temperatura, la agitacion de los cultivos, la
salinidad del medio y diferentes condiciones nutricionales, que pueden influir en la produccion

y caracteristicas fisicoquimicas de los EPS (Arias y col., 2003).

Algunos autores como Christensen y colaboradores, (1985), plantean que la composicion de los
EPS también puede variar de acuerdo a la fase de crecimiento de la bacteria. Aunque las

condiciones de cultivo generalmente no afectan el tipo de monosacaridos en un EPS, si que
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pueden modificar las propiedades funcionales de los polisacaridos asi como el peso molecular,
la conformacién y las proporciones de los monosacéaridos (Arias y col., 2003). Muchas
bacterias liberan amplias cantidades de EPS durante la fase estacionaria de crecimiento (Decho,
1990; Manca y col., 1996). Sin embargo, en otros casos se ha descrito la maxima produccion
durante la fase exponencial de crecimiento, como en el estudio realizado con el EPS de la cepa

antartica Pseudoalteromonas antdrctica NF3' (Bozal y col., 1994).

Otro de los factores importantes para el estudio de los EPS es su recuperacion a partir de los
biofilms, agregados o medios de cultivo. No existe un método universal de extraccion, por lo
que el método seleccionado debe ser optimizado para cada caso, teniendo en consideracion las
caracteristicas de las muestras. Muchas extracciones realizadas se basan en la combinacion de
métodos, asi como en la repeticion de operaciones para obtener una alta eficiencia en la

extraccion.

Se considera una extraccion efectiva de EPS aquella que el método cause minimos eventos de
lisis celular y no interfiera en la estructura del mismo (Frolund y col., 1996). Sin embargo, es
dificil evaluar la amplitud de la lisis celular durante la extraccion. Algunos estudios se han
basado en el contenido de proteinas y acido nucleico, como un indicador de la lisis celular
(Brown y Lester, 1980), ya que es conocido que en la matriz del EPS usualmente contiene una
gran cantidad de proteinas y una pequefia de acidos nucleicos, por lo que un alto nivel de este
compuesto después de la extraccion de la muestra sugiere ruptura de las células (Frolund y col.,

1996).

Dentro de las operaciones que se realizan para llevar a cabo la extraccidon destacan los métodos
de centrifugacion, los cuales dependen del tipo de EPS a obtener. Para el caso de los EPS tipo
limo, la velocidad y el tiempo de centrifugacion dependen de la naturaleza y viscosidad del
polisacérido. A escala de laboratorio, la ultracentrifugacion puede ser empleada para separar
tanto células como restos del medio de cultivo. Mientras que para los EPS capsulares, se
emplean métodos mas drésticos, al estar asociados fuertemente a las células. Entre los
tratamientos destacan el empleo de compuestos alcalinos como NaOH antes de la

centrifugacion, asi como también precipitacion con alcohol (Morin, 1998).
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Se han descrito otros métodos que incluyen calentar el cultivo de células a 60 °C en solucion
salina o en una mezcla de fenol-agua a 65 °C o someter a ultrasonido la suspension celular.
También de uso frecuente es el empleo de la autoclave para liberar la capsula polisacaridica de

la célula, pero este método puede causar ruptura celular.

Por otra parte, los EPS son generalmente recuperados del medio de cultivo mediante
precipitacion con solventes polares miscibles en agua, como el alcohol o la acetona. Las
proporciones de estos compuestos son variables, pueden emplearse de 2 a 3 volimenes del
medio de cultivo, aunque con frecuencia se usa el doble del volumen del cultivo. Durante esta
operacién con solventes, pueden también precipitar otros compuestos tales como proteinas y
sales del medio conjuntamente con el EPS, por lo que es necesario realizar a la muestra
tratamientos de desproteinizacion y didlisis. Estos tratamientos reducen el contenido de
proteinas hasta un 40% (Morin, 1998). Finalmente, el sobrenadante concentrado puede ser

ultrafiltrado (8-10 kDa) y secado mediante liofilizacion, al vacio o algin gas inerte.

1.4 Visualizacion de los EPS

La presencia de EPS, tanto en cultivos puros, sedimentos activos, granulados como en biofilms,
ha sido confirmada mediante el empleo de varias técnicas de microscopia, tales como
microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision (MET), microscopia confocal, asi
como microscopia de fuerzas atémicas (AFM) (van der Aa y Dufrene, 2002; Jericho y col.,

2004; Li y Logan, 2004).

Los EPS son redes altamente hidratadas constituidas por polisacaridos, lipidos, acidos
nucleicos y complejos proteicos. Estos materiales tan hidratados son susceptibles de quedar
colapsados durantes los procesos de deshidratacidon asociados a las técnicas convencionales de
microscopia electrénica (Nevot y col., 2006a). La fijacidn quimica con glutaraldehido y la
sustitucion del agua presente en la muestra por etanol, junto con el secado y observacioén a
temperatura ambiente generan artefactos, de modo que al observar las muestras tanto en MET

como en SEM, los EPS en gran parte se pierden o se observan como un material colapsado.



Introduccion

La técnica de criofijacion por alta presion (High Pressure Freezing, HPF), seguida de
criosustitucion (Freeze-substitution, FS), ha mejorado notablemente la observacion de los EPS
en un estado mas proximo a su estado natural, aportando mayores detalles sobre la
ultraestructura de estos materiales altamente hidratados situados alrededor de las células. Para
ello la muestra se fija mediante un proceso de congelacién a alta presion (2000 atm), con una
disminuciéon de la temperatura de 8000 °C/segundo, lo que provoca una inmovilizacion
(fijacion) de todos los componentes y a su vez el agua presente no cristaliza sino que pasa a un
estado amorfo o vitreo, por lo que la estructura no se altera. Posteriormente se procede a la
criosustitucion, en la que el hielo amorfo se sustituye por un disolvente organico a temperatura
baja (-90 °C) para evitar la recristalizacion del agua (Dubochet y col., 1988; Harris, 1997,
Korenevsky y col., 2002).

Mas recientemente, la criomicroscopia electrénica (Crio-ME) ha permitido observar tanto
bacterias como los EPS que producen en su estado nativo. Para ello la muestra se criofija sobre
rejillas sumergiéndola rapidamente en etano o propano liquido (-172 °C o -188 °C) mediante la
técnica de “plunge-freezing”. Seguidamente se traslada al criomicroscopio y se observa en
condiciones criogénicas (-170 a -180 °C) y a dosis muy bajas de electrones sin ninglin agente

de contraste (Beveridge, 2006).

Todas estas técnicas han aportado una nueva vision de las matrices extracelulares bacterianas,
que han pasado de ser practicamente inexistentes o con aspecto filamentoso o grumoso, a
visualizarse como materiales mucosos altamente hidratados y como redes complejas en las que
se pueden observar la mezcla de polisacaridos con estructuras particuladas como pilis, flagelos,
fagos y vesiculas de membrana externa (VME), siendo estas ultimas consideradas como un
componente definitivo de la matriz extracelular de muchas bacterias (Schooling y Beveridge,
2006). Asimismo, la matriz que forman los EPS interactia con una gran variedad de
macromoléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Wingender y col., 1999; Branda y

col., 2005).
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1.5 Aplicaciones biotecnologicas

Las propiedades que exhiben los EPS y su variada composicién quimica han hecho que desde
el inicio de sus estudios se haya planteado y valorado su posible aplicacion en distintos campos
industriales (Weiner, 1997). Para ello, no sélo es importante la gran diversidad estructural y
funcional que presentan (Banat y col., 2000), sino también el hecho de que los EPS derivados
de fuentes naturales tienen bajos niveles de toxicidad, una alta biodegradabilidad y actividad
funcional a bajas concentraciones, lo que es conocido como un alto valor de “rendimiento”

(Sanderson, 1990).

Uno de los primeros campos de aplicacion de los EPS microbianos fue basado en las
propiedades gelificantes y estabilizadoras que poseen, las cuales permiten aplicaciones en
distintas industrias como la alimentaria y farmacéutica, para conferir mayor viscosidad y/o
producir mejoras en la textura de ciertos productos (Navon-Venezia y col., 1995; Shepherd y

col., 1995; Desai y Banat, 1997; Rosenberg y Ron, 1999; Gutiérrez y col., 2007a, 2007b, 2009).

Existen numerosos EPS microbianos con amplias aplicaciones en la industria, entre los que
destacan el xantano o goma xantana, la cual fue descubierta a finales de los afios cincuenta,
siendo el primer biopolimero producido industrialmente. Obtenido a partir de la bacteria
Xanthomonas campestris, presenta propiedades reologicas que le permite ser utilizado
mayoritariamente como agente de control en sistemas acuosos y estabilizador para emulsiones
y suspensiones. Entre las aplicaciones industriales resaltan como agente espesante,
emulsionante y estabilizante en la industria alimentaria y como aditivo en la industria
farmacéutica. También en la industria petrolifera, para la recuperacion secundaria y terciaria
del petroleo; en la agricultura en la mejora de la capacidad de fluidez en las formulaciones de
fungicidas, herbicidas e insecticidas, asi como en la industria cosmética y en materiales de la

construccidn, ceramicas y tintas.

Por otra parte, el gelano es un exopolisacdrido complejo, sintetizado por la bacteria
Sphingomonas paucimobilis y se comercializa de dos formas: la nativa, la cual origina geles
suaves, elasticos y sin brillo y la forma desacetilada, que genera geles firmes, duros, no

elasticos y con alto brillo. La utilizacion conjunta de las dos formas, proporciona una amplia

11
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variedad de texturas. Todas estas propiedades posibilitan su accién como espesante,
estabilizante, emulsionante y gelificante en la industria alimentaria para la preparacion de
gelatinas, jaleas, dulces, yogures, asi como potencial aplicacidon en geles de higiene personal y

en la industria farmacéutica.

El agar se extrae de varios tipos de algas rojas, entre ellas las del género Gellidium. Es capaz de
formar geles firmes y rigidos, reversibles al calentarlos, empleando concentraciones del 1-2%,
por lo que es ampliamente usado no sélo en reposteria sino también en la fabricacién de
conservas vegetales, en derivados carnicos, helados, asi como para formar la cobertura de
conservas y semiconservas de pescado y aditivo en sopas, salsas y mazapanes, ademds de su

uso en biotecnologia para solidificar medios de cultivos.

Otros ejemplos abarcan un nuevo bioemulsionante obtenido a partir de Candida utilis con uso
potencial en la industria como aditivo alimentario, particularmente se emplea como alifio para
ensaladas (Shepherd y col., 1995), o el caso del EPS de la cepa Hahella chejuensis gen. nov.,
sp., nov., el cual ha sido estudiado por su gran potencial como agente emulsionante (Lee y col.,
2001) y el emulsan, producido a partir de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (Rosenberg y
col., 1979). También el EPS de Alteromonas sp. cepa 1545, presenta interesantes propiedades
reolodgicas y puede ser usado como agente espesante (Talmont y col., 1991), asi como el gelrite,
obtenido a partir de Pseudomonas spp., el cual tiene buena estabilidad térmica e incluso
superior al agar (Lin y Casida, 1984). Ademads el EPS producido por Cyanothece sp. ATCC
51142, con capacidad de formar geles es empleado en la industria alimenticia (Shah y col.,
2000) y el EPS secretado por 4. macleodii subsp. fijiensis, se ha aplicado en la industria
cosmética (Dubreucq y col., 1996).

Destacan también las propiedades surfactantes de los EPS, que pueden ayudar a formar y
estabilizar emulsiones (Rosenberg y Ron, 1997). En este aspecto son especialmente
interesantes los EPS con propiedades anfipaticas, porque pueden realizar interfases entre
superficies hidrofébicas e hidrofilicas, como en la mezcla de aceite y agua. (Rosenberg, 1993;
Shepherd y col., 1995). En este campo son numerosos los estudios para conseguir una
recuperacion mejorada del petréleo aplicando microorganismos que produzcan compuestos

bioactivos (Sen, 2008).
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También se han empleado en trabajos de biorremediacion o biodegradacién de compuestos
toxicos que incluyen hidrocarburos, hidrocarburos poliaromaticos (PAHs), bifenilos
policlorados (PCBs), compuestos heterociclicos (como quinolina), sustancias farmacéuticas y

metales (Lovley, 2003; Koukkou, 2011).

Los EPS son una pieza clave en los agregados microbianos que se forman en los reactores para
el tratamiento de aguas residuales, permitiendo disminuir la contaminacion ambiental y el

riesgo que esto supone tanto para la salud humana, como animal (Sheng y col., 2010).

Finalmente, se han estudiado aplicaciones médicas para los EPS (Laurienzo, 2010), algunos de
ellos pueden presentar actividad antitumoral, antiviral e inmunoestimulante. Por ejemplo: el
marinactan, un EPS producido a partir de Flavobacterium uliginosum, logr6 inhibir entre el 70-
90% el crecimiento del sarcoma 180 en ratones (Umezawa y col., 1983). Asimismo, Colliec-
Jouault y colaboradores, (2001), observaron propiedades anticoagulantes similares a la heparina
para el EPS obtenido a partir de Alteromonas infernus, procedente de conductos hidrotermales
de mares profundos. También, el EPS HE800 producido por Vibrio diabolicus, es conocido por
su accion en los tratamientos Oseos, sin llegar a inducir reacciones inflamatorias (Zanchetta y

col., 2003).

Para la aplicacion de los EPS en la industria y lograr la funcionalidad 6ptima, se requieren en
muchas ocasiones concentraciones relativamente altas de estos polimeros llegando incluso
hasta un 20% (p/v) (Dickinson y col., 1988; Randall y col., 1988). Este hecho, junto con el
coste elevado de su produccién hace que en muchas ocasiones, a pesar de sus interesantes
propiedades, no sean competitivos en el mercado, de modo que hay numerosos estudios

dirigidos a mejorar los rendimientos y costes de produccion de los EPS.

1.6 EPS en ecosistemas marinos de la Antartida

Cerca del 80% de la biosfera terrestre se encuentra permanentemente a bajas temperaturas
(Gounot, 1999) y estos ecosistemas estan frecuentemente ocupados por una diversidad de

microorganismos adaptados a crecer en condiciones extremas, todo lo cual los hace

especialmente atractivos para estudios biotecnoldgicos. Entre las adaptaciones mas frecuentes a
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estos ambientes extremos, se encuentra la produccidon de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS), las cuales proporcionan ventajas para la supervivencia de las células (Costerton, 1999) y

su rol fisioldgico depende del hdbitat natural de cada microorganismo (Nevot y col., 2006a).

La mayoria de los EPS encontrados en hielo marino polar son producidos por algas, mientras
que existen pocos estudios dirigidos hacia el potencial rol de los EPS producidos por bacterias
antarticas. El estudio de los EPS en microorganismos de origen antartico es bastante reciente y
diversos estudios ecoldgicos plantean que la produccidon de estos EPS no sélo es abundante en
los habitats marinos antarticos (Krembs y col., 2002; Meiners y col., 2003; Mancuso Nichols y
col., 2004; Riedel y col., 2006; Pavlova y col., 2009), sino que pueden llegar a alcanzar entre 5
y 50 veces mas su peso molecular con respecto al promedio de otros EPS marinos aislados, los
cuales oscilan entre 1-3 x 10° Da (Decho, 1990). La estructura y propiedades fisicoquimicas de
los EPS, estan condicionadas por la longitud de la cadena polimérica, a medida que esta
aumenta, se incrementa la oportunidad de formar cadenas complejas e incrementar las
asociaciones intramoleculares y esto contribuye a la estructura terciaria y a las propiedades

fisicas del polimero (Sutherland, 1994).

En los ultimos afios se han descrito diversos EPS producidos a partir de bacterias marinas de la

Antartida, algunas de los cuales se relacionan en la Tabla 1.
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Diversos autores consideran la produccion de EPS como una adaptacion a las bajas
temperaturas y alta salinidad (Hargens y Shabica, 1973; Murase, 1992; Knight y DeVries,
1994; Kirst y Wiencke, 1995; Kawahara y col., 1996), caracteristicas que estan presentes en

ambientes polares donde se produce continuamente formacion de hielo.

Una funcion importante de estos EPS seria la osmoproteccion. Durante el proceso de formacidon
de hielo, los solutos quedan excluidos y el agua que permanece alrededor de las células puede
aumentar la osmolaridad. Este fenomeno esta bien descrito en la formacion de hielo marino,
que origina canales de salmuera en los cuales los niveles de salinidad son muy superiores a los
del agua de mar. Bajo estas condiciones, por debajo de la temperatura 6ptima de crecimiento,
los microorganismos estan estimulados a producir EPS (Mancuso Nichols y col., 2004; Nevot y
col., 2008), con el fin no so6lo de proteger a las células de las elevadas concentraciones salinas,
sino también frente a la formacion de cristales de hielo. Algunos componentes de los EPS
incluyen proteinas y también ciertos azucares que impiden la recristalizacion del hielo evitando
asi su propagacion alrededor de la célula (Muryoi y col., 2004), lo cual puede alterar la

integridad de la membrana celular.

Con el fin de contrarrestar estas condiciones extremas, se han descrito una variedad de
compuestos capaces de disminuir la temperatura de nucleacién del agua sin causar efectos
coligativos, lo que puede producir alteraciones significativas del habitat que rodea a los
microorganismos (Krembs y col., 2000). En este contexto, se han realizados estudios que
sugieren que una disposicion mayor de EPS alrededor de las células puede tener efectos
similares a los polimeros alimenticios (Krembs y col., 2002). Estas matrices, como es el caso
de la goma xantana, exhiben un estado amorfo durante la formacion del hielo (Roos, 1995) y
logran reducir la temperatura de congelacion del agua dulce (Yoshida y col., 1990; Murase,
1992), evitando asi la formacion de cristales de hielo y por tanto el consiguiente dafio a la

célula.

Igualmente se han observado cambios en la morfologia del cristal de hielo debido a la
interaccion entre moléculas afines al hielo, especificamente proteinas (Raymond y Fritsen,
2000). Diversos autores plantean que algunas bacterias pueden producir proteinas que

interactuan a nivel molecular con el cristal de hielo (Wilson y col., 2006; Raymond y col.,
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2008) y recientemente se aislo una proteina de unidn al hielo (IBP) a partir de la bacteria de
origen antartico del género Colwellia (Raymond y col., 2007). Los autores sugieren que el EPS
producido por esta bacteria marina adaptada al frio, incluye una fraccion proteica interactiva
con el cristal de hielo que podria contribuir a la retencioén de células en el hielo marino. Todo lo
cual reafirma el papel crioprotector de los EPS, los cuales ayudan a la supervivencia de los

organismos en condiciones extremas (Wingender y col., 1999; Krembs y Deming, 2008).

Estudios recientes sugieren la influencia de los EPS sobre la microestructura del poro formado
dentro del hielo marino (Krembs y col., 2011). Hasta el momento, se relacionaban los EPS con
las propiedades hidraulicas y mecanicas del poro (Battin y Sengschmitt, 1999) y se le atribuia
un papel en la cohesion de sedimentos acudticos (de Brouwer, 2005). Sin embargo, no era
conocido el potencial de los EPS de alterar las propiedades del hielo marino cambiando la
permeabilidad del mismo. La reduccion de la permeabilidad del hielo marino por los EPS
puede influir también en el rol que tiene el hielo marino como “proveedor” de carbono
inorgéanico de la atmdsfera al océano (Rysgaard y col., 2007). Asimismo, la presencia de geles
de EPS en el hielo proporciona una barrera semipermeable entre los microorganismos y los
microambientes hipersalinos que se forman evitando la difusion de sales. La acumulacion de
estos exopolimeros restringe el flujo a través del hielo de gases, de fluidos y puede alterar la

difusion de contaminantes orgénicos (Krembs y Deming, 2008).

En ambientes marinos, los EPS son esenciales en la produccion de agregados microbianos o
biofilms (Harris y Mitchell, 1973; Biddanda, 1985; Alldredge y Silver, 1988; Sutherland, 1999,
2001). Estos se forman mediante la adhesion a superficies y a otros microorganismos (Fletcher
y Floodgate, 1973; Paerl, 1975; Marshall, 1985; Vincent y col., 1994; Holmstrom y Kjelleberg,
1999), los cuales estan embebidos dentro de la matriz exopolimérica producida principalmente
por bacterias y microalgas. Los estudios de Krembs y colaboradores, (2002), realizados con
muestras de hielo del Artico correlacionan la produccién de grandes cantidades de EPS con la
abundante poblacién microbiana, principalmente diatomeas y bacterias, durante los periodos de
condiciones ambientales mas duros del ecosistema antértico como es el invierno. La formacion
de estos agregados proporciona una de las mayores fuentes de alimentos para invertebrados
(Madsen, 1974; Rounik y Winterbourn, 1983), ademas de permitir atrapar nutrientes (Decho y

Herndl, 1995) y compuestos organicos, que al ser hidrolizados en unidades monoméricas,
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pueden ser utilizados por las diferentes especies que forman la comunidad en el biofilm (Decho

y Lépez, 1993).

Por otra parte, los EPS juegan un rol en los ciclos biogeoquimicos de los elementos (Decho
1990; Bhaskar y Bhosle, 2005). Diferentes estudios de las comunidades microbianas tanto en
mar Artico (Krembs y Engel, 2001) como Antértico (Sullivan y Palmisano, 1984), sugieren que
la produccién de EPS por fitoplancton y bacterias son suficientemente altas para contribuir
significativamente en los niveles de carbono organico tanto en el hielo marino como en la
interfase agua-hielo. Lo que sugiere que los EPS pueden significar un importante sustrato como
fuente de carbono en los ecosistemas marinos frios, ya que contribuyen entre el 14-32% del

valor integrado de particulas de carbono (Meiners y col., 2003, 2004).

Ademas, los EPS producidos por algunas bacterias aisladas de la Antartida pueden actuar como
ligandos frente a iones metalicos. Esto se debe al contenido de acidos urdnicos y grupos
sulfatos que conforman su composicion quimica, los cuales le confieren carga negativa y
representan sitios de unidn para la captacidon de cationes presentes como elementos trazas, lo
que permite aumentar la produccidon primaria de comunidades microbianas usualmente
limitadas por baja disponibilidad de estos metales como el i6n hierro (Fe™) (Mancuso Nichols

y col., 2005).

Un aspecto muy interesante ha sido el estudio ultraestructural del EPS producido por la bacteria
antartica Pseudoalteromonas antarctica NF;' (Nevot y col., 2006a, 2006b). La matriz
extracelular de esta cepa presenta una estructura compleja, integrada por material capsular
adherido a la superficie bacteriana y por material extracelular liberado al medio y formado
esencialmente por vesiculas de membrana externa (VME) rodeadas de material polimérico
dando lugar a una extensa red intercelular. Este hecho tan significativo ha llevado a evaluar el
rol de las VME en otras bacterias antarticas y por este motivo se explican a continuacion las

principales caracteristicas de estas estructuras.
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2. Vesiculas de membrana externa (VME)

Las bacterias gramnegativas, al igual que otros tipos de células, interaccionan con el medio
ambiente y esta relacion con su entorno se realiza en muchas ocasiones secretando distintas
moléculas. El material secretado se considera normalmente soluble, sin embargo, también
existen mecanismos especificos para exportar componentes insolubles. Uno de estos
mecanismos es la produccion de vesiculas de membrana como via de secrecion. De hecho, la
secrecion de vesiculas de membrana es un proceso celular universal, como parte del ciclo
natural de crecimiento de las células y ocurre tanto en organismos complejos multicelulares,
incluyendo humanos, como en microorganismos simples como las bacterias gramnegativas
(Rothfield y Pearlman-Kothencz, 1969; Wensink y Witholt, 1981; Nowotny y col., 1982;
Grenier y Mayrand, 1987; Deslauriers y col., 1990; Beveridge, 1999; Mashburn-Warren y
Whiteley, 2006).

En el caso de las bacterias gramnegativas, las vesiculas que se excretan al medio se han
denominado vesiculas de membrana externa (VME), ya que se forman a partir de estas
estructuras. Estas VME fueron descritas y visualizadas por primera vez hace mas de cuatro
décadas (Knox y col.,, 1966), en cultivos de Escherichia coli. Inicialmente los autores
consideraron que en medios de cultivo con un aporte de lisina limitado, se producia la
inhibicién de la sintesis de peptidoglicano, mientras la membrana externa continuaba
sintetizandose y ello daba lugar a un exceso en el crecimiento de dicha membrana que no podia
permanecer unida a la célula y se liberaba. Sin embargo, numerosos estudios posteriores han
demostrado que una gran cantidad de bacterias gramnegativas producen VME en condiciones
normales de crecimiento, tanto in vitro como cuando infectan tejidos in vivo, asi como en

ecosistemas naturales.

Inicialmente, el proceso de liberacion de VME se asocid a diversas cepas patogenas entre las
que destacan: Escherichia coli; Neisseria spp.; Pseudomonas aeruginosa; Shigella spp.;
Helicobacter pylori (Devoe y Gilchrist, 1973; Hoekstra y col., 1976; Kadurugamuwa y
Beveridge, 1995, 1999; Fiocca y col., 1999; Dutta y col., 2004). El nimero de bacterias
productoras de VME ha ido creciendo tanto dentro de las bacterias patogenas como en

bacterias procedentes de entornos naturales (Nevot y col., 2006b; Frias y col., 2010) y
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actualmente se acepta como un mecanismo de secrecion comun en bacterias gramnegativas

(Kuehn y Kesty, 2005).

Cabe destacar la observacion de que las VME forman parte de los biofilms y las matrices
extracelulares bacterianas (Schooling y Beveridge, 2006) y como nuestro trabajo estd dedicado
a la caracterizaciéon del material extracelular de bacterias antarticas pasamos a comentar

algunos de los aspectos mas relevantes de estas estructuras.

2.1 Caracteristicas generales de las VME

Las VME son estructuras esféricas rodeadas por una bicapa lipidica, cuyo didmetro oscila entre
20-250 nm. Son excretadas al medio a partir de regiones de la membrana externa de las
bacterias, por lo que su composicion es muy similar a esta membrana y estan formadas, por
tanto, por una bicapa lipidica que contiene lipopolisacaridos (LPS), fosfolipidos y proteinas de
membrana externa, asi como también arrastran proteinas del periplasma (Kadurugamuwa y

Beveridge, 1996; Zhou y col., 1998).

Existen numerosos estudios sobre la composicion del LPS de fracciones de VME purificadas
que confirman su formacion a partir de la membrana externa. Ademads se han realizado estudios
bioquimicos mediante geles de SDS-PAGE comparando los perfiles proteicos de las VME y los
de la membrana externa de la misma bacteria y se ha podido apreciar repetidamente que las
proteinas presentes en las VME se corresponden principalmente con proteinas de la membrana
externa (Hoekstra y col., 1976; Loeb y Kilner, 1979; Kato y col., 2002). Ademas, en los
perfiles proteicos de las VME se detectan bandas extras que confirman la presencia de

proteinas solubles periplasmaticas (Kadurugamuwa y Beveridge, 1995; 1996; Li y col., 1996).

Es interesante destacar que los perfiles de proteinas de las VME comparados con los de
membrana externa son similares pero no idénticos. Algunas fracciones proteicas estan
enriquecidas en las VME, mientras que otras proteinas presentes en el perfil proteico de
membrana externa quedan excluidas en las VME, lo que sugiere que la formacion y liberacion

de VME no es un evento que ocurre al azar en cualquier region de la membrana externa, sino
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que es producto de un mecanismo biologico especifico (Loeb y Kilner, 1979; Wensink y

Witholt, 1981; Horstman y Kuehn, 2000; Kato y col., 2002; Kulp y Kuehn, 2010).

Por otra parte, se han encontrado otros componentes celulares en las VME, entre los que
destacan la presencia de material genético como ADN, ARN, asi como diferentes factores
asociados a la virulencia, incluyendo proteinas citoplasmaticas (Hortman y Kuehn, 2000; Wai y
col., 2003; Kuehn y Kesty, 2005; Bauman y Kuehn, 2006; Nevot y col., 2006b; Lee y col.,
2008). De este modo, las moléculas son incorporadas al lumen de las VME vy logran ser
liberadas al medio de manera protegida. Es conocido que tanto moléculas periplasmaticas
dentro del lumen de VME, asi como proteinas solubles asociadas con la superficie externa de
las VME, son altamente resistentes a proteasas (Kesty y Kuehn, 2004), por lo que el transporte
mediante VME posibilita que moléculas poco estables o insolubles alcancen destinos mas

alejados y la secrecion de VME sea un medio de transporte seguro.

2.2 Obtencion y analisis del contenido de VME

Para analizar la composicion de las VME, se hace necesario hacer énfasis en los métodos de
obtencion y purificacion de las mismas, ya que pueden influir en su composicion. Nos
referimos aqui al andlisis de las VME producidas de modo natural por distintas bacterias
gramnegativas y no a las VME obtenidas de modo artificial mediante la extraccion con
detergentes y que han sido estudiadas para la produccion de vacunas. Para una misma bacteria,
la composicion de las VME naturales y las obtenidas mediante extraccion con detergentes,

cambia y se detectan distintas proteinas (Lee y col., 2008).

Las VME se pueden separar del sobrenadante del cultivo mediante centrifugacion a alta
velocidad (> 40.000 g). Sin embargo, este proceso puede favorecer la presencia de fimbrias y
flagelos en la fraccion de VME (Bauman y Kuehn, 2006), por lo que es mejor emplear métodos
de ultracentrifugacion con gradientes de densidad, para obtener fracciones de VME purificadas
y eliminar de este modo la contaminacién tanto de proteinas agregadas asi como de pilis y
flagelos (Bauman y Kuehn, 2006; Lee y col., 2007). Es importante también separar las VME a
partir de cultivos que estén en fase logaritmica de crecimiento para evitar que haya lisis celular

y se formen falsas vesiculas a partir de fragmentos de la membrana externa de células rotas.
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Como se ha mencionado anteriormente, en las VME encontramos LPS, lipidos, ADN, ARN y
distintas proteinas, siendo el estudio de las mismas uno de los que puede arrojar mas luz sobre
las funciones y la formacion de las VME. Para tener una vision completa de las proteinas que
estan presentes en las VME, actualmente se realizan estudios protedomicos, los cuales
posibilitan la identificacién, cuantificacién y caracterizacidén estructural, bioquimica y

funcional de las proteinas presentes en las VME (Abel y col., 2007).

En los estudios protedmicos en primer lugar se deben separar las proteinas en geles de
poliacrilamida y para ello se han empleado los geles en dos dimensiones (2D) y en una
dimension (1D), existiendo una cierta controversia respecto a cuéles de ellos resultan de mayor
utilidad. Los geles 2D son una herramienta util con mayor capacidad para la separacion de
algunas proteinas, pero no pueden resolver correctamente las proteinas de membrana
hidrofébicas, muy basicas o de alto peso molecular que con frecuencia se encuentran presentes
en las VME (Wu y Yates, 2003; Post y col., 2005). De este modo, la mayor complejidad de esta
técnica respecto a los geles de 1D no siempre esté justificada. Una vez separadas las bandas en
el correspondiente gel, se procede a la digestion de las mismas con tripsina obteniendo mezclas
de péptidos tripticos, que se separan mediante un cromatografo liquido acoplado a un
espectrometro de masas (andlisis nano-LC-MS/MS). Seguidamente los datos generados
permiten realizar busquedas con ayuda de distintos softwares como el buscador MASCOT,

para identificar las proteinas de las VME.

Cada vez son mds numerosos los estudios que describen el andlisis proteémico de las VME de
especies bacterianas (Post y col., 2005; Bauman y Kuehn, 2006; Nevot y col., 2006b; Lee y
col., 2007; Berlanda Scorza y col., 2008; Kwon y col., 2009; Choi y col., 2011; Pierson y col.,
2011, Lee y col., 2012). A pesar del gran numero de proteinas identificadas en dichos estudios
y aunque tengan distintos nombres para cada especie, podemos agrupar las proteinas o
clasificarlas en diferentes familias de acuerdo a la homologia en sus secuencias y a su funcidn.
De este modo, en la mayoria de VME de bacterias gramnegativas se han detectado familias
proteicas comunes. De acuerdo al estudio de Lee y colaboradores, (2008), todas las VME
analizadas presentan porinas de membrana externa (OmpA, PorA, PorB y OprF), hidrolasas de
mureina responsables de la hidrdlisis del peptidoglicano (MItA y SLT) y proteinas que forman

bombas de flujo para eliminar componentes toxicos para la célula (Mtr, Mex y TolC). También
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se han detectado en la mayoria de VME analizadas transportadores ABC (LamB y FadL),
proteinas de tipo chaperona/proteasa (DegQ/SurA) y proteinas relacionadas con la motilidad
(FIiC, PilQ). Ademas, en cepas patogenas se han detectado factores de virulencia como
hemolisinas, proteasas que degradan IgA, factores que potencian la infeccion de macrofagos,

entre otros.

En principio y si nos atenemos al hecho de que las VME derivan de la membrana externa
celular en la que van apareciendo protuberancias hasta formar vesiculas que finalmente son
liberadas al medio, cabria esperar que solo encontraramos proteinas de membrana externa y de
periplasma y en ningin caso de citoplasma. Este hecho no estd claro y diversos estudios
identifican proteinas citoplasmaticas en las VME de distintas especies. Algunas de las proteinas
citoplasmaticas detectadas corresponden a un factor de elongacion (EF-Tu), una chaperonina
(GroEL), proteinas ribosomicas como S1 y L7/12 (RpsA, RplL) o proteinas de shock térmico
(DnaK) (Molloy y col., 2000; Ferrari y col., 2006; Lee y col., 2007).

Otro hecho controvertido en relacion a los componentes de las VME es la presencia de ADN,
ARN y proteinas de trancripcion o ribosomales. Diversos estudios han descrito la presencia de
estos componentes (Dorward y col., 1989; Kolling y Matthews, 1999; Yaron y col., 2000), pero
resulta dificil explicar como pueden estos componentes llegar al periplasma y ser incorporados

en las VME.

2.3 Funciones de las VME

En general, la formacion de VME en bacterias gramnegativas, estad considerada un sistema de
secrecion y liberacion a través del cual se pueden diseminar productos bacterianos a cierta

distancia y transmitir distintas funciones biologicas al medio ambiente y/o sobre otras células.

Aunque las funciones que puedan tener las VME aun no se han resuelto completamente, es un
hecho claro que las proteinas asociadas a estas estructuras presentan distintas actividades
biologicas, lo cual hace pensar que las VME probablemente ejerzan mas de un rol. Algunas de

las funciones que se atribuyen actualmente a las VME ademads de ser un sistema de secrecion
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de distintos factores, es la de actuar como nucleadoras en la formacién de biofilms bacterianos

y la de contribuir a la supervivencia bacteriana y a su virulencia.

2.3.1 Las VME como sistema de secrecion

Las VME pueden liberar tanto proteinas solubles como compuestos insolubles. Las proteinas
solubles se liberan asociadas o rodeadas de material insoluble como es la bicapa de la
membrana externa y por tanto, por un mecanismo totalmente distinto a los sistemas conocidos

de secrecion de las proteinas solubles en bacterias.

Una propiedad unica de la secrecion por VME es que permite la liberacion de lipidos de la
bacteria, de proteinas hidrofobicas insertadas en la membrana externa y otros compuestos
insolubles. Un ejemplo de ello es la liberacion en VME de proteinas de membrana externa
denominadas adhesinas por parte de algunas bacterias patdgenas como Porphyromonas
gingivalis, causando agregacion celular y contribuyendo al desarrollo de la placa dental
(Inagaki y col., 2006). Otro ejemplo es la liberacion de la molécula de quorum sensing, 2-
heptil-3-hidroxi-4-quinolona (Pseudomonas quinolone signal o PQS), la cual es altamente
hidrofobica y secretada por Pseudomonas aeruginosa asociada a VME lo que permite su

dispersidn en un entorno acuatico (Mashburn-Warren y Whiteley, 2005).

Otra propiedad singular de este sistema de secrecion es que permite liberar moléculas solubles
asociadas a estos complejos vesiculares, de modo que dichas moléculas quedan protegidas. De
este modo, moléculas poco estables o sensibles a proteasas como sucede con algunas toxinas,
permanecen mas tiempo en el entorno ejerciendo una accién mas sostenida (Kesty y Kuehn,

2004).

Una tercera caracteristica de este sistema de secrecion es que permite liberar proteinas
concentradas en el interior de las vesiculas, de este modo si estas proteinas s6lo son efectivas a
altas concentraciones, no es necesario liberar grandes cantidades como sucederia si se diluyeran
en el medio, sino que pueden llegar a puntos distantes de la bacteria de un modo concentrado y

ejercer su accion. Ademads, en el caso de enzimas que deban realizar una accion conjunta, las
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VME también permiten liberar varias enzimas simultdneamente, de modo que podran alcanzar

lugares distantes todas al mismo tiempo.

Finalmente las VME también podrian realizar un transporte de moléculas especifico o dirigido
a dianas concretas. Para ello, se ha visto que las VME pueden presentar determinadas adhesinas
especificas de union a determinados ligandos o receptores presentes en entornos concretos. La
combinacion de todas estas caracteristicas hace que las VME constituyan un sistema de
secrecion altamente efectivo y singular y por tanto justifique el elevado coste energético que

supone su liberacion para la célula bacteriana.

2.3.2 Las VME como factores de supervivencia

Un aspecto relacionado con la supervivencia de las bacterias, es la capacidad de eliminar
compuestos toxicos para las células por medio de las VME. Asi por ejemplo, en determinadas
situaciones de estrés que afectan a las envueltas bacterianas, las VME permiten eliminar con
rapidez agregados de proteinas con una conformacidn incorrecta o compuestos toxicos. La
formacion de VME como respuesta a situaciones de estrés fue propuesta por McBroom y
Kuehn, (2007) y se trataria de un proceso totalmente independiente de los sistemas de respuesta

al estrés conocidos.

También se ha descrito que algunas bacterias producen VME con gran rapidez frente al ataque
de algunos bacteriéfagos. De este modo, al liberar las VME, las células también se liberarian
del fago antes de que este pudiera inyectar su ADN y al mismo tiempo se generarian
fragmentos de membrana externa al margen de las células que engafiarian al fago (Loeb y
Kilner, 1979). Asi mismo, se ha podido observar una elevada produccion de VME cuando una
poblacidn bacteriana se pone en contacto con un agente antimicrobiano dirigido a la membrana
externa. En este caso, el antibidtico no sélo queda unido a las VME, sino que en algunos casos
al asociarse a éstas, puede quedar inactivado, por ejemplo por B-lactamasas transportadas en las
vesiculas (Ciofu y col., 2000). La uniéon del antimicrobiano a las vesiculas seria pues una
primera linea de defensa, costosa energéticamente, pero que le permitiria a la bacteria

sobrevivir hasta poder establecer un mecanismo de defensa estable.
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Estudios realizados por Kadurugamuwa y Beveridge, (1995), demostraron también que la
presencia de gentamicina en cultivos de P. aeruginosa, produce una alteracion de la membrana
externa y da lugar a la produccidon de gran cantidad de VME de mayor tamafio y que pueden
arrastrar componentes citoplasmaticos. De este modo la adicién del antibiotico potencia la
actividad “depredadora” de las VME producidas por P. aeruginosa debido a la presencia de

autolisinas y del propio antibidtico.

Asi pues, las VME serian un mecanismo eficiente de eliminar compuestos tdxicos generados
por la propia célula liberandolos al exterior y también su formacidn evitaria que agentes toxicos
externos, tanto quimicos como bioldgicos, pudieran penetrar en la células. Por todo ello, las

VME pueden ser vistas como un factor que contribuye a la supervivencia celular.

2.3.3 Las VME en la adquisicion de nutrientes

Se ha demostrado en diversos estudios que las VME contienen enzimas y receptores que
pueden contribuir a la adquisicién de nutrientes y por tanto a la supervivencia de la bacteria
(Thompson y col., 1985; Bauman y Kuehn, 2006; Vasilyeva y col., 2008). De este modo,
enzimas como una aminopeptidasa de P. aeruginosa al excretarse asociada a VME puede ser
externalizada y al mismo tiempo ser activa. Esto permite obtener una mayor concentracion de
aminoacidos alrededor de la bacteria. Otro ejemplo de esta funcidn, es la presencia en las VME
de P. aeruginosa de la sefial hidrofobica PQS que se une a hierro, un elemento esencial para la
viabilidad pero que se encuentra en concentraciones limitantes en muchos entornos naturales.
Gracias a los complejos VME-PQS-Fe, este elemento es captado del medio y puede ser
absorbido por la membrana externa de la bacteria bien por una fusidon con este complejo o bien
ya que las VME pueden liberar el complejo PQS-Fe en un punto préximo a la célula para que

pueda ser captado el Fe (Mashburn-Warren y Whiteley, 2005; Ellis y Kuehn, 2010).
2.3.4 Las VME como factores de patogenicidad
Algunas investigaciones demuestran claramente que las VME estdn implicadas en la

patogenicidad de numerosas bacterias. Asi por ejemplo, las VME obtenidas a partir de P.

aeruginosa PAO1, pueden producir un efecto litico frente a otras cepas de Pseudomonas sp.,
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Staphylococcus aureus y E. coli. Esto sucederia a través de la secrecion de potentes enzimas
hidroliticas encontradas en el lumen de las VME. Bajo determinadas condiciones las VME de
P. aeruginosa, secretan una peptidoglicano hidrolasa que degrada la capa de peptidoglicano y
que una vez liberadas las VME al medio, pueden provocar la lisis celular de diferentes bacterias
que se encuentran en el entorno. El mecanismo de accion se basa en la fusion de la membrana
de las VME con la membrana externa de la bacteria receptora, de modo que el contenido
enzimatico de la VME es liberado al periplasma de la bacteria y una vez alli la enzima puede
difundir libremente y digerir el peptidoglicano provocando la lisis celular (Kadurugamuwa y
Beveridge, 1996; Li y col., 1996). También en bacterias grampositivas, las VME son capaces
de adherirse a la capa S, donde la peptidoglicano hidrolasa migra a través de la capa S y ataca

la pared subyacente de la célula (Kadurugamuwa y Beveridge, 1996).

Otros estudios han demostrado claramente que la patogenicidad de una variedad de bacterias
gramnegativas como P. aeruginosa, E. coli, Proteus mirabilis, Serratia marcenscens, depende
en parte de la habilidad de secretar diversos factores de virulencia asociados a VME como
hemolisinas, aerolisinas, fosfolipasas, proelastasas y toxinas. Estos factores, al ser
transportados en el lumen de las VME, quedan protegidos frente a la accién de enzimas o
compuestos constitutivos del huésped que podrian inactivarlos, por lo que las VME
proporcionan un via alternativa para la liberacion de dichos factores (Kadurugamuwa y

Beveridge, 1995; Kolling y Matthews, 1999; Horstman y Kuehn, 2000).

En este mismo sentido, destacan los trabajos de Kuehn y Kesty, (2005), sobre las VME como
vectores de toxinas bacterianas dirigidas a células eucariotas. Los autores han descrito la
asociacion de toxinas a VME producidas por bacterias patogenas como E. coli, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Helicobacter pylori 'y Shigella dysenteriaea. Particularmente
interesantes son los estudios que demuestran la presencia de citolisina A (Cly A) en VME de E.
coli. Esta toxina se encuentra en forma de mondmero inactivo en el periplasma y en el interior
de las VME forma oligémeros activos, que la convierten en una toxina mas potente frente a

células eucariotas (Wai y col., 2003).

Es interesante resaltar el hecho de que las VME no sélo facilitan la difusion de factores de

patogenicidad, sino que permiten la liberacion de los mismos de un modo concentrado y

27



Introduccion

masivo alrededor de las bacterias, lo que puede provocar la lisis de otras bacterias y con ello no
solo lograr reducir la competencia dentro del entorno microbiano, sino también proporcionar

nutrientes liberados de la lisis de las bacterias competidoras.

Un aspecto muy importante es la capacidad de las VME para transferir factores de resistencia a
antibidticos. En este sentido Ciofu y colaboradores, (2000), demostraron que las VME de P.
aeruginosa pueden empaquetar [B-lactamasas cromosdmicas y transferir este factor de
resistencia de una célula bacteriana a otra. A menudo se utilizan antibidticos para tratar
infecciones como la fibrosis quistica provocada por P. aeruginosa y la transferencia de la
enzima B-lactamasa, permite a las bacterias dentro de una misma poblacidén "compartir" esta
enzima que confiere resistencia a los antibioticos. Este hecho aumenta la patogenicidad
bacteriana y también podria ser visto como una estrategia para incrementar la supervivencia de
las bacterias, ya que una gran parte de la poblacion bacteriana estaria protegida de la accion
antimicrobiana. Recientemente se ha demostrado también que cepas clinicas de Acinetobacter
baumannii liberan VME que permiten una transferencia horizontal de un gen que codifica para
una carbapenemasa, extendiendo de este modo la resistencia a antibidticos de esta familia de

compuestos (Rumbo y col., 2011).

2.3.5 Las VME en la transferencia de material genético

Se han publicado varios estudios que han detectado contenido de ADN y ARN en VME, lo que
sugiere que pueden desempefiar un papel importante en la transferencia horizontal de material
genético entre especies bacterianas. Asi por ejemplo, se demostrd que las VME secretadas por
N. gonorrhoeae y H. influenzae pueden exportar ADN desde una cepa donadora y transferirlo a
una cepa receptora (Kahn y col., 1982; Dorward y col., 1989). Otros estudios realizados por
Kolling y Matthews, (1999), demostraron que VME obtenidas a partir de E. coli O157:H7
contienen las toxinas Shiga 1 y 2, y los genes de virulencia eae, stx1, stx2 'y uidA, que codifican
para una B-glucuronidasa. Estos resultados sugirieron que las VME pueden transferir no sélo
material toxico, sino que pueden transferir material genético. En este sentido, los estudios
realizados por Yaron y colaboradores, (2000), resultaron definitivos ya que demostraron que las
VME aisladas de la bacteria patogena E. coli O157:H7, facilitaban la transferencia de genes

relacionados con la virulencia a bacterias receptoras como Salmonella enterica serovar

28



Introduccion

Enteritidis o E. coli JM109, provocando en las mismas un aumento en su patogenicidad. El
analisis del ADN contenido en las VME demostrd que se exportaban genes especificos de la
bacteria donadora, plasmidos recombinantes (hly, L7095, mobA y gfp), ADN cromosdémico
(uidA y eaeA) y ADN fagico (stxI y stx2). Este método de transferencia de genes mediante
VME es claramente distinto de métodos bien conocidos como la transformacion, conjugacion y
transduccion y permite no solo proteccion del material genético sino también la entrega directa
del mismo a las células. La influencia y prevalencia de este mecanismo en entornos naturales y

en cepas de interés clinico esta todavia en fase de evaluacion.

2.3.6 Las VME en la comunicacion celular y formacion de biofilms

Otro rol que se atribuye a las VME es el de actuar como sefiales para la comunicacion celular
(Mashburn-Warren y Whiteley, 2005). Es conocido que tanto en ambientes naturales, como
durante las infecciones, muchas bacterias utilizan sefiales quimicas para comunicarse y modular
la expresion de genes especificos en respuesta a estas sefiales. Estos sistemas se conocen
colectivamente como percepcion de quorum (“quorum sensing” QS) y permiten a las bacterias
supervisar y coordinar sus actividades de grupo en respuesta a la densidad celular (Parsek y
Greenberg, 2000). Uno de los modelos empleados para estos estudios ha sido tomado de la
bacteria P. aeruginosa, la cual utiliza el sistema QS para controlar la transcripcion de
aproximadamente el 5% de todos sus genes (Schuster y col., 2003; Wagner y col., 2003). Se
han descrito tres moléculas de sefializacién primaria célula-célula que comprende butiril-
homoserina lactona (C4-HSL), 3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (30C12-HSL) y 2-heptil-
3-hidroxi-4-quinolona (PQS), que en su conjunto constituyen una red integrada de sefializacion

(Passador y col., 1993; Pearson y col., 1995; Pesci y col., 1999).

Un aspecto fundamental del QS es el movimiento de las sefiales en el medio extracelular
(Kaplan y Greenberg, 1985; Pearson y col., 1999), ya que muchas moléculas de sefializacion
tienen caracter hidrofobico como PQS y 30C12-HSL, lo cual obstaculiza su difusién entre las
células bacterianas. Se ha descrito por diferentes autores la presencia de la molécula PQS en
VME producidas por P. aeruginosa (Mashburn-Warren y Whiteley, 2005; Dubern y Diggle,
2008), lo que sugiere su papel en la transmision de esta sefial quimica hacia la poblacién de

dicha cepa. Estudios recientes han demostrado que la molécula PQS cosedimenta con las VME
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y es necesaria en la formacion de vesiculas (Mashburn-Warren y Whiteley, 2005; Mashburn-

Warren y col., 2008).

Por otra parte, se considera que la mayoria de las bacterias en la naturaleza viven formando
biopeliculas también denominadas biofilms, los cuales se definen como comunidades de células
adheridas a una superficie y rodeadas por una matriz polimérica extracelular propia (Hall-
Stoodley y col., 2004). Esta matriz contiene entre otros compuestos ADN, polisacaridos,
fragmentos de células como flagelos y pilis, proteinas y sirve como una “capa” protectora para

las bacterias.

Estudios realizados por Schooling y Beveridge (2006), permitieron detectar mediante
microscopia electrénica la presencia de VME en la matriz extracelular de biofilms tanto
obtenidos in vitro, como en biofilms extraidos de entornos naturales. La presencia e
importancia de las VME en la formacion de biofilms se ha estudiado detalladamente en P.
aeruginosa. Asi por ejemplo, se ha determinado que el 52% del LPS presente en los biofilms de
P. aeruginosa deriva de las VME que se encuentran totalmente asociadas a la matriz del
biofilm, a pesar de que las VME son de tamafio mucho menor que las bacterias. Se ha visto
también que las VME presentes en estos biofilms se pueden separar en dos grupos diferentes:
las VME de alta densidad de mayor tamafio y asociadas a flagelos y fragmentos de fimbrias y
las VME de baja densidad que tienen el mismo tamafio que las VME de los cultivos

planctonicos.

Caben destacar también los estudios realizados por Yonezawa y colaboradores, (2009), que
demuestran que la adicion de VME a cultivos de H. pylori estimula la produccion de biofilms,
lo que sugiere que las VME ayudan a formar agregados celulares y que su presencia no es

exclusivamente el resultado de que queden atrapadas en dicha matriz.

Dentro del biofilm, las VME también podrian mediar en interacciones tanto externas como
internas, asi como la citada anteriormente de comunicacion entre c€lulas a través de la sefial
PQS asociada a VME (Mashburn-Warren y Whiteley, 2005). Asimismo y como hemos
comentado anteriormente, las VME presentes en un biofilm pueden contribuir a adquirir

nutrientes y de este modo ayudar a la supervivencia de la bacteria (Thompson y col., 1985;
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Bauman y Kuehn, 2006; Vasilyeva y col., 2008). Asi pues, podriamos decir que las VME
también pueden ejercer diversas funciones cuando se generan dentro de un biofilm, actuando
como sustancias nucleadoras, como facilitadoras de la comunicacion intercelular,

contribuyendo a la adquisicion de nutrientes y actuando como un mecanismo de defensa.

El conjunto de las funciones fisioldgicas y patologicas atribuidas a las VME de bacterias
gramnegativas estd bien ilustrado en el esquema publicado en el articulo de Lee y

colaboradores, (2008) y que reproducimos en la Figura 2.

LPS
. . . I
Supervivencia de la bacteria : Adquisicién de nutrientes
Tolerancia solventes organicos ﬁ Nutrientes
_ 10 o lones Inorgénicos
Receptor de bacteriéfagos g 155 .
o ¥\ Nucleosidos

Bomba de flujo Receptor TonB- dependiente

Transferéncia de
material genético

Lisis de bacterias

' Murein Hidrolasa competidoras

Resistencia a factores
bactericidas

Porinas

) . Porinas
Factor de Virulencia
Interaccion con célula

Modulacién de la huesped

respuesta immune

Figura 2: Esquema modificado a partir de Lee y col., (2008), de las funciones fisioldgicas y patologicas
conferidas a las VME de bacterias gramnegativas.
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2.4 Biogénesis de las VME

Como hemos comentado, existen numerosos factores que pueden provocar la liberacion de
VME en distintas bacterias, aunque el mecanismo por el cual son producidas estas vesiculas es
aun desconocido y objeto de numerosos estudios (Kuehn y Kesty, 2005; Mashburn-Warren y

Whiteley, 2006; McBroom y Kuehn, 2007).

La formacion de vesiculas implica la aparicion de una protuberancia en la membrana externa
bacteriana (ME) sin incluir la capa de peptidoglicano. Asi pues, las VME se forman en sitios
donde no estan presentes las lipoproteinas de unién entre la membrana externa y el
peptidoglicano. Este proceso se ha observado en circunstancias que implican una alteracion o
rotura de la integridad de las envueltas, como sucede en presencia de antibioticos o autolisinas
(Kadurugamuwa y Beveridge, 1996). En este caso las VME liberadas contienen fragmentos de
peptidoglicano, incluso proteinas de union entre la ME y el peptidoglicano. Aunque se ha
descrito que esto sucede, no se trata del unico mecanismo de vesiculacion probado. Autores
como McBroom y colaboradores, (2006), demostraron en E. coli, que la liberacion de VME
puede verse incrementada sin que hayan factores que aumenten la inestabilidad de la membrana

externa.

Actualmente se han planteado 3 modelos para explicar la biogénesis de las VME (Figura 3). El
primero sugiere que la formacidén es debida a una pérdida en la integridad de la envuelta
bacteriana, debido a que la membrana externa se expande a una velocidad mayor que la capa
subyacente de peptidoglicano (Figura 3, Modelo 1). El segundo modelo propone que las VME
son producidas debido a un aumento de la turgencia en puntos de la membrana externa, por
acumulacidn de proteinas o de moléculas de peptidoglicano que producen una curvatura en la
membrana que induciria la formacién de la VME (Figura 3, Modelo 2). Por otra parte, un tercer
modelo involucraria a la molécula PQS (Pseudomonas quinolone signal), una quinolona
autoinductora del sistema quorum sensing en P. aeruginosa, la cual desestabilizaria los puentes
iénicos que se establecen entre los iones de Ca™ y Mg™ con el LPS, aumentando la repulsion
anionica y por consiguiente, estimulando la liberacion de VME (Figura 3, Modelo 3)
(Kadurugamuwa y Beveridge, 1995; Horstman y Khuen, 2000; Mashburn-Warren y Whiteley,
2005; Kulp y Kuehn, 2010).
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Figura 3: Modelos modificado a partir de Lee y col., (2008), propuestos para la biogénesis de las VME.
(ME) membrana externa; (PG) peptidoglicano; (MI) membrana interna; (PQS) Pseudomonas quinolone
signal; (LPS) lipopolisacarido.
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Existen factores adicionales especificos del microorganismo que pueden modular la liberacion
de VME tales como el tamafio y la forma de las células, asi como modificaciones en la capa de
LPS. Las propiedades biofisicas de las formas redondas de los cocos contra las alargadas de los
bacilos, pueden ser consideradas como un factor de potencial importancia en la formacion de
las VME de diferentes bacterias gramnegativas (Mashburn-Warren y col., 2008). Por ejemplo,
N. meningitidis, es una bacteria que produce abundantes VME tanto in vitro como in vivo, pero
no codifica para proteinas homologas involucradas en la biogénesis de la pared celular y la
membrana como Lpp y OmpA, o lipoproteinas asociadas al peptidoglicano (Pal). Se ha
sugerido que la falta de interacciones entre membrana externa y peptidoglicano, asi como entre
membrana externa-peptidoglicano-membrana interna, combinado con la forma definida de coco
de las células, pudiera influir en la abundancia de VME producidas por esta cepa (Deatherage y

col., 2009).

El mecanismo por el cual las VME se separan definitivamente de la célula tampoco esta
definido atn. Se ha sugerido que la liberacion de una VME ocurre cuando la misma crece hasta
el punto en que las fuerzas de curvatura inducen la separacion de la membrana. Sin embargo,
no esta claro que esto suceda, puesto que la coexistencia de VME de diferentes tamafios (20-
200 nm), indica que no hay un umbral critico de curvatura que precipite la liberacion definitiva
de vesicula. Otro hecho poco claro es que los procesos de fision de membranas dependen de un
aporte energético, sin embargo en bacterias gramnegativas la membrana externa no presenta
una fuente de energia directa como ATP o NADPH, por lo que no queda resuelto qué

mecanismo dirige el proceso de vesiculacion.

Para finalizar queriamos sefialar que la membrana externa bacteriana no es una simple barrera
mecdnica sino una regiéon muy dindmica de la célula y aunque determinados aspectos
relacionados con la membrana externa de bacterias gramnegativas han sido ampliamente
estudiados, la formacion o biogénesis de las VME es un campo de investigacion reciente y muy
prometedor. El interés de estos estudios no radica exclusivamente en un interés cientifico, sino
que las VME presentan potenciales aplicaciones biotecnologicas. Asi por ejemplo se han
identificando biomarcadores especificos en las VME que plantean la posibilidad de que puedan

ser empleadas en el desarrollo de herramientas de diagndstico, en la obtencién de nuevas
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vacunas y en la preparacion de nuevos antibioticos contra organismos patogenos de

importancia clinica (Kulp y Kuehn, 2010).
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Objetivos

II.LOBJETIVOS

Nuestro grupo de investigacion pertenece al Departamento de Microbiologia y Parasitologia
Sanitarias de la Facultad de Farmacia, de la Universidad de Barcelona y entre sus focos de
interés estd la caracterizaciéon taxondmica de microorganismos procedentes de muestras
antarticas. Estos estudios taxondmicos han permitido describir nuevas especies bacterianas y
fngicas con la caracteristica comun de ser todas ellas cepas adaptadas al frio, también
denominadas psicrotolerantes. De hecho, el inicio de este trabajo partio de la clasificacion de
la nueva bacteria Shewanella vesiculosa M7". Una de las principales adaptaciones al frio en
estos microorganismos es la produccion de materiales exopoliméricos (EPS) mucosos que
pueden tener propiedades interesantes y potenciales aplicaciones biotecnoldgicas. En trabajos
anteriores del grupo, se habia demostrado la complejidad del EPS de la cepa antartica
Pseudoalteromonas antartica NF;' que presentaba polisacaridos y abundantes vesiculas de

membrana externa (VME).

Por otra parte nuestro grupo esta desarrollando un proyecto financiado por el Ministerio de
Ciencia e Innovacién (CICYT, CTQ2010-21183-C02-01), el cual tiene entre sus objetivos la
busqueda de nuevas cepas con capacidad para producir emulsionantes naturales poliméricos.
Existe un interés real en el aislamiento y caracterizacion estructural y funcional de nuevos
exopolimeros obtenidos a partir de microorganismos de ambientes extremos que pudieran ser
utilizados como agentes emulsionantes, agregantes o espesantes con aplicaciones en diversas

industrias.

Asi pues, el objetivo general de esta tesis doctoral ha sido estudiar a nivel estructural un
conjunto de bacterias antarticas adaptadas al frio y caracterizar el material extracelular que
producen con el fin de detectar nuevos emulsionantes. Para dar cumplimiento al mismo, se

trazaron los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar el estudio estructural de bacterias antarticas asi como de los materiales
extracelulares que producen, mediante el empleo de microscopia electronica de
transmision (MET), aplicando técnicas de criofijacion a alta presion y criosustitucion

(HPS-FS).
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2. En el caso de detectar por MET cepas que presenten abundantes VME en su material
extracelular, se procederd a realizar el aislamiento, caracterizacién y estudios
proteémicos de dichas vesiculas de membrana.

3. Realizar un cribado para detectar actividad emulsionante en microorganismos
procedentes de la Antartida, incluyendo la nueva especie Shewanella vesiculosa M7".

4. Obtener el EPS de la(s) cepa(s) que presente mayor actividad emulsionante para

caracterizacion quimica y estudiar las propiedades emulsionantes del mismo.

40



III.MATERIALES Y METODOS







Materiales y Métodos

IILMATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos, medios, condiciones de cultivo y conservacion

1.1 Microorganismos
Los microorganismos empleados pertenecen a la coleccidon de bacterias adaptadas al frio,

aisladas por el grupo de trabajo de la Dra. E. Mercadé¢ a partir de muestras antarticas, en el

Departamento de Microbiologia y Parasitologia Sanitarias de la Facultad de Farmacia,

Universidad de Barcelona.

Tabla 2: Cepas empleadas en este estudio

Microorganismos

Sitio de aislamiento

Referencia

Shewanella vesiculosa M7"
SLMG 24424" °CECT 7339"

Sedimento marino, Isla
Decepcion, Antartida

Bozal y col., (2009)

Shewanella livingstonensis NF22"
LMG 19866" CECT 5933"

Agua, Isla Livingston,
Antartida

Bozal y col., (2002)

Pseudomonas deceptionensis M1"
LMG 25555" CECT 7677"

Sedimento marino, Isla
Decepcidn, Antartida

Carrién y col., (2011)

Pseudomonas guineae M8’
LMG 24016" CECT 72317

Suelo, Isla Decepcion,
Antartida

Bozal y col., (2007)

Pseudoalteromonas sp. M4-2

Sedimento marino, Isla
Decepcidn, Antartida

(sin publicar)

Pseudoalteromonas antarctica NF5"
LMG 18002" CECT 4664"

Lodo, Isla Rey Jorge,
Antartida

Bozal y col., (1997)

Psychrobacter luti NF11"
LMG 21276" CECT 58857

Lodo, Isla Rey Jorge,
Antartida

Bozal y col., (2003)

Psychrobacter fozii NF23"
LMG 21280" CECT 5889"

Lodo, Isla Rey Jorge,
Antartida

Bozal y col., (2003)

Marinobacter guineae M3B'
LMG 24048" CECT 7243"

Sedimento marino, Isla
Decepcidn, Antartida

Montes y col., (2008)

"“LMG: Coleccién belga de cultivos y "CECT: Coleccion espaiola de cultivos tipo

1.2 Medios de cultivos

Los medios de cultivos so6lidos utilizados en este trabajo se describen a continuacion.
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-TSA (Triptona Soja Agar) (Pronadisa): Su composicion por litro es:

Peptona de caseina 15 g

Peptona de soja 5¢g
NaCl 5¢
Agar 15¢g
pH 7,3

-Agar Marino (Difco): Su composicion por litro es:

Peptona 50g
Extracto de levadura 1,0g
Cloruro de sodio 1945 ¢
Citrato de hierro 0,1g
Sulfato de sodio 324 ¢
Cloruro de magnesio 88¢g
Cloruro de calcio 1,8 g
Cloruro de potasio 0,55¢g
Bicarbonato de sodio 0,16 g
Bromuro de potasio 0,08 g
Cloruro de estroncio 34,0 mg
Acido bérico 22,0 mg
Silicato de sodio 4,0 mg
Fluoruro de sodio 2,4 mg
Fosfato disodico 8,0 mg
Nitrato de amonio 1,6 mg
Agar 15,0 mg
pH 7,6

Los medios de cultivo fueron esterilizados mediante autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Los medios de cultivos liquidos utilizados en este trabajo fueron:

-TSB (Caldo de Triptona y Soja) (Oxoid): Su composicion por litro es:

Peptona de caseina I5¢
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Peptona de soja S5¢g
NaCl S5¢g
pH 7,3

-Caldo Marino (Difco): Su composicion por litro es:

Peptona 50¢g
Extracto de levadura 1,0g
Cloruro de sodio 1945 ¢
Citrato de hierro 0,lg
Sulfato de sodio 324 ¢
Cloruro de magnesio 8,8¢g
Cloruro de calcio 1,8 ¢
Cloruro de potasio 0,55¢
Bicarbonato de sodio 0,16 g
Bromuro de potasio 0,08 g
Cloruro de estroncio 34,0 mg
Acido bérico 22,0 mg
Silicato de sodio 4,0 mg
Fluoruro de sodio 2,4 mg
Fosfato disodico 8,0 mg
Nitrato de amonio 1,6 mg
pH 7,6

-MMS: Medio mineral descrito por Bozal y colaboradores, (1994). Su composicién por litro
es:

Na,HPOy, (Fluka) 5¢g

KH,PO4 (Fluka) 2g

NacCl (Fluka) lg

NH4CI (Panreac) 7g

FeSO4 (Merck) 0,018 g

CaCl; (Fluka) 0,05¢

MgSO4 (Sigma) 0,5¢g
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Glucosa (Fluka) 20g
pH 7,0

Para la elaboracion de este medio mineral se prepararon soluciones concentradas de los
siguientes componentes:

1. MgS0,4.7H,0 (10 g/10 ml H,O)

2. FeS04.7H,0 (0,18 g/10 ml H,0)

3. CaCl; (1 g/10 ml H,0)

4. Glucosa (20 g/100 ml H,O)

Las soluciones concentradas 1, 2 y 3 fueron esterilizadas por filtracion con filtros de 0,45 um.
(Whatman®), mientras que la solucién 4 se esterilizé en autoclave a '/, atm durante 30
minutos. El resto de los componentes del medio mineral se disolvieron en (Vgescado-
10%V gescado) ml de agua destilada, se distribuyeron en matraces muescados y se esterilizaron a
1/2 atm durante 30 minutos. Una vez esterilizada la solucién se reconstituyd el medio
afladiendo 0,1%V geseado ml de las soluciones concentradas de MgS0,4.7H,0, FeSO4.7H,0 y

CaCl, y 10%V geseado ml de la solucion concentrada de glucosa.

1.3 Condiciones de cultivo
1.3.1 Cultivos sélidos

Todas las cepas se cultivaron en placas de TSA a 15 °C durante 48-72 horas (h), excepto
Marinobacter guineae M3B', el cual se cultivé en Agar Marino en las mismas condiciones.
Las modificaciones en los tiempos y temperaturas de incubacidén se especifican en cada

apartado.
1.3.2 Cultivos liquidos

Se parti6 de placas de TSA o Agar Marino para la preparacion de preindculos. Se
resuspendieron tres o cuatro colonias en 10 ml de Ringer /4 hasta turbidez 1 en la escala de
McFarland y la suspensidn se transfirio a matraces de 500 ml de capacidad con 150 ml de
medio TSB, Caldo Marino o MMS5 segun fuera el caso, se dejé incubando 18 h a 150 rpm y
finalmente se inoculd el volumen correspondiente al 4% del volumen a cultivar. Las

condiciones de los cultivos liquidos se especifican en el apartado de cada experimento.
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1.4 Conservacion y mantenimiento de las cepas

Las cepas se incubaron en TSA y se resembraron cada siete dias; excepto Marinobacter
guineae M3B' que se cultivd sobre medio Agar Marino. Se utiliz6 el sistema de
mantenimiento CRYO-BILLES (AES, AEB400100, Combourg, Francia) para mantener las

cepas congeladas a -80 °C.

2. Técnicas de microscopia

2.1 Microscopia electronica de transmision (MET)
2.1.1 Tincion negativa de VME

Se tomd un volumen de 30 pL de la muestra correspondiente a las VME obtenidas a partir de
las diferentes cepas, segin procedimiento descrito en el apartado 3.1. Se colocd sobre
parafilm y a continuacion se depositod sobre la gota una rejilla de microscopia electrénica de
cobre 200 MESH recubierta con Formvar-carbono y se dejo adsorber la muestra durante 2
min. Luego se lavo la rejilla colocandola sobre una gota de agua bidestilada durante 10 s.
Finalmente, la rejilla se coloco sobre una gota (= 20 pL) del agente de tincion (acetato de
uranilo) al 2% (m/v) durante 1 min. Inmediatamente se retird el exceso de acetato de uranilo
con papel de filtro desde un lateral de la rejilla y se dejé secar con la muestra hacia arriba
sobre papel de filtro. Una vez preparadas las rejillas con las muestras, se colocaron en un
desecador hasta su observacion final en microscopio electronico de transmision Tecnai Spirit
(FEI Company, Holanda) a 120 kv. Las imagenes fueron captadas con la cdmara CCD (FEI,
Eindhoven, Holanda) y procesadas a través del programa AnalySIS (Soft Imagine Systema,

Suiza).

2.1.2 Criofijacion por alta presion-Criosustitucion-Inclusion (High Pressure Freezing
and Freeze- Substitution, HPF-FS)

Las colonias de bacterias fueron seleccionadas bajo estereomicroscopio y se transfirieron a
planchettes de diametro 1,5 mm y profundidad 200 um e inmediatamente se procedi6 a la
criofijacion por alta presion utilizando el equipo Leica EM Pact (Leica, Viena, Austria) a una
presion de 2100 bar y con una velocidad de disminucidon de temperatura de 8000 °C/s. Las

planchettes fueron entonces mantenidas en nitrégeno liquido hasta su uso.
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Las muestras crioinmovilizadas se criosustituyeron en acetona pura conteniendo tetroxido de
osmio al 2% (m/v) y acetato de uranilo 0,1% (m/v), durante 72 h a -90 °C en un equipo Leica
AFS (Automatic Freeze Substitution). Se incrementd la temperatura de forma gradual a
5 °C/h, hasta llegar a los 4 °C. Las muestras se mantuvieron 2 h a 4 °C y luego la temperatura
se elevo hasta 25 °C donde se mantuvo durante 2 h. Se realizaron tres lavados sucesivos con
acetona durante 15 min a temperatura ambiente y las muestras se incluyeron en resina Epon-
acetona: 1:3 durante 2 h; 2:2 durante 2 h, 3:1 durante 16 h y finalmente en Epon pura durante

30 h. Finalmente se procedio a la polimerizacion de la resina durante 48 h a 60 °C.

2.1.3 Cortes ultrafinos

Los cortes semifinos de 1 um fueron realizados para poder localizar la zona deseada en un
microscopio Optico. Posteriormente mediante ultramicrétomo (Leica, UCT), se realizaron
cortes ultrafinos, de 50-60 nm, que se recogieron en rejillas recubiertas con Formvar y
carbono. Las secciones obtenidas se contrastaron con acetato de uranilo al 2% (p/v) en agua
durante 30 min a temperatura ambiente y a continuacion se procedié a lavar la muestra con
abundante agua y se contrastd con citrato de plomo aproximadamente durante 5-6 min en

presencia de lentejas de NaOH y en una atmosfera cerrada en ausencia de CO,.

3. Produccion, aislamiento, cuantificacion y purificacion de VME y aislamiento de
membrana externa celular

3.1 Produccion y aislamiento de VME

La obtencion de las VME se realizd6 de acuerdo al procedimiento de Kadurugamuwa y
Beveridge, (1995). Las cepas fueron cultivadas en matraces muescados de 1000 ml de
capacidad que contenian 500 ml de caldo triptona soja (TSB), excepto para Marinobacter que
se empled Caldo Marino, los cuales se incubaron en agitador orbital a 200 rpm durante 4 dias
a 15 °C, sino se especifica lo contrario. Posteriormente, se separaron las células mediante
centrifugacion a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de filtros
de 0,45 um (Whatman®) y las vesiculas de membrana se obtuvieron por centrifugacion a
47,000 g durante 1 h a 4 °C en una centrifuga Avanti® J 20 XP (Beckman Coulter, Brea, CA,
EE.UU). Los sedimentos que contenian vesiculas se resuspendieron en tampén 10 mM

HEPES pH 6,8 y la suspension se filtré a través de filtros de 0,45 um (Amicon-Ultra,
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Millipore, Billerica, MA, EE.UU), para eliminar cualquier bacteria que pudiera estar alin

presente.

Para el estudio de la influencia de la temperatura se emplearon las siguientes condiciones: en
los estudios protedmicos las VME se obtuvieron a partir de cultivos en TSB de S. vesiculosa
M7'y S. livingstonensis NF22" incubadas a 4 °C y 16 °C y para determinar la influencia de la
temperatura en la estructura de la cepa y de las VME, se cultivé en TSA S. livingstonensis

NF22"a 4,10y 18 °C.

3.2 Cuantificacion de VME

La cuantificacion de VME se llevo a cabo segin el método descrito por McBroom y
colaboradores, (2006). La fraccion de vesiculas fue incubada durante 20 min a 37 °C, con el
reactivo FM4-64 (Molecular Probes; 5 pg/ml en tampdn fosfato-salino). Como controles
negativos se emplearon tanto las VME sin afiadir reactivo, asi como el reactivo FM4-64 sin
vesiculas. Luego se mididé la fluorescencia con espectrofluorimetro SLM-Aminco 8100
(Urbana, IL, USA), después de excitacion a 515 nm y emision a 635 nm. Las unidades
formadoras de colonia (UFC) fueron determinadas por el método de dilucion en placa y la
produccion de VME fue calculada dividiendo las unidades de fluorescencia (UF) lipidicas por

unidades formadoras de colonia (UFC).
3.3 Purificacion de VME

Las vesiculas fueron purificadas por el método adaptado de Horstman y Kuehn, (2000), con
gradientes de 45% de Optiprep® (Sigma) en tampén 10 mM HEPES/0,85% NaCl (p/v), pH
7,4. Las concentraciones de la solucién de Optiprep/HEPES-NaCl, se afiadieron sobre 4 ml de
muestras de VME, en el siguiente orden: 4 ml de la solucion al 40%, 4 ml de la solucidén al
35%, 6 ml al 30%, 4 ml al 25% y finalmente 2 ml al 20%. A continuacion se centrifugaron los
gradientes mediante ultracentrifugacion a 100.000 g durante 20 h, (Ultracentrifuga
OPTIMA™ L-90K (Beckman Coulter). Se recolectaron cuidadosamente fracciones de 1 ml,
que fueron visualizadas por electroforesis SDS-PAGE al 12% y posterior tincién con azul de

Coomassie.
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Las fracciones conteniendo VME fueron unificadas, resuspendidas en 10 mM HEPES,
dializadas y concentradas a través de filtros Amicon® Ultra (Millipore). Finalmente las

vesiculas purificadas fueron usadas para estudios protedmicos y tincidn negativa.

3.4 Contenido de proteinas en VME

La concentracion de proteinas en VME fue determinada por el método Bradford (ver apartado

8.2), usando el reactivo estdndar Bio-Rad (Laboratorios Bio-Rad, Alemania).

3.5 Determinacion de acidos grasos de VME

Para determinar la composicion de acidos grasos se utilizd un sistema automatizado de
identificacion microbiana (MIS) y fueron analizados mediante cromatografia de gases
(Hewlett Packard modelo HP5890A) de los acidos grasos celulares. El andlisis se realizé con
las siguientes muestras: S. vesiculosa M7" crecida en TSA durante 5 dias y la fraccion de
VME de dicha cepa. Para ello se pesaron 40 mg de cada muestra y se transfirieron a tubos de

10 cm x 13 mm, donde se procedid a realizar diferentes reacciones.

A cada tubo se le afiadio 1 ml del reactivo de saponificacion: NaOH (45 g), metanol (150 ml)
y agua (150 ml), luego se sellaron herméticamente y se mantuvieron 5 min a 100 °C.
Transcurrido ese tiempo, se agitd vigorosamente durante 5-10 s y se volvieron a incubar a
100 °C durante 30 min. A continuacion los tubos se enfriaron en hielo y luego se afiadieron 2
ml del reactivo de metilacion HCl 6N (325 ml) y metanol (275 ml), lo que provocd un
descenso de pH hasta aproximadamente 1,5 causando la metilacion de los &cidos grasos. Los
tubos se calentaron a 80 °C durante 10 min, para facilitar la solubilizacién de los ésteres
metilicos. Seguidamente, se realizo la extraccion de los 4cidos grasos afiadiendo 1,25 ml del
reactivo de extraccion: hexadecano (200 ml) y metil-terbutil éter (200 ml). Se agitd
suavemente durante 10 min para facilitar la extraccion de los ésteres metilicos de los acidos

grasos en la fase orgéanica y con la ayuda de una pipeta se elimino la fase acuosa.
Se procedi6 a lavar las muestras extraidas afiadiendo 3 ml del reactivo de lavado: NaOH (10,8

g) y agua (900 ml) y se agitd suavemente durante 5 min. Finalmente se tomaron /5 partes de

la fase orgénica y se analizaron en sistema de cromatografia con una columna capilar de silice
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fundida y fenil metil silicona de 25 m x 0,2 mm, la cual estaba previamente calibrada con una

mezcla de acidos grasos saturados de 9 a 20 4tomos de carbono y de 5 hidroxiacidos.

Los acidos grasos fueron identificados y cuantificados comparados con otros
microorganismos, utilizando el software MIDI System, version 3.2. Las cantidades relativas
de cada acido graso en las muestras se expresaron como un porcentaje del total de acidos

grasos.

3.6 Obtencion de membrana externa bacteriana (ME)

Se procedio segun el método descrito por Puig y colaboradores, (1993). Los cultivos de TSB
de 5 dias de incubacién se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a 5 °C. Se descarto el
sobrenadante y las células se lavaron dos veces con 50% del volumen inicial de tampén 10
mM HEPES pH 7.4 y luego se resuspendieron con '/s del volumen inicial de la misma
solucion tampon. Las células se sometieron a sonicacion, durante 3 pulsos de 1 min cada uno,
con intervalos de 30 s a 140 W. A continuacidn se centrifugd la suspension a 10.000 g durante
10 min a 4 °C, con el fin de sedimentar las células que no se hubieran roto en el proceso de
sonicacion. El sobrenadante obtenido se centrifugd a 38.400 g durante 1 h a 4 °C, en una
centrifuga Avanti J-20 XP (Beckman Coulter, Inc), para sedimentar las membranas totales. El
sedimento se lavd con solucion 10 mM HEPES + 2% (p/m) Sarcosil (N-lauroylsarcosine,
Sigma) pH 7,4 y se dej6 reposar 30 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 40.000
g durante 90 min a 20 °C. Finalmente el sedimento correspondiente a la fraccion enriquecida
con membrana externa, se resuspendidé en el mismo tampon, se fracciond en alicuotas en

tubos Eppendorf 'y estos se congelaron a -20 °C hasta su uso.
3.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Las proteinas procedentes tanto d¢ VME como de ME se analizaron mediante el sistema de
electroforesis Mini-Protean III de Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU) con una fuente de
alimentacion PowerPac 300 (Bio-Rad), de acuerdo con el procedimiento descrito por
Laemmli, (1970). Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (G-250) (Fluka) (Fairbanks
y col., 1971), tincidén de plata (Tsai y Frash, 1982) y tincion de glicoproteinas (GelCode®
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Glycoprotein Staining Kit, PIERCE, catdlogo 24562), segiun se indique y se utilizd un

marcador de masa molecular de amplio rango (Bio-Rad), numero de catalogo 161-0317.

4. Estudio proteémico para la identificacion de proteinas de VME

4.1 Electroforesis SDS-PAGE Yy tripsinizacion de las bandas

El estudio proteomico de las VME se realizo a partir de geles de una dimensién (1D-SDS-
PAGE), mediante digestion de las bandas de proteinas con tripsina (Promega) para obtener
péptidos. Las VME purificadas fueron precipitadas toda la noche usando acetona a -20 °C y el
pellet fue secado mediante centrifugacién al vacio. La electroforesis unidimensional fue
realizada bajo condiciones desnaturalizantes al 12,5% SDS-PAGE vy la corrida fue en sistema
Ettan Dalt II (GE). Para el andlisis, se cargd en cada pocillo 100 pg de proteinas totales de

VME vy el gel fue tefiido con azul de Coomassie.

Posteriormente, las bandas de proteinas fueron cortadas con ayuda de un bisturi y se lavaron
secuencialmente con tampon bicarbonato amoénico y acetonitrilo. Se empled una solucion de
10 mM DTT en bicarbonato amonico durante 30 min y una solucion 100 mM iodoacetamida
en bicarbonato amonico, con el fin de reducir y alquilar las proteinas, respectivamente. A
continuacion se realizaron lavados secuenciales con tampon bicarbonato amoénico y
acetonitrilo y las proteinas fueron digeridas durante toda la noche a 37 °C con 0,27 nmol de
tripsina. Los péptidos fueron extraidos de la matriz del gel con una solucién al 10% (v/v) de
acido férmico y acetonitrilo, luego fueron colectados y secados mediante un concentrador de

vacio.

4.2 Espectrometria de masas y analisis de datos

Los péptidos obtenidos al realizar la digestion con tripsina se analizaron por espectrometria de

masas en tindem conectado on-line con un equipo de cromatografia liquida, Cap-LC-nano-

ESI-Q-TOF Global (Micromass-Wasters).
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Las muestras se resuspendieron en 10 pl de una solucién de acido féormico al 10% (v/v) y se
inyectaron 4 pl de la misma en una columna capilar C;s de separacion cromatografica en fase
reversa PepMap Column (LC Packings), 75 pum de didmetro interno y 15 cm de longitud. Los

péptidos eluidos se ionizaron mediante agujas recubiertas nano-ES, PicoTip™ (New
Objective). El voltaje capilar aplicado fue de 1800-2200 V junto a un voltaje conico de 80 V.
La fragmentacion en la camara de colision (CID, collision-induced dissociation) se realiz6 a
20-35 eV con argon como gas de colision. Los datos se generaron en formato PKL y se
enviaron al servidor MASCOT. Para la busqueda contra las diferentes bases de datos,
NCBUJ/all y NCBI/Bacterias, se emplearon los espectros de masas en tandem (MS/MS) con

s +. +
carga ionica 2y 3.

La tolerancia a péptidos fue de 100 ppm y 0,25 Da respectivamente tanto para espectros MS
como para MS/MS. Las proteinas fueron identificadas empleando el valor probabilistico
Mowse y s6lo fueron considerados como significativos aquellos valores por encima del 95%

de probabilidad (0<0,05).
5. Cribado inicial de la actividad emulsionante en cepas procedentes de la Antartida

Las cepas crecieron en medio MMS5, excepto Marinobacter guinea M3B' que crecid en Caldo
Marino, durante 7 dias a 150 rpm a 10 °C. Se recolectaron fracciones de los cultivos de cada
cepa y el medio restante se centrifugé a 6000 g durante 15 min a 4 °C en centrifuga Avanti®
J-20 XP (Beckman Coulter, Inc). Las células sedimentadas fueron lavadas con Ringer 4 dos
veces para finalmente centrifugarlas en iguales condiciones. Tanto con el sobrenadante de los
cultivos como los lavados de las células de cada una de las cepas estudiadas, se realizaron
determinaciones de pH (micropH2001, CRISON), ensayos de actividad emulsionante frente al
n-hexadecano segin Cooper y Goldenberg, (1987) y tensidn superficial (Digital Tensiometer

K9, KRUSS) (ver apartados 9 y 10 respectivamente).
6. Cinética de crecimiento y actividad emulsionante de S. vesiculosa M7" en medio MM5

La cepa S. vesiculosa M7" se hizo crecer en 3 matraces de 2 L con 1 L de medio MM5 a 10° C
y 150 rpm. Durante el cultivo, se extrajeron a intervalos determinados (0, 8, 12, 24, 48, 72,

96, 120, 144, 168 y 192 h), muestras del cultivo para determinar el crecimiento mediante
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recuento de células en placa, pH (micropH2001, CRISON), ensayo de actividad emulsionante

y tension superficial (ver apartados 9 y 10 respectivamente).

7. Obtencion del material extracelular (EPS) de Shewanella vesiculosa m7"

La cepa S. vesiculosa M7" se hizo crecer en 12 matraces muescados de 2 L de capacidad con
1 L de medio MM5, durante 6 dias a 10 °C y 150 rpm. EI cultivo se centrifugéd a 6000 rpm, se
guardo el sobrenadante y las células se resuspendieron en Ringer " y se agitaron durante 30
min, para luego centrifugarlas 1 h a 40.000 g. El sobrenadante inicial, asi como el obtenido
después del lavado de las células, fueron procesados para obtener el EPS. Para ello, todo el
liquido fue filtrado mediante filtros tangenciales de 0,45um (Sistema Pellicon, Millipore) y
posteriormente concentrado y dializado a través del Sistema Pellicon Millipore con
membranas de 10 kDa. Finalmente el concentrado se liofilizo (Telstar, Cryodos) durante 3

dias para su posterior caracterizaciéon quimica.

8. Caracterizacién quimica del EPS liofilizado de S. vesiculosa M7"

8.1 Determinacion de la concentracion de carbohidratos totales

La determinacion de la concentracion de carbohidratos totales se realizd por el método

modificado del fenol sulfurico descrito por Dubois y colaboradores, (1956).

Se realiz6 curva patrén partiendo de una solucion de glucosa (Panreac), de 400 pg/ml (0, 10,
20, 30, 40, 50 y 60 pg/ml). Se tom6 1 ml de solucién de analito, el blanco y solucion estandar

en tubos de ensayos lisos de vidrio y luego se afiadi6 0,5 ml de solucion de fenol al 5% (p/v).

Seguidamente se adiciond en forma rapida 2,5 ml de acido sulfurico concentrado 95%
(Panreac) y luego se agitd en vortex durante varios segundos hasta que se observo el
desarrollo de coloracidon amarilla-anaranjada. Pasados 10-15 min, se colocaron los tubos en un
bafio de agua a 30 °C por 15 min. Finalmente se transfirio a las cubetas de cuarzo y se leyo en

espectrofotometro (PharmaSpec W-1700, Shimadzu) a 492 nm.
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8.2 Determinacion de proteinas totales del EPS

La determinacion de proteinas totales del EPS se realizé por el método de Bradford (Bardford,

1976).

8.3 Determinacion de lipidos totales del EPS

La determinacidon de lipidos se realizd mediante extraccidn con solvente orgénico segun el
método modificado de Folch y colaboradores, (1957). Para ello, se pesaron 100 mg del
liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7' y se realizaron sucesivas extracciones con
cloroformo-metanol (2:1). La mezcla se centrifugd a 6000 rpm durante 15 min y luego se
agregaron 2,4 ml de la solucién cloroformo-metanol-agua (3:48:47) y sales (CaCl,-0,02%;
MgCl,-0,017%; NaCl-0,29%; KCI-0,37%). Las fases fueron filtradas a través de sulfato
sodico, luego se centrifugaron y finalmente la fase organica se rotoevaporo a 45 °C y se peso

el balon que estaba previamente tarado.

8.4 Extraccion de lipidos polares del EPS y desarrollo de la TLC bidimensional

La extraccion de lipidos polares del liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7" se realizé segun
el protocolo descrito por Minnikin y colaboradores, (1979) y Tindall, (1990). Para ello se
pesaron 50 mg de la muestra a la que se agregd una mezcla de cloroformo, metanol y una
solucion acuosa de NaCl al 0,3% en proporcion (1:2:0,8) (v/v/v). Se dej6 el tubo en agitacion
orbital a temperatura ambiente hasta el dia siguiente y luego se centrifug6 a 350 g durante 5
min, para acelerar la formacién de las dos fases. La fase superior se trasvasd en un tubo
limpio al que se le afiadié una mezcla de cloroformo y NaCl a 0,3% (1:1) (v/v). Se volvio a
centrifugar a 350 g durante 5 min, la fase superior se descartd y la inferior se secd con gas
nitrogeno. La muestra con lipidos se redisolvio en cloroformo-metanol (2:1) (v/v) y con este

extracto resuspendido se realizé la cromatografia en capa fina (TLC).

Para la TLC se emple6d una placa de silicagel de 10 x 10 cm (Merck) y una mezcla de
cloroformo-metanol-agua (65:25:4) (v/v/v) como fase movil para la primera dimension y
luego para la segunda, otra mezcla de cloroformo-metanol-acido acético-agua (80:12:15:4)

(v/v/v) (Tindall, 1990). En el punto de aplicacion de la placa se cargaron 15 ul del extracto
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lipidico y finalmente fue revelada con una solucidn de &cido fosfomolibdico (Sigma) al 5%
(p/v) en etanol para detectar lipidos totales. Una vez revelada la placa fue escaneada para

obtener la imagen final.

8.5 Determinacion de azicares por cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a
espectrometro de masas (High performance liquid chromatography/mass spectrometry)
(HPLC/MS)

Para determinar la composicion de monosacéaridos del liofilizado obtenido a partir del
material extracelular de S. vesiculosa M7", se realizaron hidrolisis acidas con acido
trifluoroacético (TFA) (Fluka). Para ello se pesaron 5 mg de la muestra que luego fueron
disueltos en 5 ml de TFA 2 M, durante 24 h a 100 °C en termoblock (Stuart Modelo
SBH200D). Las muestras fueron preparadas para andlisis por HPLC-MS, usando columnas
Aminex HPX-87P Carbohydrate 300 x 7,8 mm + Aminex HPX- 87 C Carbohydrate 300 x 7,8
mm (Bio Rad). Como eluyente se empled Agua Milli-Q y acetato de sodio (Panreac) y el flujo
fue de 0,6 ml/min. Se utilizé el detector Index Refraccion Waters 2414, 37 °C sensibilidad
156 mRIU, con inyector de 100 ul. La temperatura del horno (Kontron) fue de 85 °C y el
tiempo de elucidon fue de 45 min. Para la cuantificacion se emplearon patrones externos. El
contenido de carbohidratos totales fue calculado a partir de las cantidades individuales de

monosacaridos.

8.6 Determinacion de aminoacidos del EPS

La composicién de aminoacidos presente en la muestra liofilizada de S. vesiculosa M7", se
determind mediante hidrdlisis acida con acido clorhidrico (HCI) (Panreac). Se pesaron en
tubos de ensayos 10 mg de muestra, que fue disuelta en 10 ml de HCI 6 M y luego colocada
en termoblock (Stuart Modelo SBH200D), durante 24 h a 105 °C. Se afiadieron a la muestra
150 ul de Norleucina (Sigma) como patron interno y se mantuvieron en desecador al vacio
durante 48 h. Pasado este tiempo, las muestras secas fueron resuspendidas en 1 ml de tampdn
citrato de litio, pH 2,2 (Biochrom) y colocadas en tubos Eppendorf con filtros donde fueron
centrifugadas a 13000 rpm durante 10 min. Finalmente fueron recolectados los sobrenadantes
filtrados y colocados en tubos para inyectar en analizador de aminoacidos Biochrom 30,

(Biochrom) y se realizé la separacidon cromatografica de intercambio idnico segin el método

56



Materiales y Métodos

Spackman y colaboradores, (1958). Se empled una columna de resina para intercambio

catidnico (poliestireno divinil- benceno sulfonato) de 5 um, 200 x 4 mm.

La elucién por gradiente utilizd tampones de citrato de litio de pH 2,2 y fuerza idnica
creciente a lo largo del programa, mientras que la temperatura fue convenientemente
controlada a lo largo del programa en las condiciones Optimas de trabajo, indicadas por la
casa comercial. La cuantificacion se realizd usando patrdn estandar interno y el contenido

total de proteinas fue calculado a partir de cantidades individuales de aminoécidos.

8.7 Analisis del lipopolisacarido (LPS) del EPS

La obtencioén del lipopolisacarido se llevé a cabo mediante el método descrito por Hithcock y
Brown, (1983). Para ello, se pesaron 10 mg del liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7", el
cual fue resuspendido en 150 ml de PBS pH 7,2. Seguidamente se tomaron 50 ul de la
muestra y se les afiadio 50 ul de tampon de lisis (2% de SDS, 4% de 2-mercaptoetanol, 10%
de glicerol, 1M de Tris-HCI pH 6,8 y 0,002% de azul de bromofenol). Las muestras fueron
incubadas a 100 °C durante 10 min. Posteriormente se afladieron 50 pl de proteinasa K hasta
una concentracion de 0,5 mg/ml y se mantuvieron a 58 °C durante 2 h. Finalmente, se realizé

un gel SDS-PAGE (12%), el cual fue tefiido con sales de plata (Tsai y Frash, 1982).

9. Determinacion de actividad emulsionante

La actividad emulsionante se determind usando una versiéon modificada del método descrito

por Cooper y Goldenberg, (1987).

Se tomaron 2 ml de las diferentes fracciones de cultivo y fueron mezcladas con idéntico
volumen de n-hexadecano (Sigma-Aldrich) en tubos de 100 x 13 mm. Seguidamente se agito
la mezcla con vortex durante 60 s para homogenizar ambas fases y luego se dejo en reposo a
21 °C durante 24 h. Finalmente se midi6 a 1 h y a las 24 h, la altura de la emulsion de la fase

emulsionante respecto a la altura total en milimetros (mm) y se calcul6 el %.

Por otra parte, se midid la habilidad de formar emulsiones aceite en agua, basado en la version

modificada del método descrito por Cirigliano y Carman, (1984). Se realizaron ensayos de
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emulsiéon del liofilizado obtenido de S. vesiculosa M7', frente a los siguientes aceites
comerciales: oliva (Borges, Espafia), girasol (Borges, Espafia) y maiz (Asua, Espafia), asi

como n-hexadecano (Sigma-Aldrich).

Para ello se resuspendieron 8 mg del liofilizado en 40 ml en PBS y luego se tomaron 5 ml de
muestra y se mezclaron con 0,8 ml del aceite a ensayar. Para la emulsion se utilizo el equipo
Ultra Turrax (T10 basic Ultra Turrax, Ika) a velocidad 5 durante 50 s. Pasada 1 h se midio la
absorbancia a 540 nm de la capa inferior resultante de la emulsion en el espectrofotdémetro
(PharmaSpec W-1700, Shimadzu). Como controles positivos fueron empleados la goma
xantana (Sigma-Aldrich) y goma arabica (Sigma-Aldrich). Los experimentos se realizaron por

triplicado para cada condicion.

10. Determinacion de tension superficial

La tension superficial se midid por el método del anillo, el cual estd basado en el empleo del
tensidometro de Du Noiiy (Lecomte du Noiiy, 1919) que es el instrumento mas usado para
medir la tension superficial e interfacial. Con este método se determino la fuerza necesaria
para separar un anillo de la superficie de un liquido, ya sea por estar el anillo suspendido del
brazo de una balanza o utilizando un sistema de hilo torsidn, para tener un angulo de contacto
cero y por lo tanto constante. Se utilizaron anillos de platino-iridio cuidadosamente limpios
con alcohol y la medicion se realizé tomando 25 ml del sobrenadante del cultivo que fueron
previamente colocados en un cristralizador a temperatura ambiente 3 h antes de la medicion,
la cual se realiz6 en el tensiémetro (Digital Tensiometer K9, KRUSS). El anillo se coloco

levemente sumergido dentro de la solucion y se toma la lectura dada en mNm™.
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IV.RESULTADOS

1. Estudio estructural de las bacterias de la Antartida adaptadas al frio y de sus EPS

Entre las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de muchas de las cepas estudiadas por
nuestro grupo y procedentes de la Antartida, destacé el aspecto mucoso de sus colonias al ser
cultivadas en medio sdlido. Este aspecto mucoso, estd probablemente relacionado con la
produccion de gran cantidad de material extracelular (EPS) y por este motivo se creyd
interesante realizar un estudio estructural de las bacterias y del EPS excretado. Para ello, se
procedid al estudio mediante técnicas de microscopia electronica de transmision (MET)
después de criofijacion a alta presion y criosustitucion (HPF-FS). Estas técnicas permiten una
preservacion de materiales altamente hidratados como son los exopolimeros, que raramente

pueden ser observados después de un proceso de fijacion quimica convencional.

Las Figuras 4-1, 4-11 y 4-III muestran las micrografias electronicas de S. livingstonensis
NF22', S, vesiculosa M7", Pseudoalteromonas sp. M4-2, Marinobacter guineae M3B',
Psychrobacter fozii NF23" y Psychrobacter Iuti NF11". Todas estas cepas, a excepcién de la
ultima, mostraron una gran cantidad de material extracelular secretado al medio externo. La
superficie celular se mostr6 rodeada de un halo definido y bien organizado, que consistia en
finas fibras dispuestas perpendicularmente a la pared de la célula (ver flechas de doble punta
en Figura 4-1, 4-11 y 4-1II, imagenes de la derecha). El grosor de esta capa era variable, asi
como la longitud, disposicion y distribucién de estas fibras poliméricas segin la cepa

analizada.

De igual manera, destacaba la abundante presencia de estructuras esféricas distribuidas tanto
alrededor de las células, como unidas a la membrana bacteriana, inmersas entre una red de
fibras poliméricas que se extendian entre las células (ver puntas de flechas, Figura 4-1, 4-11 y
4-1I1 en imégenes de la izquierda y estructuras esféricas en imagenes de la derecha). Estas
estructuras globulares presentaban diferentes tamafios que oscilaron entre 20 y 200 nm y
estaban formadas por una bicapa lipidica con las mismas caracteristicas que las observadas en

la membrana externa, lo cual sugiere que provendrian de dicha membrana.
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Shewanella vesiculosa M7"

Figura 4-I: Imagenes de MET de cortes ultrafinos de Shewanella livingstonensis NF22" y Shewanella
vesiculosa M7" preparadas por HPF-FS. Las imagenes de la izquierda muestran una vista general de
las células asi como vesiculas de membrana (ver puntas de flechas). Las imagenes de la derecha
muestran una vista ampliada de las células rodeadas por un halo de fibras (flechas doble punta) y
vesiculas de membrana dispersas alrededor de las células. Las fibras también se observan alrededor de
las vesiculas y la membrana externa bacteriana (flechas). (Imagenes izquierda, Barras 200 nm)
(Imégenes derecha, Barras 100 nm).
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Marinobacter guineae M3B"

Figura 4-1I: Imagenes de MET de cortes ultrafinos de Pseudoalteromonas sp. M4-2 y Marinobacter
guineae M3B preparadas por HPF-FS. Las imagenes de la izquierda muestran una vista general de las
células asi como vesiculas de membrana (ver puntas de flechas). Las imagenes de la derecha muestran
una vista ampliada de las células rodeadas por un halo de fibras (flechas doble punta) y vesiculas de
membrana dispersas alrededor de las células. Las fibras también se observan alrededor de las vesiculas
y la membrana externa bacteriana (flechas). El asterisco marca una protuberancia en la membrana
externa. (Imagenes izquierda, Barras 200 nm) (Imagenes derecha, Barras 100 nm).
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Psychrobacter luti NF11"

Figura 4-I1I: Imagenes de MET de cortes ultrafinos de Psychrobacter fozii NF23" y Psychrobacter luti
NF11" preparadas por HPF-FS. Las imagenes de la izquierda muestran una vista general de las células
asi como vesiculas de membrana (ver puntas de flechas). Las imagenes de la derecha muestran una
vista ampliada de las células. Para Psychrobacter fozii NF23" las células estdn rodeadas por un halo de
fibras (flechas doble punta) y vesiculas de membrana dispersas alrededor de las células. Las fibras
también se observan alrededor de las vesiculas y la membrana externa bacteriana (flechas). (Imagenes
izquierda, Barras 200 nm) (Imagenes derecha, Barras 100 nm).
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. T
Pseudomonas guineae M8

Figura 4-1V: Imagenes de MET de cortes ultrafinos de bacterias adaptadas al frio preparadas por HPF-
FS. Imagenes izquierda (Barra 200 nm), vista general de las células donde no se aprecian VME ni
material exopolimérico. Imagenes derecha (Barra 100 nm) ampliacion de las células.

En Pseudoalteromonas M4-2 (Figura 4-11, ver asterisco, imagen de la derecha) se pueden
apreciar protuberancias de la membrana externa que podrian representar un primer paso en la
formacion de las VME. Es de destacar que las VME aparecen recubiertas por unas fibras
similares a las observadas alrededor de las células bacterianas (ver flechas doble punta en

Figuras 4-1, 4-11 y 4-11I) y que podrian ser arrastradas durante su proceso de formacion.

65



Resultados

En electroforesis SDS-PAGE realizadas a las VME de S. vesiculosa M7", seguidas de tincién
de carbohidratos, se observo en la region superior de los geles, una banda que podria
corresponder a material polisacaridico capsular presente alrededor de las VME (Figura 5).
Esto nos sugiere que estas fibras poliméricas adjuntas a la membrana externa también fueron

incorporadas a las VME durante su formacion.

—
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Figura 5: Tincidon de glicoproteinas en gel de poliacrilamida con SDS, mostrando el perfil de las
vesiculas de membrana aisladas de Shewanella vesiculosa M7' (VME). La flecha indica la banda
tefiida ligeramente que corresponde a azucares. (C+) control positivo del Kit de glicoproteina
GelCode®.

En el caso de la cepa Pseudomonas deceptionensis M1" (Figura 4-IV), la naturaleza del
material extracelular excretado parece distinto. Se observan grandes acimulos intracelulares
de un material con baja densidad al haz de electrones, que se va acumulando en inclusiones
internas rodeadas de membrana, luego pasan al espacio periplasmatico y posteriormente se

libera al exterior. Cabe destacar que no se apreciaron vesiculas de membrana en esta cepa,

como tampoco se observo material exopolimérico en P. guineae M8" (Figura 4-1V).

2. Caracterizacion de VME de bacterias de la Antartida adaptadas al frio

Para estudiar el origen y la naturaleza de las VME, se procedio a su aislamiento a partir de
sobrenadantes de cultivos en medio TSB o Caldo Marino. Los cultivos se recogieron al final
de la fase exponencial para evitar la presencia de vesiculas o formaciones membranosas por

lisis celular.

2.1 Obtencion, tinciones negativas y perfil proteico de las VME

Una vez obtenidas las VME de cada cepa, se analizaron por microscopia electronica mediante

tinciones negativas. Asimismo, se determino su contenido en proteinas y se compar6 con el
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contenido proteico de la membrana externa de las células, mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS para poder determinar su origen. Para ello se escogieron cinco cepas de
distintos géneros: Shewanella vesiculosa M7", Pseudoalteromonas sp. M4-2, Marinobacter

guineae M3B", Psychrobacter fozii NF23" y Shewanella livingstonensis NF 227,

En la Figura 6 se muestran imagenes de MET de las VME aisladas de cada una de las 5 cepas
estudiadas después de realizar tinciones negativas. En algunas de las preparaciones las VME
se mostraron acompafiadas por flagelos bacterianos (ver flechas) que sedimentan
conjuntamente con las VME. El tamafio de las VME oscilaba entre 20 y 200 nm. También se
muestran los perfiles electroforéticos de las VME (MV) y de la membrana externa (OM) de
las diferentes cepas con el objetivo de comparar las proteinas presentes en ambas estructuras y

determinar si las VME derivan como cabe esperar de la membrana externa bacteriana.

En estos geles fue relevante la presencia de bandas de proteinas en la fraccion de VME, que
migraron junto con proteinas que estaban presentes en la fraccidn de membrana externa,
ademas en el perfil proteico de la membrana externa se detectaron proteinas adicionales que

no estaban presentes en VME.
Para el caso de las cepas, S. livingstonensis NF22", S. vesiculosa M7y Pseudoalteromonas

sp M4-2, se observaron bandas de proteinas sobreexpresadas sélo en la fraccion de VME (ver

asteriscos).
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Pseudoalte}’oménas sp. M4.2
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Figura 6: Imagenes de MET de tinciones negativas de las VME de 5 cepas de la Antartida y perfil
electroforético de las proteinas de VME y de la membrana externa, en geles de poliacrilamida (12%),
tefiidos con azul de Coomassie. (OM) (outer membrane)-Fraccion de membrana externa. (MV)
(membrane vesicles)-Fraccion de vesiculas de membrana. (MW)-Marcador de peso molecular
expresado en kilodaltons (kDa). Los asteriscos indican polipéptidos que fueron sobreexpresados en la
fraccion de vesiculas de membrana y las flechas indican flagelos. Barras 200 nm.
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2.2 Influencia de la temperatura en las VME de S. livingstonensis NF22"

La gran cantidad de vesiculas de membrana detectada en estas cepas antarticas adaptadas al
frio, hizo pensar que pudieran tener alguna relacién con la adaptacidon a la temperatura de
incubacidn. Para estudiar el efecto de la temperatura de incubacion sobre la produccion de
VME, se realizaron varios ensayos. Se determind la influencia de la temperatura en la
estructura de las VME, en la cantidad de VME producidas y en el tipo de proteinas contenidas

en las VME. Seguidamente se muestran los resultados obtenidos.

2.2.1 Estudio estructural a diferentes temperaturas

El analisis estructural de las VME de la cepa S. livingstonensis NF22" se realizo por MET
mediante la observacion de cortes ultrafinos obtenidos a partir de colonias crecidas en placas
de TSA e incubadas a las temperaturas de 4, 10 y 18°C. Las colonias se sometieron a un
proceso previo de criofijacion a alta presidon y criosustitucion (HPF-FS) para preservar al

maximo la estructura de las VME.

La Figura 7 muestra una imagen representativa de las VME producidas a cada una de las
temperaturas estudiadas. La cepa S. livingstonensis NF22' produjo VME a las tres
temperaturas ensayadas, aunque vario el tamafio y distribucidén de las mismas. A 4 °C, las
VME presentaron un tamafio muy regular, con didmetro medio de 26,6 nm (Tabla 3) y se
distribuyeron uniformemente entre células. Ademas, se observaron claramente las finas fibras
que rodeaban a las células, cuya longitud fue de 56,2 nm y dichas fibras también rodeaban las

VME y formaban un entramado o red conteniendo las numerosas VME.

Similares resultados fueron observados a 10 °C, mientras que las mayores diferencias se
obtuvieron a 18 °C. A esta temperatura se notd6 menor presencia de VME y ademads
presentaron cambios en su morfologia siendo de mayor tamafio y mas irregulares, con un
diametro promedio de 40,2 nm (Figura 7, 18 °C) (Tabla 3). Por otra parte, a 18 °C también se
observaron las finas fibras que rodeaban a las células, s6lo que mas difusas y delgadas en
comparacion a las obtenidas a bajas temperaturas (4 °C), con una longitud media de 22,4 nm.

También se apreciaron células mas alargadas de tipo filamentoso y la presencia de unas
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estructuras vesiculares de mayor tamafio que el definido para VME (aproximadamente 500
nm) y que podrian corresponder a esferoplastos. Estas estructuras se mostraron junto a las

células o independientes de los filamentos celulares (Figura 7, 18 °C, ver flecha).

Figura 7: Imagenes de MET de cortes ultrafinos realizados a partir de colonias de Shewanella
livingstonensis NF22" crecida en TSA a diferentes temperatura de incubacién y sometidas a un
proceso de HPF-FS (Barras 200 nm). La flecha indica presencia de un esferoplasto.
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Tabla 3. Dimensiones de las VME (didmetro en nm) y longitud de las fibras (nm) de S. /ivingstonensis

NF22" crecida en TSA a diferentes temperaturas de incubacion.

Vesiculas de Membrana

Fibra capsular

Temperaturas | Media | Desviacion | Varianza Media | Desviacion
(n=150) estandar (n=60) estandar
4°C 26.6 34 12.1 56.2 5.1
10°C 27,6 3.9 15.4 53.0 7.2
18°C 40.2 14.5 211.4 22.4 4.3

2.2.2 Cuantificacion de las VME a distintas temperaturas

La cuantificacion de VME de S. livingstonensis NF22', se realiz6 sobre las VME recogidas a
partir de cultivos liquidos de TSB al final de la fase exponencial de crecimiento para evitar la
lisis celular. La cuantificacion se realizo de acuerdo al protocolo descrito por McBroom y
colaboradores, (2006), utilizando el reactivo fluorescente FM4-64, que se une especificamente
a membranas lipidicas. Los resultados se expresaron con el valor relativo de unidades de

fluorescencia respecto al numero total de células del cultivo del cual se obtuvieron las VME.

La Figura 8 muestra los valores alcanzados en la cuantificacion de VME obtenidas a
diferentes temperaturas. El mayor valor de VME se obtuvo a temperaturas bajas (4 °C) siendo
aproximadamente de 100 UF/UFC. La cantidad de VME producida por S. livingstonensis
NF22" fue disminuyendo al aumentar la temperatura aunque las diferencias registradas no

fueron significativas en los dos ensayos realizados.
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Figura 8: Diagrama de cuantificacion de VME de S. livingstonensis NF22" obtenidas a partir de
cultivos en TSB a diferentes temperaturas. La produccion de VME se ha calculado dividiendo la
fluorescencia (UF) por las unidades formadoras de colonias (UFC) (n=2).

2.2.3 Analisis del contenido proteico de las VME

La Figura 9 muestra el perfil electroforético de las proteinas de VME de S. livingstonensis

NF22", producidas a diferentes temperaturas.

El perfil de las VME reveld la presencia de 10 bandas proteicas principales con pesos
moleculares de 109 kDa, 81 kDa, 66 kDa, 55 kDa, 48 kDa, 44 kDa, 42 kDa, 34 kDa, 32 kDa y
24 kDa.

En el analisis del gel destaco la presencia de al menos 3 bandas de proteinas correspondientes
a 55 kDa, 34 kDa y 24 kDa (ver flechas en Figura 9), que se sobreexpresaron a 4 y 10 °C, en
comparacion con las obtenidas a 18 °C. Se pudo comprobar que las bandas con peso
molecular de 34 kDa correspondian a proteina flagelar, ya que quedé eliminada de la fraccion
de VME después de purificar las VME mediante ultracentrifugacion en experimentos

posteriores.
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Figura 9: Comparacion de los perfiles electroforéticos en geles de poliacrilamida con SDS de las
proteinas presentes en VME de S. livingstonensis NF22" producidas en medio TSB a 4, 10 y 18 °C.
(MW) marcador de peso molecular en kilodaltons. Las flechas indican las proteinas sobreexpresadas a
bajas temperaturas.

2.2.4 Composicion de acidos grasos de VME

La determinacion de acidos grasos en las diferentes fracciones procedentes del cultivo de

S. vesiculosa M7" se realizé mediante cromatografia de gases.

La Tabla 4 muestra las variaciones cuantitativas de los principales dcidos grasos encontrados
en células y VME obtenidas de la cepa M7". En la fraccion celular se observaron los descritos
previamente en la caracterizacién taxonémica de la cepa S. vesiculosa M7", destacando la
presencia de acidos grasos mayoritarios como el Summed Feature 3 (Ci¢:1 wrc y/0 180-Cjs:o 2-
OH) con (21,10%); el Ci3.0 iso (12,42%); el Cjs:0 iso (10,91%); el 4acido hexadecanoico (Cj¢.0)
(8,59%); heptadecenoico (Ci7:1 wse) (7,15%) y el &cido pentadecanoico (Cis.o) (6,27%).
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Tabla 4: Cantidades relativas de acidos grasos (%) presentes en células y VME de Shewanella
vesiculosa M7"

Acidos grasos Células VME
Cia0 3.12 6.41
Ci2:030m 4.23 -
Ciz0 1.81 -
Ciz0150 12.42 17.15
Ci3:015030H 3.78 7.15
Cia0 5.33 4.04
Ciso 6.27 6.72
Cis:0150 10.91 12.92
Cis:1 wee 1.27 -
Cieo 8.59 11.35
Ci7:0 3.80 3.31
Ci7:1 wse 7.15 4.80
Cis:1 woe 1.44 -
Cis:1 wre 1.02 -
Summed Feature 2* 1.18 -
Summed Feature 3** 21.10 23.06
Desconocido 12.484 - -

* Summed Feature 2 contiene C4. ¢3.0n1 /0 Cis. 1150 Y ¥* Summed Feature 3 contiene Cig.; w7c /0 Cis.0 150 2-0H,

(son grupos de acidos grasos que no pueden ser separados por cromatografia gaseosa).

Cabe sefialar que los acidos grasos mayoritarios en células también estan presentes con poca
variacidn cuantitativa en la fraccion de las VME aisladas. Esta similitud en la composicion de
ambas fracciones es debido al origen de estas estructuras que provienen de membrana externa

y en su formacidn arrastran compuestos propios de las células.
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2.2.5 Estudio proteémico de las VME de S. livingstonensis NF22' a diferentes

temperaturas

Para identificar las principales proteinas que conforman las VME de S. livingstonensis NF22"
y poder determinar su relacion con las bajas temperaturas, se realizo un estudio protedmico de
las mismas. Se escogieron VME producidas a 4 y 16 °C, las cuales fueron aisladas de los
sobrenadantes de los cultivos en TSB segin lo comentado anteriormente en Materiales y
Métodos, mediante un proceso de centrifugacidon a alta velocidad. Posteriormente, las VME
fueron purificadas mediante ultracentrifugacion en gradiente de Optiprep® para eliminar

posibles contaminantes como los flagelos.

Una vez purificadas, las VME fueron sometidas a electroforesis en geles desnaturalizantes de
una dimension (1D-SDS-PAGE 12,5%). Las principales bandas cortadas del gel, fueron
digeridas con tripsina y los péptidos fueron separados en un cromatédgrafo liquido acoplado a
un espectrometro de masas (Cap-LC-nano-ESI-Q-TOF, Micromass-Wasters). Los datos se
generaron en formato PKL y se realiz6 la busqueda con el buscador MASCOT utilizando las

base de datos NCBI/all y NCBI/Bacterias.

Tal como se observa en la Figura 10A, tanto a 4 °C como a 16 °C se pudieron visualizar al
menos 10 bandas de proteinas después de tincion con azul de Coomassie. De forma general, el
patron de bandas proteicas fue similar para ambas condiciones. Sin embargo, fueron
observadas variaciones en la expresion de algunas bandas en funcién de la temperatura. A 4
°C, se observd un ligero incremento en las bandas de proteinas marcadas con los nimeros 3, 8
y 10 (ver circulos rojos en Figura 10A), mientras que las bandas 2, 5, 7 y 9, fueron

sobreexpresadas a 16 °C (ver circulos azules en Figura 10A).

En la Figura 10B se muestran imagenes de MET de las VME después de tincidén negativa.
Como ya se habia observado en las imagenes de MET de los cortes ultrafinos, las VME
corresponden a esferas lipidicas con tamafios variables que oscilan entre los 20 y 150 nm. En
este caso las VME han sido producidas en medio liquido y los tamafios de las VME obtenidas
a 4 °C parecen ser mayores y mas variables que los observados en cortes de colonias crecidas

en TSA a la misma temperatura.
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Figura 10: A) Perfil electroforético en gel 1D SDS-PAGE, de las proteinas presentes en VME aisladas
de S. livingstonensis NF 22", Peso molecular (MW) en kilodaltons (kDa). Los nimeros a la derecha
indican las principales bandas proteicas cortadas del gel para realizar el analisis proteémico. B)
Micrografias por tincion negativa realizadas a las VME a diferentes temperaturas. Barras 200 nm.

En la Tabla 5 se detallan las proteinas identificadas en VME de S. linvingstonensis NF22".
Destacan la presencia de proteinas de membrana externa involucradas en procesos celulares,
como los receptores TonB dependientes, porinas, proteinas de secrecion tipo I y lipoproteinas.
A la temperatura mas elevada fueron identificadas diferentes proteinas de membrana externa
involucradas en procesos metabodlicos, asi como en la degradacién de compuestos aromaticos
y en el transporte de acidos grasos de cadena larga. Ademas, se observaron abundantes
proteinas periplasmicas, incluyendo precursores periplasmaticos bifuncionales con actividad
UDP-azucar hidrolasa/5 -nucleotidasa y el precursor de proteina periplasmatica de unién a
fosfato. También fue identificada una sola proteina citoplasmatica que correspondié al factor
de elongacidn-traslacion GTPasa, asi como la presencia de algunas proteinas todavia sin

caracterizar.
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Por otra parte, las bandas ligeramente sobreexpresadas a 4 °C correspondieron a proteinas

homodlogas de receptores TonB dependientes, porinas, precursores de proteinas periplasmatica

de unidon fosfato, una proteina conteniendo el dominio peptidasa M16, ademds de una

lipoproteina I de membrana externa y una proteina homologa de una proteina presuntamente

de Shewanella frigidimarina (Sfri_3402).

Tabla 5: Proteinas de las VME de Shewanella livingstonensis NF22" identificadas a partir de un gel de
electroforesis monodimensional.

*Banda Descripcion Numero Valor | Cobertura Péptidos Especies
no. Acceso Mowse (%) coincidentes

1 Proteina receptora dependiente de 2i|114563586 207>53 5 8 Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|1120598453 | 185>53 3 4 Shewanella sp. W3-18-1
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|114563641 176>53 3 4 Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|114561796 135>53 4 3 Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB
Precursor periplasmaticos 2i/91793491 112>53 4 2 Shewanella denitrificans OS217
bifuncional con actividad UDP-
azucar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Proteina hipotética Sfri 2571 2i|114563737 101>53 3 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
Precursor periplasmatico 2i|15642173 94>53 3 2 Vibrio cholerae N16961
bifuncional con actividad UDP-
azicar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Precursor periplasmatico 2i|149192364 94>53 3 2 Vibrio shilonii AK1
bifuncional con actividad UDP-
azicar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Proteina receptora dependiente de 2i|170726911 66>53 2 2 Shewanella woodyi ATCC 51908
TonB
Proteina hipotética 2i|120598430 53>53 2 2 Shewanella sp. W3-18-1
Sputw3181 1613

2 Precursor periplasmatico 2i/91793491 230>53 7 8 Shewanella denitrificans OS217
bifuncional con actividad UDP-
azucar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Precursor periplasmatico 2i|114563480 193>53 8 5 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
bifuncional con actividad UDP-
azicar hidrolasa/5 -nucleotidasa
Precursor periplasmatico gi|15642173 148>53 3 3 Vibrio cholerae N16961
bifuncional con actividad UDP-
azicar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Precursor periplasmatico 2i|149192364 148>53 3 3 Vibrio shilonii AK1
bifuncional con actividad UDP-
azicar hidrolasa/5 "-nucleotidasa
Proteina de canal idnico 2i[92115219 54>53 1 1 Chromohalobacter salexigens DSM
mecanosensible MscS 3043
Hidrolasa UDP-aziicar 2i|119468684 54>53 1 1 Alteromonadales bacterium TW-7
Transportador putativo 2i[26989506 53>53 1 2 Pseudomonas putida KT2440

3 Proteina receptora dependiente de gi|114563586 334>52 10 9 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|114563641 297>52 5 6 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|109899987 133>52 2 2 Pseudoalteromonas atlantica T6c
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|114561796 132>52 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i]120598453 120>52 2 4 Shewanella sp. W3-18-1
TonB
Proteina receptora dependiente de 2i|114563610 89>52 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB 400

TonB
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Peptidasa, familia M16 2i|114562249 68>52 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Receptor de membrana externa 2i[229240126 61>52 1 1 Chitinophaga pinensis DSM 2588

4 Receptor de sideroforos dependiente | gi|114565192 392>52 15 7 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
de TonB
Receptor de sideroforos dependiente | gi|120600832 348>52 12 8 Shewanella sp. W3-18-1
de TonB
Receptor de sideroforos dependiente | gi|114564869 254>52 7 4 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
de TonB
Receptor de sideroforos dependiente | gi|117922558 234>52 11 7 Shewanella sp. ANA-3
de TonB
Receptor de sideroforos dependiente | gi|114564386 147>52 3 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
de TonB
Factor de elongacion-traslacion 2i|149773203 57>52 4 1 Shewanella livingstonensis
GTPasa

6 Porina O y P, selectiva a fosfato gi[114565185 421>53 24 11 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Porina O y P, selectiva a fosfato £i|91792000 198>53 16 6 Shewanella denitrificans OS217
Proteina, familia TolB 2i|114562639 95>53 7 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Proteina TolB 2i|91792752 69>53 7 3 Shewanella denitrificans OS217
Reductasa 7-ciano-7-deazaguanina 2i|119899798 65>53 2 1 Azoarcus sp. BH72

7 Proteina transportadora de acidos 2i|149675710 185>53 14 5 Shewanella livingstonensis
grasos de cadena larga
Proteina de secrecion de membrana 2i[219806612 159>53 12 5 Shewanella livingstonensis
externa Tipo I, familia TolC
Porina O y P, selectiva a fosfato 2i|114565185 136>53 6 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Proteina reguladora de hierro 2i|164454447 124>53 6 2 Shewanella livingstonensis
Proteina de canal de membrana 2i|164454447 121>53 9 4 Shewanella sediminis HAW-EB3
externa
Proteina de secrecion de membrana 2i|164454447 121>53 10 4 Shewanella piezotolerans WP3
externa Tipo I, familia TolC
Porina O y P, selectiva a fosfato 2i/91792000 70>53 2 1 Shewanella denitrificans OS217
Proteina hipotética 2i|149773199 63>53 5 2 Shewanella livingstonensis
Lipoproteina putativa 2i/91792084 52>53 2 1 Shewanella denitrificans OS217
Proteina PilZ ensamblaje a pilus 2i|91792394 51>53 1 1 Shewanella denitrificans OS217
Tipo IV

8 Porina gi|114561689 690>52 40 23 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Proteina periplasmatica de unién 2i[33592211 124>52 15 5 Bordetella pertussis Tohama 1
fosfato
Proteina periplasmatica de unién 2i|163857838 121>52 14 5 Bordetella petrii DSM 12804
fosfato
Lipoproteina I de membrana externa | gi|3201826 52>52 13 1 Pseudomonas oleovorans

9 Proteina de membrana involucrada 2i|114564966 90>62 5 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
en la degradacion de hidrocarbonos
aromaticos

10 Proteina hipotética Sfri_3402 2i|114564563 129>53 18 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400

Valores individuales >n indican identidad u homologia (p<0,05)
* Numeros de banda estan indicados en la Figura 10A

2.2.6 Estudio proteomico de las VME de S. vesiculosa M7"

Para identificar las principales proteinas presentes en las VME de S. vesiculosa M7' y

determinar si la temperatura influia en el contenido proteico de las mismas, se realizd un

estudio protedmico. Para ello, se procedid a la purificacion de las VME mediante gradientes

de Optiprep® y posterior ultracentrifugacion. Se recogieron fracciones de 1-2 ml del

gradiente correspondiente a las muestras de VME obtenidas a 4 y 16 °C y fueron visualizadas

por electroforesis SDS-PAGE, tal como se observan en la Figura 11A, 11B (4 °C) y Figura

12A y 12B (16 °C). Las fracciones de VME que presentaban el mismo perfil electroforético se

unieron (fracciones 3-7 y fracciones 10-13) y fueron dializadas y concentradas para realizar el
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estudio protedmico a partir de geles 1D-SDS-PAGE. Se realizd una observacion al
microscopio electronico después de tincion negativa para observar el contenido de las
fracciones unidas. Efectivamente las fracciones 3-7 correspondian a VME (Figura 11C y
Figura 12C), mientras en las fracciones 10-13 se visualizaba un gran contenido de flagelos
(Figura 11D y Figura 12D), por lo que para el estudio protedmico se tomo el conjunto de las

fracciones 3-7.

T 29 B e 7~ 160y 5 e 11 12 13 1
N J H_J
Y
C Fracciones 3-7 D Fracciones 10-13

1 PREY A~ - -
Figura 11: (A-B) Perfiles electroforéticos en geles SDS-PAGE de las fracciones de VME de S.

vesiculosa M7" obtenidas a 4 °C y separadas del gradiente de Optiprep®. (C-D) Imagenes de MET de
tinciones negativas de las fracciones que se indican después de unirlas, dializarlas y concentrarlas.

80



Resultados

A B
A_i l_.__k—— ------ —"‘* T e
-_ -——
:;—wp E e e — — -
T DI 5 6 7 8.9 10 |11 1peowig oo
N J "
" Y

D Fracciones 10-13

S NP S e

Figura 12: (A-B). Perfiles electroforéticos en geles SDS-PAGE de las fracciones de VME de S.
vesiculosa M7" obtenidas a 16 °C y separadas del gradiente de Optiprep®. (C-D) Imagenes de MET de
tinciones negativas de las fracciones que se indican después de unirlas, dializarlas y concentrarlas.

A partir de las vesiculas purificadas obtenidas a ambas temperaturas se realizd un gel
monodimensional SDS-PAGE cuya imagen se muestra en la Figura 13. Se cortaron diferentes
fracciones (indicadas con recuadros y numeros), que fueron digeridas con tripsina y los
péptidos obtenidos se separaron e identificaron utilizando un cromatégrafo liquido acoplado a
un espectrometro de masas (Cap-LC-nano-ESI-Q-TOF). Los datos obtenidos se generaron en
formato PKL y con estos ficheros se realizd la busqueda en MASCOT. Utilizando las bases

de datos NCBi/all y NCNi/Bacteria.
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Figura 13: Gel de electroforesis monodimensional de las proteinas presentes en las fracciones
purificadas de las VME de S. vesiculosa M7" aisladas a diferentes temperaturas. Los niimeros indican
los cortes realizados al gel para obtener las bandas que luego se tripsinizaron y con las que se realizd
el analisis protedmico. (MW) Marcador de peso molecular.

Los perfiles electroforéticos de las VME obtenidas a 4 y 16 °C fueron similares y aunque
algunas fracciones (secciones 1, 10, 11, 12 y 13) parecen ligeramente sobreexpresadas a 4 °C,
resulta dificil poder afirmar cudles de las proteinas contenidas en dichas bandas pueden estar

sobreexpresadas a bajas temperaturas.

En general, se obtuvieron buenos espectros de masas para la mayoria de las muestras.
Algunos de ellos, no dieron resultados en la identificacién, ya que no se dispone aiun de la
secuencia del genoma de S. vesiculosa M7". Cada fraccién cortada del gel estaba formada por

una mezcla de proteinas cuya descripcion se muestra en la Tabla 6.
. . . T <7 .7
Debido a la falta de genes secuenciados en S. vesiculosa M7, se realiz6 una comparacion de

la huella peptidica entre especies para identificar las proteinas presentes en las VME. Las

proteinas presuntivamente identificadas fueron principalmente proteinas de membrana externa
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implicadas en varios procesos celulares, como proteinas del complejo receptor dependiente de
TonB, de receptores sider6éforos dependientes de TonB, proteinas de secrecion de membrana
externa Tipo I, de la familia TolC, porinas, proteinas involucradas en la degradacion de
hidrocarburos aromadticos y proteinas transportadoras de acidos grasos de cadena larga.
Ademas se detectaron proteinas presentes en membrana externa como la OmpA, proteinas
asociadas a canales en la membrana externa y otras especificas de canales para nucledsidos
asi como proteinas transportadoras de los mismos. Destacan la presencia de peptidasas,
citrocromo ¢ oxidasa, ATP sintasa y proteinas receptora de la familia hemo/hemoglobina
dependiente de TonB. También se detectaron proteinas de periplasma principalmente

proteasas. Asimismo, se detectaron proteinas poco caracterizadas y de funcion desconocida.

Tabla 6: Proteinas presentes en las VME de Shewanella vesiculosa M7" identificadas a partir de un gel
de electroforesis monodimensional.

Banda* Descripcion Numero Valor Cobertura Péptidos Especies
No. Acceso Mowse (%) coincidentes

Proteina receptora gi|114563586 181>54 4 4 Shewanella frigidimarina NCIMB400

dependiente de TonB

Receptor de sider6foros 2i|114565192 224 > 5 4 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 53 400

Receptor de sider6foros 2i|114565001 174> 53 6 3 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Proteina receptora 2i[117921820 99> 53 1 1 Shewanella sp. ANA-3

dependiente de TonB, plug

Proteina receptora 2i|114565138 092> 53 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Proteina receptora 2i|114563794 81> 53 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Receptor de sider6foros 2i|120600832 75> 53 2 1 Shewanella sp. W3-18-1

dependiente de TonB

Proteina hipotética gi|157374832 69> 53 1 1 Shewanella sediminis HAW-EB3

Ssed 1693

Proteina receptora 2i|114563794 | 232> 54 5 3 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Proteina hipotética 2i|114563396 169> 54 9 4 Shewanella frigidimarina NCIMB

Sfri 2225 400

Proteina receptora gi|114563586 131>4 2 3 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Proteina hipotética 2i|114561759 74> 54 3 1 Shewanella frigidimarina NCIMB

Sfri 0573 400

Porina O y P, selectiva a 2i|114565185 313> 54 16 6 Shewanella frigidimarina NCIMB

fosfato 400

Proteina receptora gi[114562015 111>54 3 4 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400

Proteina receptora 21|294142208 88>54 2 1 Shewanella violacea DSS12

dependiente de TonB

Aminopeptidasa putativa 2i|196158828 68>54 1 1 Alteromonas macleodii “Deep

dependiente de Zn™ ecotype”

Antigeno de superficie (D15) | gi|114562456 64>54 6 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
400

Proteina receptora gi|114563794 57>54 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB

dependiente de TonB 400
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5 Proteina hipotética Sfri_1465 | gi|114562642 173>54 10 8 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
Proteasa DO gi|114564523 79>54 6 1 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
Porina gi|157373416 63>54 8 3 Shewanella sediminis HAW-EB3
6 Receptor de sideroforos 2i|126176544 131>54 2 2 Shewanella baltica OS155
dependiente de TonB
Proteina de membrana 2i|114563852 131>54 5 10 Shewanella frigidimarina NCIMB
involucrada en la 400
degradacion de
hidrocarbonos arométicos
Proteina de canal de 2i|114564493 99>54 3 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
membrana externa 400
Proteina receptora 2i|114563641 67>54 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
dependiente de TonB 400
Porina O y P selectiva a 2i|11456518 62>54 2 1 Shewanella frigidimarina NCIMB
fosfato 400
7 Porina hipotética Sfri_1465 £i|219806616 274>53 13 6 Shewanella livingstonensis
Peptidasa M28 2i|114564059 103>53 5 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
8 Porina gi|114561689 526>54 32 10 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
Receptor de sider6foros 2i|304412684 147>54 5 4 Shewanella baltica OS183
dependiente de TonB
OmpA/MotB 2i|114564063 106>54 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
9 Receptor de sideroforos 2i[114565192 107>52 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
dependiente de TonB 400
Proteina receptora 2i|114561796 85>52 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB
dependiente de TonB 400
Transportador de nucledsidos | gi|114562178 71>52 5 1 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
Oligopeptidasa prolil 2i|114563326 63>52 3 1 Shewanella frigidimarina NCIMB
peptidasa S9 400
Citocromo C oxidasa, tipo gi|114563184 61>52 13 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
cbb3, subunidad III 400
10 Porina gi|114561689 566>54 33 9 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
Proteina receptora gi|167623853 171>54 4 2 Shewanella halifaxensis HAW-EB4
dependiente de TonB
Proteina receptora 2i|170726911 124>54 4 2 Shewanella woodyi ATCC 51908
dependiente de TonB
11 Proteina de membrana 21/66275662 85>55 6 2 Vibrio parahaemolyticus
externa
Proteina formadora de canal gi|114562179 85>55 6 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
especifico para nucledsidos, 400
Tsx
12 Proteina de la familia de 2i|170728329 91>54 3 2 Shewanella woodyi ATCC 51908
receptores
hemo/hemoglobina
dependiente de TonB
Proteina integral de gi|21224702 56>54 2 2 Streptyomyces coelicolor A3(2)
membrana
13 OmpA/MotB 2i|114562640 61>53 12 2 Shewanella frigidimarina NCIMB
400
14 Proteina de la familia de 2i|120599996 161>54 4 2 Shewanella sp. W3-18-1
receptores
hemo/hemoglobina
dependiente de TonB
Proteina receptora 2i|114562004 105>54 2 1 Shewanella frigidimarina NCIMB400

dependiente de TonB, plug
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15 Proteina de secrecion de 2i114561620 184>51 6 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
membrana externa Tipo I,
familia TolC
Proteina translocadora Na(+) | gi|114562127 116>51 7 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
-NADH-quinona reductasa
subunidad A
Proteina hipotética 21114563395 107>51 4 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
Sfri 2224

16 OmpA 2i|114564063 70>51 3 1 Shewanella livingstonensis

17 Proteina hipotética 2i[114563792 222>52 19 4 Shewanella frigidimarina NCIM400
Sfri 2626
FOF1 ATP sintasa, subunidad | gi|114565198 130>52 14 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
delta

Valores individualess >n indican identidad u homologia (p<0,05)
* Ntmeros de las bandas de acuerdo a lo indicado en la Figura 13.

3. Cribado para detectar actividad emulsionante en cultivos de bacterias de la Antartida
adaptadas al frio

Como se ha comentado anteriormente, nuestro grupo de trabajo estd implicado en el proyecto
del Ministerio CTQ2010-21183-C02-01, concretamente en el desarrollo de nuevos
emulsionantes bioldgicos poliméricos. En trabajos anteriores del grupo, se habia demostrado
que la cepa antértica P. antarctica NF5', también de aspecto altamente mucoso, producia una
gran cantidad de material extracelular con actividad emulsionante. Tomando como base estos
estudios anteriores, se procedio a determinar la capacidad emulsionante de las cepas antarticas

aisladas y clasificadas previamente por nuestro grupo de trabajo.

Se plante6 inicialmente la deteccion de actividad emulsionante en los cultivos liquidos del
conjunto de cepas de origen antértico. Dicha actividad, se determiné a partir del cultivo de las
cepas, crecidas en medio minimo mineral MMS5 y Caldo Marino, después de 7 dias de
incubacién a 10 °C. La actividad emulsionante se midi6 en el cultivo completo, en el
sobrenadante una vez separadas las células y en la fraccion del lavado de las células con una

solucion Ringer Y4. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

El muestreo se realizd con 9 cepas y 5 de ellas mostraron capacidad emulsionante frente al
n-hexadecano, tales como: Shewanella livingstonensis NF22', Shewanella vesiculosa M7",
Pseudoalteromonas sp. M4-2, Pseudomonas deceptionensis M1" y Pseudoalteromonas
antarctica NFs'. Por otra parte, las bacterias Psychrobacter luti NF117, Psychrobacter fozii
NF23", Pseudomonas guineae M8" y Marinobacter guineae M3B", no formaron emulsion. Se
considerd una actividad emulsionante positiva, cuando el n-hexadecano quedd emulsionado

en la fase acuosa y la emulsion se mantuvo estable durante 1 h (Figura 14).
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Figura 14: Ensayo de actividad emulsionante del sobrenadante de Shewanella vesiculosa M7" frente al
n-hexadecano. 1) Control negativo: Agua-hexadecano. 2) Lavado de células (P. guineae MS8")-
hexadecano. 3) Lavado de células (S. vesiculosa M7")-hexadecano.

La fraccion correspondiente al lavado de las células fue la que mostré mayor capacidad de
emulsion en todas las cepas estudiadas. La tension superficial del sobrenadante oscilé entre 41
y 62 mNm™, siendo las cepas S. vesiculosa M7y Pseudomonas deceptionensis M1" las que
alcanzaron menores valores (41 mNm™). Las cepas que no mostraron actividad emulsionante
0 muy escasa, también mostraron un crecimiento escaso en el medio de cultivo ensayado,
excepto Marinobacter guineae M3B', que practicamente no mostré actividad emulsionante

pero su crecimiento fue bueno en el medio de Caldo Marino utilizado.
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4. Estudio de la capacidad emulsionante de distintas fracciones del cultivo de bacterias
de la Antartida adaptadas al frio

Al observar en el estudio estructural mediante microscopia electronica que el material
exopolimérico que producen estas cepas adaptadas al frio es complejo y estd formado por
VME vy fibras capsulares, se procedio a realizar un segundo muestreo a partir de siete cepas,
con el objetivo de detectar qué fraccion del material extracelular pudiera ser la responsable de

la presencia de actividad emulsionante frente al #n-hexadecano.

La actividad emulsionante se analizé a partir de diferentes fracciones separadas de los cultivos
en medio MMS5 a 10 °C. Concretamente se determind la capacidad emulsionante del
sobrenadante sin células, de la fraccion del lavado de las células con Ringer 4 para arrastrar
el material polimérico capsular adherido a las células y la capacidad emulsionante de las
VME separadas a partir del sobrenadante mediante centrifugacion a alta velocidad. La
actividad emulsionante se midi6 a dos tiempos, 1 y 24 h para determinar la estabilidad de las
emulsiones (Tabla 8). Las cepas S. vesiculosa M7", Pseudoalteromonas antarctica NF3' y
Pseudoalteromonas sp. M4-2, mostraron altos porcentajes de emulsion frente al n-hexadecano
(>60%) en todas las fracciones del cultivo ensayadas, ademdas estas emulsiones se
mantuvieron estables por mas de 24 h. Por otra parte, S. livingstonensis NF22" mostr6
también una elevada capacidad emulsionante en las fracciones del lavado de células y VME,
pero no en el sobrenadante completo en el que los valores fueron inferiores al 32% y no se
mantenian estables. La cepa Pseudomonas M1" mostré una buena capacidad emulsionante
(>60%) y estable en el plazo de 24 h so6lo en la fraccion del lavado de células aunque las
fracciones restantes presentaron porcentajes de emulsidon menores, mientras que la cepa
Marinobacter guineae M3B' mostr6 muy buena capacidad emulsionante (>80%)

exclusivamente en la fraccion del lavado de las células.

Es de destarcar que es particularmente atractivo el estudio de estas cepas no sélo por su
adaptacion a crecer a bajas temperaturas sino que ademds son productoras de material
extracelular con presencia de capsula y VME, en el que se ha detectado actividad

emulsionante frente al n-hexadecano.
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5. Estudio del crecimiento y actividad emulsionante de Shewanella vesiculosa M7"

Basandonos en la capacidad del material extracelular de producir emulsiones estables frente al
n-hexadecano, se selecciond la cepa S. vesiculosa M7, para continuar los estudios. En el
transcurso del crecimiento en medio MMS5 durante 8 dias, se extrajeron muestras y se realizé
un estudio cinético de crecimiento a diferentes intervalos de tiempo, asi como de la actividad

emulsionante.

La Figura 15 muestra la dindmica de crecimiento de la cepa Shewanella vesiculosa M7" en
medio MMS5 a 10 °C y los valores de pH alcanzados. La fase exponencial comenzé pasadas
las 12 horas de inoculacién y llegé alcanzar un maximo de 7,3 x 10® ufc/ml a las 96 h. Luego,
las células entraron en una larga fase estacionaria hasta las 144 h, donde finalmente ocurri6 un
decrecimiento de viables que marco la fase de muerte celular. A medida que disminuy6 la
viabilidad celular, también bajaron los valores de pH en el medio, de un valor inicial de 6,2 a

4,6 después de las 170 horas.

La actividad emulsionante en el sobrenadante se detectd a partir de las 24 h, coincidiendo con
la fase exponencial de crecimiento de la cepa. Esta actividad aumento6 asociada al crecimiento
hasta llegar a un valor maximo frente a n-hexadecano del 70% y se obtuvo en la fase
estacionaria de crecimiento de la cepa (144 h). Finalmente al comenzar la fase de muerte

celular, se observo un decrecimiento del porciento de emulsion.
Por otra parte, la tension superficial del sobrenadante medida mediante el método del anillo

no mostrd descensos en el medio MMS durante el crecimiento de la cepa analizada. La

tension superficial oscild entre 54 y 74 mNm™ durante todo el cultivo.
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Figura 15: Cinética de crecimiento y actividad emulsionante de la cepa Shewanella vesiculosa M7" en
medio MMS5 a 10 °C.

6. Caracterizacién quimica del EPS de Shewanella vesiculosa M7"

6.1 Obtencién del EPS de S. vesiculosa M7"
El material extracelular se obtuvo al finalizar la fase exponencial de crecimiento de la cepa

S. vesiculosa M7" en medio MM5 a 10 °C, donde se alcanzé la méxima actividad

emulsionante. Para la recuperacion del EPS se realizaron sucesivas operaciones de
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centrifugado del cultivo, filtracion tangencial de 0,45 um, concentracion de la muestra y
dialisis a través de membranas de 10 kDa. Finalmente el concentrado fue sometido a

liofilizacién durante 3 dias para su posterior caracterizacion quimica.

La Figura 16 muestra la imagen de tincion negativa captada a través de MET del liofilizado
de la cepa. Se puede apreciar el aspecto complejo del EPS de S. vesiculosa M7", integrado por

material extracelular liberado al medio, acompaifiado de abundante presencia de VME.

Figura 16: Imagen de MET de tincion negativa del EPS liofilizado de S. vesiculosa M7".
(Barra 500nm)

6.2 Composicién quimica general del EPS de S. vesiculosa M7"
El EPS liofilizado mostré un valor de carbohidratos totales del 17,7% segtin el método del
fenol sulftirico y el contenido de proteinas totales fue del 6,9% determinado por Bradford, asi

como también un valor de lipidos totales del 16,6%.

Respecto al andlisis elemental por combustion realizado al liofilizado se determind la

presencia de carbono (43,37%), nitrégeno (5,77%), hidrégeno (7,85%) y azufre (0,52%).
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6.2.1 Composicion quimica de azucares del EPS

Mediante el empleo de cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS), se determindé la composicion de sacéaridos del EPS liofilizado de
S. vesiculosa M7", previa hidrélisis de la muestra con acido trifluoroacético (TFA) 2 M,

durante 24 horas a 100 °C.

La Figura 17 muestra los cromatogramas obtenidos, en los cuales se evidencia la presencia de
monosacaridos mayoritarios como glucosa y galactosa; seguido de los disacaridos sacarosa y
maltosa. Ademds se observd sefial de glucoheptosa y la presencia de otra heptosa ain sin

identificar.

93



Resultados

T Al
5 09 55 0s ¥ or * o % oe st o g 0
: ~o0th
€205 G206
YoGH" ﬁu
n— Bsnm 5.8
Isdb o/ g Xe ~00.US PALROALIS ‘POUIDALS ‘PALIOALS (ABIdS OGIN| ) YW ERISAL Jo (00ZeIEop) | SIdUES WOY NLUE O FEZ 01 0ZEZ KO+ POIX |
[S[TFRETWIT
9 09 g3 os sr % 0c g o g 0
ﬁ&om
5L
st gz L Xep PLIoOLS ‘paUloas (feids oging ) g geasa Jo (J00ZeI o) | SIdUES Wy NUe 0 H0Z 0 0202 1O+ POX Il
[TV RETVIT
=) 09 o5 05 Sy or % 0E 4 0z Gl 0l g
Y WA RN S PP R TSN ST VTS S ; VTt T : w0 0
1219 V8¥9 2965 €8S gogg Y9 LGHI0S 60 ; ‘. i yiee 0£9 20% 491
€0a
¥05

m ...Nm mwwN <

[scb $80°S XBI ~00US ‘PAPOALIS ‘PIROALS ‘PALR0LS (Aeids oqin) ) um Eeisa 0 (400Zes S0 L S1dUBS WOy MLUE 0'99E 0} 0+9E LD+ POIX | |
[(TR=TIT
® ® 5% o = € @ o 0} g o
L£89/1'% 98097 065 BIESWITEOS 8% gy NP XE o gg KEEE “BZ/lL “Ivel 828 Gl %e0E0”
905
“Z672 :
el 9956
59 56 X PaLoaLs ‘parpoaus (Aeids oqiny) g gensau p (200zessop) | 3jdues woy I+ oD g |
NWE 'Z/W nwe .‘»,”E NWE ‘2w NWE ‘W NWE 2w NWe 2w
00z 008 003 003 008 003
el P e ne L I o0 _ {00 " 2
LT v 5|| whe | S 3 3 oees [VE 3 “ =4 | IV 3
0L @ @ @ $¥0Z @ [ 0062 @
gf H o0000s & |l A
T & s F 4 w0y F = ooor
o [2} o o m 0002 2] o
e g S #0010 5 Veee” w200 G b4 oig =
m 82Ez m 1282 n VEOZ o 0802 m ose B
590 $R2E XE 1T+ g | SR rR 8 RN 10+ g | |sR ez e 10+ g | |50 #R0L Xl 10+ gm | sProssz e Ds gy |59 7 oer0 XEN O+

Figura 17: Cromatogramas de los azucares detectados mediante HPLC-MS del EPS liofilizado de S.
vesiculosa M7'. A: sacarosa; B: maltosa; C: glucosa; D: galactosa; E: glucoheptosa y F: heptosa sin

identificar.
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6.2.2 Composicion de aminoacidos del EPS

Mediante cromatografia de intercambio i16nico se determin6 la composicion de aminoacidos
presentes en el liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7". Las muestras fueron hidrolizadas con

acido clorhidrico (6 M) durante 24 h y se empled norleucina como patrén interno.

En la Tabla 9 se detallan los aminoacidos presentes en el liofilizado de EPS de S. vesiculosa

M7". El contenido total de aminoacidos fue del 7,2 % del peso seco total de la muestra.

El anélisis del liofilizado hidrolizado permiti6 identificar la presencia de 3 aminoécidos
mayoritarios (tirosina, fenilalanina y glutdmico), que contribuyeron al 40,4% del contenido
total de aminoacidos. Respecto a la distribucion de aminoacidos hidrofobicos, se alcanzd un

40,7% y para los aminoacidos hidrofilicos fue del 59,3% del contenido total de aminoacidos.

También fueron identificados bajo las mismas condiciones de hidrolisis y técnicas empleadas,
otros dos compuestos presentes en la muestra liofilizada de EPS de S. vesiculosa M7", estos
fueron la glucosamina y el 4cido murdmico que aportaron el 7,55% y 1,40% del peso

respectivamente.
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Tabla 9: Composicién de aminoacidos del liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7"

Componentes % en peso del EPS

Ac. Cisteico 0,22
Asp 0,65
Glu 0,79
Ser 0,42
Gly 0,29
His 0,11
Thr 0,38
Arg 0,16
Ala 0,42
Pro 0,17
Tyr 1,08
Val 0,12
Met 0,34
Ile 0,17
Leu 0,35
Lys 0,22
Phe 1,05
Trp 0,32
DAP 0,09
Total 7,2

6.2.3 Lipidos polares del EPS

Para la identificacion de lipidos polares se realizo una TLC bidimensional de la muestra
liofilizada de EPS de S. vesiculosa M7", la cual fue previamente extraida con solventes
organicos. La placa fue revelada con una solucidn de 4cido fosfomolibdico y finalmente
escaneada y el patron de manchas obtenidas se puede observar en la Figura 18, donde

destacan 6 manchas mayoritarias correspondientes a lipidos.
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Al establecer una comparaciéon entre la imdgen obtenida con los datos bibliograficos, se
dedujo que la mancha ntimero 5 correspondid a fosfatidiletanolamina (PE). Por otra parte, se
compar6 la TLC de la muestra con una placa de referencia donde se habian corrido patrones
de lipidos puros en las mismas condiciones y resultdé que la mancha numero 1 pudiera
corresponder a glicerolipidos de tipo tri-diacilglicéridos; mientras que la mancha nimero 3

posiblemente sean acidos grasos.

2D ‘ >

_/J,__‘_6 |
A o D |

Figura 18: Cromatografia en placa fina de los lipidos polares presentes en el liofilizado de EPS de
Shewanella vesiculosa M7" revelados con solucién de acido fosfomolibdico. (A) punto de aplicacion
de la muestra. (1) glicerolipidos, (3) acidos grasos, (5) fosfoetanolamina. (2, 4, 6) compuestos apolares
desconocidos. (1D y 2D: primera y segunda dimension respectivamente)

6. 3 Analisis del LPS

La deteccion del lipopolisacarido se llevo a cabo a partir del liofilizado de EPS de Shewanella
vesiculosa M7" ya que al visualizar la presencia de VME en el liofilizado cabia esperar que se
detectara este componente caracteristico de la membrana externa de bacterias gramnegativas.
Para ello, al liofilizado se le afiadi6 tampon de lisis y proteinasa K para finalmente

visualizarlo en gel de poliacrilamida con SDS, tefiido con sales de plata.

En la Figura 19 se muestra el perfil electroforético del LPS del liofilizado de EPS, el cual

mostro el patrén de migracion en forma de “escalera” caracteristico de un LPS tipo S.
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Figura 19: Perfil electroforético del LPS obtenido a partir del liofilizado de EPS de Shewanella
vesiculosa M7", en gel de poliacrilamida tefiido con sales de plata.

7. Estudio de la capacidad emulsionante del EPS de Shewanella vesiculosa M7"

La Figura 20, muestra la actividad emulsionante del liofilizado del EPS obtenido a partir de
S. vesiculosa M7', frente a diferentes aceites comerciales. El ensayo se realizé para
determinar la habilidad de formar emulsiones aceite en agua, basado en la version modificada
del método descrito por Cirigliano y Carman, (1984), tal como se describe en el apartado de

Materiales y Métodos.

En general, el liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7 mostré mayor efecto emulsionante
frente a los aceites de oliva, girasol y maiz, que la goma ardbica y el xantano, empleados

como controles positivos.
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Figura 20: Actividad emulsionante del liofilizado de EPS de Shewanella vesiculosa M7' comparado
con emulsionantes comerciales (goma arabica y xantano) frente a aceites de oliva, maiz, girasol y n-
hexadecano.

Los mayores resultados se obtuvieron con la mezcla del EPS frente al aceite de girasol. A
pesar de no encontrarse diferencias significativas en el analisis de varianza entre las muestras
(datos no mostrados), se puede observar que la emulsion del EPS fue superior con respecto a
los controles positivos estudiados. Seguida de la emulsidn resultante de la combinacién de la
muestra de EPS con aceite de maiz, la cual fue ligeramente superior comparada con las
emulsiones obtenidas con la goma arabica y mas parecida a la emulsion del xantano. Sin
embargo, con respecto al aceite de oliva, la emulsién del EPS fue mas proxima a la descrita

por goma arabica, aunque también superior con respecto a los dos controles positivos.
Respecto al ensayo frente al n-hexadecano, el EPS liofilizado alcanz6 mayor actividad
emulsionante solo frente a la combinacién de goma arabica- n-hexadecano, pero menor que la

emulsion obtenida por xantano bajo las mismas condiciones.

Finalmente, el liofilizado de EPS no tuvo efecto sobre la tension superficial del agua

(72,1 mNm™ a 21°C).
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V. DISCUSION

El estudio de nuevas especies microbianas adaptadas al frio, que nuestro grupo de trabajo ha
aislado de muestras antarticas, resulta interesante bajo distintos puntos de vista. Por una parte,
el simple hecho de proceder de un ambiente extremo ha permitido clasificar muchos de los
aislamientos como nuevas especies (Bozal y col., 1997, 2002, 2003, 2009; Llarch y col.,
1997; Montes y col., 1999, 2004, 2008; Carrién y col., 2011). Estos estudios taxonémicos
fueron abordados en trabajos anteriores del grupo. Por otra parte, el hecho de trabajar con
bacterias totalmente nuevas abre un enorme campo de investigacion tanto basico como
aplicado con posibilidad de hallar nuevos productos de interés biotecnoldgico. El trabajo que
aqui se presenta, se ha centrado en el estudio estructural y la caracterizacion de algunas de las

nuevas bacterias antarticas y de las sustancias exopoliméricas que producen.

El interés en el estudio de los EPS producidos por bacterias antarticas esta justificado ya que
se ha descrito como una de las adaptaciones mds frecuentes a estos ambientes extremos
(Costerton, 1999). Por otra parte, existe un interés real en el aislamiento y caracterizacion
estructural y funcional de EPS obtenidos a partir de microorganismos que pudieran ser
utilizados como agentes emulsionantes, agregantes y espesantes, asi como también en la
recuperacidon de metales, en la crioproteccion y en el control de biofilms (Kumar y col., 2007).
Es por ello que el trabajo que se presenta ha abordado tanto el estudio estructural de las

bacterias antarticas y sus EPS, como el estudio de la capacidad emulsionante de los mismos.

1. Estudio estructural de las bacterias de la Antartida adaptadas al frio y de sus EPS

Uno de los aspectos mas destacables en esta tesis ha sido la caracterizacidon estructural de
cepas antarticas y del material extracelular que producen. Actualmente, es un hecho probado
que las técnicas que se utilizan para el procesado de las muestras influyan en la estructura
observada y se ha demostrado que algunas técnicas pueden generar “artefactos” estructurales

debido a la fijacién quimica (Nevot y col., 2006a; Dohnalkova y col., 2011).

Los dos pasos a tener en cuenta para una buena preservacion de la muestra son: la fijacion y
seguidamente la sustitucion del agua contenida en la muestra por una resina que aporte
consistencia y permita realizar cortes ultrafinos. En los métodos convencionales, la fijacion

quimica se realiza normalmente con glutaraldehido mientras que la sustitucion se lleva a cabo
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a temperatura ambiente con disolventes orgénicos. La fijacion quimica puede desnaturalizar
proteinas y alterar su distribucion, asi como modificar la conformacién de acidos nucleicos.
Al mismo tiempo, los disolventes organicos a temperatura ambiente arrastran materiales de la
muestra, especialmente los que estan altamente hidratados como los exopolimeros

bacterianos.

Actualmente se utilizan equipos de criofijacidon y criosustitucion. La técnica de criofijacion a
alta presion (HPF), implica bajar a temperaturas de nitrogeno liquido en milisegundos. De
este modo, al fijar la muestra por congelacion a alta velocidad (fijacién fisica) se logra una
inmovilizacidn de todos los componentes de la misma y el agua presente en ella no cristaliza,
sino que pasa a un estado amorfo (vitreo) por lo que la estructura de la muestra no se altera
(Dubochet y col., 1988; Harris, 1997; Bozal y col., 2007). Ademas, en la criosustitucion el
hielo vitreo es sustituido en frio por disolventes y luego la muestra se incluye en resinas, sin
que ello suponga el desplazamiento o arrastre de ningun componente de la muestra. Por este
motivo, el empleo de la técnica de criofijacion a alta presion y criosustitucion (HPF-FS),
permite obtener informacion estructural mas detallada al lograr preservar la ultraestructura
celular proxima a su estado natural y asi mismo permite observar materiales extracelulares
altamente hidratados, como capsulas o sustancias poliméricas excretadas al medio (Graham,

1992; Harris, 1997; Hunter y Beveridge, 2005).

Asi por ejemplo, Nevot y colaboradores, (2006a), demostraron para la bacteria
Pseudoalteromonas antarctica NF3', que las muestras sometidas a fijacion quimica no
mostraban material extracelular alrededor de las bacterias ni en el espacio intercelular. Sin
embargo, cuando la misma cepa se sometia a HPF-FS, se podia observar un material capsular

alrededor de la bacteria con abundante material entre células.

Por todo ello, la caracterizacion estructural de las cepas antarticas se realizd mediante las
técnicas de HPF-FS, seguidas de la observacién de cortes ultrafinos por microscopia
electronica de transmisiéon (MET). Este estudio permitiéo mostrar que la mayoria de las cepas
antarticas estudiadas presentan una compleja composicion de su material extracelular. Por una
parte, se observaron finas fibras colocadas perpendicularmente a la superficie celular mientras

que los espacios entre células contienen grandes cantidades de vesiculas de membrana externa
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(VME), formando un amplio entramado. Las cepas que presentaron mayor cantidad de
vesiculas de membrana en su material extracelular pertenecian a los géneros Shewanella y

Pseudoalteromonas.

Es la primera vez que se describe y visualiza de manera tan clara la gran cantidad de VME
que producen bacterias no patdgenas de ambientes naturales. Asimismo, es la primera vez que
se describe la presencia de estas estructuras en cepas del género Marinobacter y
Psychrobacter. Anteriormente, se habia descrito la presencia de VME en matrices de biofilms
de ecosistemas naturales y biofilms preparados en el laboratorio (Beveridge y col., 1997;
Schooling y Beveridge, 2006). Nuestro hallazgo hace pensar que las VME son estructuras
abundantes en ambientes naturales y que sin duda deben cumplir funciones importantes para
la supervivencia de estas bacterias en su entorno. Al mismo tiempo, nuestro estudio pone
también en evidencia la importancia de las técnicas de fijacion y procesado para observar las
muestras mediante microscopia electronica. Son numerosos los estudios que han mostrado
visiones muy alteradas de las matrices extracelulares, tanto de los EPS como de las VME
(Dubochet y col., 1983; Graham y col., 1991; Hunter y Beveridge, 2005). Los EPS o no se
han visualizado, o se han observado muchas veces como un material formado por finos
filamentos, mientras que en realidad se trata de una capa alrededor de las células mas o menos
homogénea y altamente hidratada. Asi mismo, se han publicado muy pocas imagenes de las
VME en las que se aprecie su abundancia real alrededor de las células, e incluso se muestre

claramente que arrastran el LPS y material capsular que pueda haber alrededor de las células.

Las VME de S. livingstonensis NF22", S. vesiculosa M7', Pseudoalteromonas sp. M4-2,
Psychrobacter fozii NF23" y Marinobacter guineae M3B', mostraron las caracteristicas
tipicas de estas estructuras, las cuales han sido descritas como estructuras esféricas rodeadas
por una bicapa lipidica, cuya tamafio oscila en el rango de 20 a 200 nm (Beveridge, 1999). A
nivel de ultraestructura, no se han observado diferencias significativas respecto a las VME
descritas en otras bacterias gramnegativas, a pesar de no encontrarse publicadas imagenes tan

nitidas y claras de las VME de otras cepas.

De hecho, actualmente se acepta que la mayoria de bacterias gramnegativas presentan

capacidad para secretar VME durante su crecimiento y entre las mas estudiadas destacan:
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Escherichia coli, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri,
Helicobacter pylori y Pseudoalteromonas antarctica NF3' (Devoe y Gilchrist, 1973; Hoekstra
y col., 1976; Fioacca y col., 1999; Kadurugamuwa y Beveridge, 1999; Nevot y col., 2006b).
Sin embargo, las imagenes que se muestran en estas publicaciones son, en la mayoria de los
casos, muy deficientes. So6lo en el caso de P. antarctica NF3T, analizada en trabajos anteriores
de nuestro grupo con las mismas técnicas, el material extracelular ya se visualizé con un

aspecto similar e integrado por material capsular y VME (Nevot y col., 2006a).

El analisis estructural también reveld que las VME estan rodeadas de la misma capa de fibras
poliméricas dispuestas perpendicularmente alrededor de la membrana. Estas fibras también se
observan alrededor de las células, lo que hace suponer que en el proceso de vesiculacion este
material también se arrastra y queda alrededor de las VME. Basados en la longitud de las
fibras, asi como en las tinciones en geles SDS-PAGE realizadas a las fracciones de VME
donde se muestran bandas localizadas en la parte superior del gel, se sugiere que estas finas
fibras alrededor de las células y de las VME podrian corresponder a polisacaridos capsulares.
De hecho, Nevot y colaboradores, (2006a), ya describieron la presencia de estas fibras para
Pseudoalteromonas antarctica NF3' y ademds coinciden con el tipo de estructuras
visualizadas empleando esta técnica en cepas capsuladas de Haemophilus pleuropneumoniae,
Proteus mirabilis (Graham y col., 1991) y Shewanella spp. (Korenevsky y col., 2002;
Stukalov y col., 2008).

Se plantea que el material capsular pudiera contribuir a la adhesiéon de las vesiculas a
superficies u otras células de su entorno. En bacterias patdgenas se ha demostrado que las
VME se adhieren a células de cultivos celulares y también se ha demostrado su adhesion en
entornos mas complejos como son los tejidos animales. Asi por ejemplo, las VME de
Helicobacter pylori se observaron adheridas a células intestinales en biopsias de pacientes
infectados (Heczko y col., 2000). En el caso de Bacteroides fragilis, también se demostré que
sus VME tienen actividad hemaglutinante, lo que indica que pueden actuar como puentes
uniendo células (Patrick y col., 1996). De momento, no hemos realizado estudios para

corroborar la capacidad de adhesion de las VME de las cepas antarticas.

En patogenos como Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae o Pseudomonas

aeruginosa, también se ha demostrado que la presencia de material capsular en sus VME
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contribuye al perfil antigénico de estas vesiculas, con implicaciones en algunos usos como la
preparacion de vacunas (Bethell y Pollard, 2002). Los carbohidratos que conforman la capsula
que rodea a muchas bacterias patdogenas son importantes en la supervivencia y virulencia
dentro del huésped, ademas de ser unas de las principales biomoléculas que son reconocidas
por el sistema inmune (Ellis y Kuehn, 2010). En el caso de las bacterias antérticas analizadas,
desconocemos si interaccionan con otros organismos de su entorno y por tanto si su

antigenicidad y capacidad inmunomoduladora juegan un rol importante en el ecosistema.

2. Caracterizacion de vesiculas de membrana de bacterias antarticas adaptadas al frio

Es conocido que las VME de bacterias gramnegativas, estin compuestas principalmente de
lipidos que provienen de la membrana externa asi como de proteinas de dicha membrana y del
espacio periplasmico. También se han identificado la presencia de factores de virulencia como
el LPS y en algunos casos se han detectado proteinas citoplasmaticas y material genético

(Dorward y col., 1989; Kolling y Mattews, 1999; Post y col., 2005; Lee y col., 2008).

Para analizar el contenido proteico de las VME de nuestras cepas se realizaron en primer
lugar geles de SDS-PAGE y se compararon con los perfiles proteicos de las membranas
externas extraidas de las propias cepas. Los andlisis electroforéticos mostraron en todos los
casos algunas diferencias en los perfiles proteicos de las VME con respecto a los de la
membrana externa. Las VME muestran ausencia de algunas proteinas de la membrana externa
y enriquecimiento de otras, lo que coincide con el modelo general de formacién de estas
estructuras descrito por Kadurugamuwa y Beveridge, (1995). Este modelo se basa en la
incorporacidon o exclusion de manera selectiva de componentes especificos de la membrana
externa y parte del periplasma durante la formacion de la vesicula. Estos resultados coinciden
también con los obtenidos anteriormente por Nevot y colaboradores, (2008), con la cepa
antartica P. antarctica NF5', cuyas VME presentan un perfil electroforético similar pero no

idéntico al de membrana externa de la propia bacteria.
En trabajos realizados con otras bacterias, varios autores han planteado que las diferencias en

los perfiles de proteinas se deben a que el proceso de formacion de VME ocurre en zonas de

la membrana externa donde tiene lugar la incorporacion o exclusion selectiva de proteinas

107



Discusion

especificas, asi como la concentracion de ciertas proteinas del periplasma (Horstman y

Kuehn, 2000; Lee y col., 2008).

En este trabajo, también se procedid a comparar el perfil de acidos grasos de las células de S.
vesiculosa M7", con el perfil de 4cidos grasos de las VME de la bacteria. Los 4cidos grasos
mayoritarios encontrados en la cepa coinciden con los descritos previamente en la
caracterizacion taxonomica de la cepa S. vesiculosa M7', destacando 4cidos grasos como
Summed Feature 3 (Cie:1 wie ¥/0 150-Cys.9 2-OH); 180-Ci3.0; 180-Cis:0; Cis0; Ci7:1 wse Y Ciseo
(Bozal y col., 2009), siendo este perfil caracteristico del género Shewanella. En las VME, el
perfil de acidos grasos detectado fue similar, lo cual confirma el origen de estas estructuras a
partir de la membrana externa de la bacteria. En este trabajo, no se ha profundizado
suficientemente en el estudio de los acidos grasos y aunque se han observado ligeras
variaciones entre la composicion de acidos grasos presentes en las células y en las VME, no
podemos sefialar atn si tienen influencia sobre el proceso de vesiculacion. De hecho, el
modelo de formaciéon de VME en bacterias gramnegativas no estd resulto, aunque resulta
sorprendente si se tiene en cuenta que entre las distintas moléculas de lipopolisacaridos (LPS)
se puede generar una fuerte repulsion electrostatica y también porque las moléculas de LPS en
determinadas circunstancias se pueden ensamblar en formas distintas a una bicapa lipidica
(Nikaido, 2003). Cabe sefialar que no existen estudios que indiquen que en los puntos de la
membrana externa en que se produce la vesiculacion, la composicion de acidos grasos sea

distinta a la presente en otros puntos de dicha membrana.

La temperatura es uno de los factores mdas importante a tener en cuenta en el crecimiento
microbiano. Es conocido que los microorganismos psicrofilos se adaptan a bajas temperaturas
cercanas al punto de congelacion del agua logrando mantener la actividad microbiana
(Siddiqui y Cavicchioli, 2006; Panikov y Sizova, 2007; Margesin y col., 2009). Quizas la
produccidon de VME en cepas antérticas podria estar relacionada con la adaptacion a las bajas
temperaturas. Es por este motivo que se analizd la influencia de este parametro sobre la
produccién de VME en S. livingstonensis NF22'. Se trata de una bacteria psicrofila
caracterizada en estudios anteriores por nuestro grupo y con temperatura Optima de
crecimiento cercana a los 15 °C, una temperatura maxima de 20 °C y con capacidad para

crecer hasta a 0 °C.
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La cuantificacion de VME permitiéo determinar que esta cepa produce mayor cantidad de
vesiculas a bajas temperaturas (4 °C y 10 °C), lo cual fue confirmado mediante micrografias
obtenidas a partir de MET donde se observaron que las VME son mdas abundantes en las
matrices extracelulares de la bacteria cuando crecen bajo estas condiciones. Las temperaturas
de incubacién bajas no so6lo modificaban la cantidad de VME producidas, sino también la
morfologia de las mismas. Ademads, a temperaturas elevadas fueron observadas estructuras
parecidas a esferoplastos y células elongadas. La presencia de células filamentosas y
esferoplastos fueron también observados en Shewanella oneidensis MR-1 (Abboud y col.,
2005), pero en esta cepa mesofila estas estructuras se detectaron al crecer a bajas temperaturas
y no fueron descritas VME. La presencia de células alargadas y esferoplastos se ha descrito en
algunas bacterias al crecer en situaciones de estrés (Slater y Schaechter, 1974; Fiocca y col.,
1999) y para la bacteria psicrotolerante S. livingstonensis NF22", la cual no crece por encima

de los 20 °C, un crecimiento a 18 °C pudiera considerarse una situacion estresante.

Los estudios realizados por Nevot y colaboradores, (2008), sobre la influencia de la
temperatura en la cepa P. antarctica NF;', mostraron que esta cepa mantenia tamafios
similares sin cambios morfologicos en un rango fisioldgico de temperatura de crecimiento y
presentaba una ligera tendencia al incremento de la superficie en relacion al volumen celular a
temperaturas mas bajas. Bajos tales condiciones, es conocido que la difusidon de los diferentes
solutos se dificultan asi como todos los procesos celulares de la bacteria, por lo que se sugiere
que el incremento de la superficie relativa celular posibilite una mayor captacion de nutrientes
y por tanto seria una estrategia adaptativa (Wiebe y col., 1992). Quizés también la mayor
secrecion de VME se explicaria como un mecanismo que permitiria mantener cerca de las
células mayor concentracion de nutrientes como Fe™ u otros compuestos, ya que es conocido
que las VME contienen siderdforos, enzimas y receptores que pueden contribuir a la
adquisicion de nutrientes y por tanto a la supervivencia de la bacteria (Thompson y col., 1985;

Bauman y Kuehn 2006; Vasilyeva y col., 2008).

De momento resulta dificil poder explicar la influencia de la temperatura en la produccién y
estructura de las VME de S. livingstonensis NF22". El incremento de VME liberadas al medio
ha sido descrita por algunos autores como desarrollo a una respuesta de estrés (Zhang y col.,

2005; McBroom y Kuehn, 2007). En nuestro estudio, no se comprobd la presencia de
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marcadores de estrés, pero para la bacteria antartica S. /ivingstonensis NF22", el crecimiento a
4 °C o 10 °C no seria una situacidn estresante, ya que a estas temperaturas se alcanzan

densidades poblacionales similares a la temperatura 6ptima.

Para tener una visidn global de las proteinas que conforman las VME, se pueden llevar a cabo
estudios protedmicos, los cuales posibilitan la identificacion, cuantificacidn y caracterizacion
estructural, bioquimica y funcional de las proteinas presentes en las VME (Abel y col., 2007).
Para ello, se pueden emplear geles de proteinas en dos dimensiones (2D), que constituyen una
herramienta 1util en la separaciéon de proteinas, pero que en muchas ocasiones no puede
resolver correctamente proteinas hidrofobicas, proteinas muy bésicas o de alto peso molecular
que son frecuentes en las VME (Wu y Yates, 2003). Por este motivo, el uso de geles en 2D no
siempre ha logrado resolver de forma satisfactoria la proteémica de las VME (Post y col.,
2005), lo que sugiere que la separacion de proteinas por este método no siempre es la mas
conveniente para el andlisis global de proteinas de VME. Una alternativa valida y aceptada a
los analisis en geles de 2D, es la combinacion de geles SDS-PAGE de una dimension (1D)
con la técnica de separacion de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

(Aebersold y Mann, 2003).

Asi pues, en este trabajo fueron identificadas las proteinas mayoritarias presentes en las VME
purificadas de S. livingstonensis NF22" y S. vesiculosa M7', mediante electroforesis
monodimensional como ya habia sido descrito por otros autores (Post y col., 2005; Nevot y
col., 2006b). Los resultados obtenidos en los geles PAGE de las VME de ambas bacterias
muestran numerosas bandas tal como se han descrito para otras bacterias gramnegativas (Lee
y col., 2008). Las bandas mayoritarias fueron cortadas del gel, luego tripsinizadas y los
péptidos fueron separados por cromatografia liquida (LC) que permite una buena separacion a
pesar de su hidrofobicidad. Al no encontrarse aiin secuenciados los genomas de ambas cepas,
el analisis protedmico se realiz6 mediante la comparacion de la huella peptidica con la de
otras especies proximas, lo que permitid identificar presuntivamente algunas de las proteinas
presentes en las VME. Los péptidos fueron identificados tomando las bases de datos,

NCBJ/all y NCBI/Bacterias.
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Segun estudios protedmicos publicados sobre VME, se han identificado més de 200 proteinas
vesiculares a partir de diferentes bacterias gramnegativas tales como: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudoalteromonas antarctica NF3', Neisseria meningitidis y de
mutantes provenientes de E. coli y N. meningitidis (Post y col, 2005; Bauman y Kuehn, 2006;
Ferrari y col., 2006; Nevot y col., 2006a; Lee y col., 2007; Berlanda Scorza y col., 2008). Si
bien los nombres de las proteinas bacterianas son diferentes en cada especie, éstas pueden ser
clasificadas dentro de familias de proteinas basadas en su homologia y funcion. Entre las
diferentes familias se encuentran: las porinas, abundantes proteinas de membrana externa;
mureina hidrolasas que son responsables de la hidrdlisis de ciertos glicopéptidos de pared
celular, particularmente peptidoglicano, asi como también se agrupan las bombas de eflujo
tipo multidrogas, las cuales participan en la liberacion de compuestos toxicos (Kobayashi y
col., 2000). Por otra parte, muchas VME derivadas de diferentes cepas contienen
transportadores, proteasas/chaperonas y proteinas de la motilidad relacionadas con fimbrias y
pilis. En cepas patdgenas, se encuentran las proteinas involucradas con factores de virulencia

que incluyen hemolisinas y proteasa IgA (Post y col., 2005; Ferrari y col., 2006).

En el estudio protedmico de S. livingstonensis NF22" y S. vesiculosa M7", se identificaron
fundamentalmente proteinas de membrana externa y peripldsmicas involucradas en diferentes
funciones fisioldgicas como se muestran en las Tablas 10 y 11 segtn la base de datos COG

(cluster of orthologous groups) (Tatusov y col., 2001).
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Tabla 10: Clasificacion COG de las proteinas presentes en las VME de Shewanella

livingstonensis NF22".

Grupos Funcion Nimero
COG de
proteinas
E Metabolismo y transporte de aminodcidos 1
F Metabolismo y transporte de nucledtidos 8
I Metabolismo de lipidos 2
M Biogénesis de las envueltas celulares, membrana externa 6
N Motilidad celular y secrecion 3
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 25
R Funciones generales 3
S Funciones desconocidas 4

Tabla 11: Clasificacién COG de las proteinas presentes en las VME de Shewanella vesiculosa
M7".

Grupos Funcion Nimero
COG de
proteinas
C Produccién y conversion de energia 3
E Metabolismo y transporte de amino acidos 2
F Metabolismo y transporte de nucledtidos 1
I Metabolismo de lipidos 1
M Biogénesis de las envueltas celulares, membrana externa 10
O Recambio proteico, chaperonas 1
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 25
R Funciones generales 2
S Funciones desconocidas 7

De manera general en ambas cepas destacan por su abundancia las proteinas implicadas en el
transporte y metabolismo de iones inorganicos. En el caso particular de S. livingstonensis
NF22" se observé mayor presencia de proteinas del grupo F y M, que abarcan funciones de
metabolismo y transporte de nucleotidos y biogénesis de las envueltas celulares y membrana
externa, respectivamente. Este ultimo grupo también destacd para las proteinas identificadas
de S. vesiculosa M7". Por otra parte, llama la atencion la presencia de proteinas clasificadas

en el grupo S, que abarca funciones desconocidas.

Las proteinas mas abundantes corresponden a los receptores putativos dependientes de Ton B

y receptores de sider6foros dependientes de Ton B. Esta familia de proteinas de la membrana
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externa estan principalmente involucradas en la absorcion de moléculas de mayor tamafio,

fundamentalmente sider6foros de hierro y vitamina B12 (Koebnik, 2005).

Para las bacterias de la Antartida, S. [livingstonensis NF22T y S. vesiculosa M7T, la
sobreexpresion de estas proteinas podria ser un mecanismo de adaptacién, tal como fue
propuesto por Nevot y colaboradores, (2006b). Estos autores sugirieron que los receptores
dependientes de Ton B (BtuB, FhuA y FhuE) en las VME de P. antarctica NF5', jugarian un
papel de sensores de nutrientes y transportadores y su presencia representaria una alternativa
de supervivencia en sistemas con limitacion de nutrientes como el hierro. Se ha descrito que
este elemento juega un rol esencial en la evolucion de la vida en la Tierra y es un
requerimiento para muchos microorganismos (Posey y Gherardini, 2000). Como elemento
traza es frecuentemente usado como cofactor en procesos metabdlicos, incluyendo sintesis
desoxirribonucledtidos, fosforilacion oxidativa y transporte de electrones (Briat, 1992). Para
colonizar regiones con limitaciones de hierro y satisfacer sus requerimientos nutricionales, las
bacterias han desarrollado un mecanismo de secrecién de compuestos sideroforos, los cuales
presentan una alta afinidad por este compuesto, lo que les permite emplear estas estructuras

como una estrategia y/o ventaja adaptativa para la obtencion de nutrientes esenciales.

De igual modo, una situacion limitante de nutrientes, podria también explicar la presencia en
S. livingstonensis NF22', de proteinas putativas identificadas como precursores
periplasmaticos bifuncionales con actividad UDP-azucar hidrolasa/5’-nucleotidasa, precursor
de proteinas periplasmaticas de union a fosfato y porinas O y P selectivas a fosfato. Como es
conocido, el fosforo es un componente esencial de las macromoléculas y las bacterias
necesitan un suministro éptimo de este compuesto del entorno. Estos precursores asi como las
porinas pueden desempefiar funciones en la captura de nucledtidos y en el metabolismo de
fosforo. La existencia de porinas en VME tanto en S. livingstonensis NF22" como en S.
vesiculosa M7', nos sugiere que estas proteinas podrian estar involucradas en la
supervivencia bacteriana en el medio ambiente antartico, asi como las proteinas de secrecidon
de membrana externa tipo I (TolC) y enzimas de degradacion proteoliticas (peptidasa M16 y

M28 respectivamente para cada cepa).
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Entre las proteinas integrales de membrana externa detectadas en S. vesiculosa M7', cabe
destacar la proteina OmpA, la cual forma canales hidrofilicos que permiten la difusidon
inespecifica de moléculas a través de la membrana externa. Esta proteina de membrana
conjuntamente con la OmpC y OmpF, han sido también encontradas en las VME de todas las
cepas de E. coli estudiadas hasta la fecha (Kesty y Kuehn, 2004). Estudios recientes revelan
que esta proteina podria presentar funciones adicionales. En este sentido, es interesante el
estudio publicado por Walzer y colaboradores, (2006), en el que describen la capacidad de la
cepa Acinetobacter radioresistens KAS53, de excretar al medio una proteina homologa de
OmpA (AlnA). Segin los autores, esta proteina a pesar de presentar varios dominios
hidrofébicos que atraviesan la membrana externa de la bacteria, es excretada al medio en
forma soluble, conjuntamente con material extracelular complejo de alto peso molecular y
compuesto por proteinas y polisacaridos. Ademas, presenta una alta capacidad emulsionante
que los autores atribuyen a dicha proteina AInA y que ayudaria a emulsificar fuentes de
carbono hidrofébicas que la bacteria es capaz de degradar. Este estudio es interesante en
relacion a nuestro trabajo por dos motivos. En primer lugar resulta dificil entender que una
proteina de tipo OmpA sea excretada en forma soluble debido a sus dominios hidrofébicos y
por tanto a su fuerte insercion en la membrana externa. En el caso de E. coli (Wai y col.,
2003) y en nuestra cepa S. vesiculosa M7" las proteinas tipo OmpA se han encontrado en el
material extracelular integradas en VME. Por otra parte, el hecho de que se le atribuya a este
tipo de proteina un alto poder emulsionante explicaria en parte la capacidad emulsionante que
nosotros hemos encontrado también en el EPS de S. vesiculosa M7" como comentaremos mas

adelante.

El andlisis protedmico también reveld otras funciones potenciales de las proteinas
identificadas en el mismo. Asi, por ejemplo, se han identificado proteinas involucradas en la
degradacion de hidrocarburos aromaticos, lo que sugiere la participacion de las VME en la
degradacion de estos compuestos. Trabajos anteriores en bacterias gramnegativas, detectaron
la presencia de proteinas tolerantes a solventes organicos (OstA) que pueden contribuir a la
supervivencia de la bacteria mediante la reduccion de compuestos tdéxicos como el n-hexano

(Post y col., 2005; Lee y col., 2007).
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Un aspecto interesante del trabajo, ha sido el estudio proteémico de las VME de S.
livingstonensis NF22" a las temperaturas de 4 °C y 16 °C para determinar si la temperatura
influia en el tipo de proteinas excretadas al medio. A baja temperatura las proteinas
sobreexpresadas estaban relacionadas principalmente con funciones de transporte a nivel de
membrana y fueron principalmente proteinas homdlogas a receptores dependientes de TonB,
porinas y precursores de proteinas peripldsmicas de unidn a fosfato. La induccioén de estas
proteinas en condiciones de frio podria ser una via para contrarrestar el menor nivel de
difusion de los solutos a bajas temperaturas. Cabe destacar un estudio realizado por
Kawamoto y colaboradores, (2007), en el que se llevd a cabo un andlisis protedmico global de
proteinas inducidas por frio en la cepa S. livingstonensis Acl0. Dichos autores también
observaron una sobreexpresion en frio de las proteinas implicadas en funciones de transporte

a nivel de membrana.

Es un hecho conocido que existen bacterias que modulan la permeabilidad de sus membranas
externas para adaptarse al medio ambiente. Algunas bacterias regulan la produccion de
porinas de membrana externa dependiendo del medio ambiente en que se encuentren. Por
ejemplo: Shewanella frigidimarina NCIMB400R produce una porina inducible de membrana
externa IfcO, bajo condiciones anaerobias (Reyes-Ramirez y col., 2003) y la cepa
Photobacterium profundum SS9, produce OmpL bajo condiciones de alta presion hidrostatica
(Welch y Bartlett, 1996). Mientras que la induccion de OmpA y OmpC en S. livingstonensis
Acl0 pueden contrarrestar la baja difusion de solutos que ocurre a bajas temperaturas y

permitir la captacion de nutrientes de manera mas eficiente (Kawamoto y col., 2007).

Diversos autores han descrito la presencia de proteinas periplasmicas en los perfiles proteicos
de VME como fosfatasa alcalina y AcrA (Kadurugamuwa y Beveridge, 1995, 1996; Li y col.,
1996; Horstman y Kuehn, 2000). También en nuestras cepas hemos detectado proteinas de
periplasma como proteasas y peptidasas, lo cual es esperado teniendo en cuenta los
mecanismos propuestos para describir el proceso de formacién de las VME y comentados en
el capitulo de la Introduccion. El hecho de que algunas enzimas degradativas se encuentren en
el interior de las VME permitiria liberarlas al medio de forma més concentrada y no quedarian
diluidas en el entorno. Ademads, la capacidad de adhesion demostrada por algunas VME

(Kadurugamuwa y Beveridge, 1996), permitiria que se adhirieran a sustratos y las enzimas

115



Discusion

fueran liberadas y ejercieran su funciéon degradativa. Nuestro grupo de trabajo, en estudios
anteriores, también describié que las VME de la cepa P. antarctica NF;' , contenian proteinas
periplasmicas, como las de union especifica a sulfatos (CysP) y a ferri-sideroforos (FepB), lo
que sugeriria que juegan el papel de unirse a los nutrientes en el lumen de las VME
enmascarando la concentracion efectiva de estos y de este modo forzarian la entrada de mas

nutrientes al interior de la vesiculas.

A temperaturas de 16 °C, también hemos podido observar la sobreexpresion del factor de
elongacion-traduccion GTPasa, una proteina involucrada en la sintesis de proteinas, la cual ha
sido identificada en VME de S. livingstonensis NF22", lo que sugiere que esta proteina
citoplasmica es secretada a través de VME. Aunque se ha planteado que las VME estan
compuestas por lipidos y proteinas de membrana externa y periplasmicas, quedando excluidas
las provenientes del citoplasma (Horstman y Kuehn, 2000), existen diversos andlisis de las
VME de cepas de E. coli y Pseudomonas aeruginosa que revelan la presencia de proteinas
citoplasmicas (Horstman y Kuehn, 2000; Bauman y Kuehn, 2006; Lee y col., 2007). Otros
analisis protedmicos también muestran que las VME contienen proteinas procedentes del
citoplasma de la célula (Molloy y col., 2000; Henry y col., 2004; Ferrari y col., 2006; Wei y
col., 2006; Xu y col., 2006; Lee y col., 2007). Entre las proteinas citoplasmatica asociadas a
VME destacan por su abundancia proteinas ribosomales (S1 y L7/12) (Ferrari y col., 2006).
La deteccion en el lumen de las VME de proteinas citoplasmicas y al mismo tiempo de ADN
y ARN (Kadurugamuwa y Beveridge, 1995, 1996), resulta dificil de explicar si se tiene en
cuenta el proceso de formacion de VME aceptado, a partir exclusivamente de la membrana
externa. Se ha sugerido por parte de algunos autores, un modelo segin el cual las VME
durante su proceso de formacion podrian arrastrar también a la membrana citopldsmica y
parte de contenido citoplasmico (Dorward y col., 1989; Kadurugamuwa y Beveridge, 1995;
Kolling y Matthews, 1999; Yaron y col., 2000). Este interesante debate no ha sido abordado
en este trabajo y esta siendo objeto de estudio por nuestro grupo en el marco de otra tesis

doctoral.
Crecientes evidencias sugieren que cientos de proteinas, lipidos y material genético pueden

ser secretados por la via de las VME (Dorward y col., 1989; Horstman y Kuehn, 2000;
Mashburn-Warren y Whiteley, 2006; Lee y col., 2007). En nuestro estudio, el nimero de
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proteinas presuntamente identificadas no ha sido tan elevado probablemente porque de
momento no disponemos de la secuencia del genoma de las bacterias estudiadas y la
procedencia de las cepas y su estudio reciente hace que todavia se desconozcan muchas de las
proteinas que producen. De hecho, en el estudio protedmico se han detectado un nimero
considerable de proteinas poco caracterizadas y de funcion desconocida. Ademas, numerosos
péptidos identificados que han mostrado un buen espectro de masas, no han presentado

homologia con ninguna proteina depositada hasta el momento en las bases de datos actuales.

3. Estudio de la actividad emulsionante en cultivos de bacterias de la Antartida
adaptadas al frio

Las cepas estudiadas fueron aisladas a partir de muestras de agua y sedimentos marinos,
procedentes de distintos puntos de la Antartida. El objetivo de este apartado ha sido realizar
un primer muestreo de cepas para detectar su capacidad de producir actividad emulsionante

frente al n-hexadecano.

Este primer estudio se realizdé con aquellas cepas que presentaban un aspecto mucoso en su
morfologia colonial, ya que ello podia indicar que probablemente secretaban al medio
abundante material extracelular. El material extracelular excretado por bacterias al medio
exterior puede presentar distinta naturaleza pero generalmente tiene composicion
polisacaridica asi como con frecuencia presenta propiedades emulsionantes. Son numerosos
los ejemplos de emulsionantes bacterianos polisacaridicos descritos en la literatura y con
aplicaciones biotecnoldgicas (Rosenberg y col., 1979; Lin y Casida, 1984; Talmont y col.,
1991; Lee y col., 2000).

En el cribado se incluyeron cepas pertenecientes a distintos géneros bacterianos
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Shewanella y Marinobacter. Muchos de
estos géneros incluyen especies ya descritas en la literatura con capacidad para producir
compuestos emulsionantes (Bozal y col., 1994; Rougeaux y col., 1996; Zanchetta y
Guezennec, 2001; Mancuso Nichols y col., 2004; Nevot y col., 2008), pero en nuestro caso
las cepas utilizadas eran nuevas y ello implica la posibilidad de encontrar nuevos
emulsionantes. La unica especie con la que el grupo ya habia trabajado anteriormente era

Pseudoalteromonas antarctica NF3' (Bozal y col., 1994, 1997), la cual tiene la capacidad de
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crecer a temperaturas que oscilan entre -4 y 30 °C y produce una gran cantidad de EPS que

confiere a sus colonias un aspecto mucoso.

Este primer cribado se realizo haciendo crecer las cepas en un medio minimo mineral (MMS5)
ya utilizado en estudios anteriores por Bozal y colaboradores, (1994). Este medio permitio
buen crecimiento de la cepa Pseudoalteromonas antarctica NF;' y la produccion de
abundante cantidad de EPS. Al no contener peptonas en su composicion, no interfiere en la
actividad emulsionante contra n-hexadecano. De todos modos, no todas las cepas ensayadas
crecieron bien en este medio, asi por ejemplo para Psychrobacter fozii NF23", Psychrobacter
Iuti NF11" y Pseudomonas guineae M8', el nivel de crecimiento fue muy bajo y el hecho de
que no se detectara actividad emulsionante en los cultivos, no significa que en un medio mas
adecuado no pudiera detectarse esta actividad, aunque no se continu6 el estudio con estas
cepas. Para la bacteria halofila Marinobacter guineae M3B', se utilizé como medio de cultivo
Caldo Marino (Difco), ya que no crece en MMS5. En este caso, a pesar de que se obtuvo un
buen crecimiento, no se detectd actividad emulsionante. Es evidente que el medio de cultivo
empleado no so6lo influye en el crecimiento, sino que también puede influir en la actividad
emulsionante y puede ser que el Caldo Marino que es un medio con alto contenido en sales y
otros componentes, pueda interferir en la deteccion de la actividad emulsionante (Gutiérrez y

col., 2009). Por esta razon, no se continuaron los andlisis con esta cepa y dicho medio.

El ensayo utilizado para la deteccion de actividad emulsionante frente al n-hexadecano es un
ensayo estandar utilizado en numerosos estudios con este fin (Cooper y Goldenberg, 1987),
ya que resulta facil de realizar y es util como primera aproximacion. El material emulsionante
producido por las bacterias puede acumularse alrededor de la células, formando una capa
adherida a las células de tipo capsula que puede alcanzar un considerable grosor, asi como
desprenderse parcialmente o liberarse completamente al medio de cultivo (Kachlany y col.,
2001). Es por este motivo que se ensayo la actividad emulsionante en tres fracciones: en el
cultivo completo, en el sobrenadante del cultivo una vez eliminadas las células por
centrifugacion y en una tercera fraccion correspondiente al lavado de las células. Las bacterias
que mostraron mayor capacidad emulsionante fueron las dos cepas del género
Pseudoalteromonas (M4-2 y NF3"), asi como las dos cepas del género Shewanella (NF22" y

M7") y para ambos géneros la actividad emulsionante fue mayor en la fraccién
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correspondiente al lavado de células lo que hacia pensar que estas cepas producian un

material extracelular de tipo capsular que quedaba adherido a las células.

En este primer ensayo también se determind la tension superficial de los sobrenadantes ya que
existen compuestos bacterianos que pueden comportarse simultineamente como
emulsionantes y tensoactivos. Los descensos de la tensidon superficial no fueron notables,
siendo los valores mas bajos los obtenidos con la cepa de Shewanella vesiculosa M7 y con
Pseudomonas deceptionensis M1", aunque estos valores estan lejos de valores encontrados en

tensoactivos bacterianos que pueden llegar a ser de 30 mN/m™.

4. Estudio de la capacidad emulsionante de distintas fracciones del cultivo de bacterias
de la Antartida adaptadas al frio

Como hemos indicado anteriormente, el estudio estructural mediante MET de las cepas
antarticas y sus EPS, confirmd, en muchas de ellas, la presencia de abundantes VME y
material capsular. Es por este motivo que se procedié a un segundo cribado para determinar si

la capacidad emulsionante estaba ligada al material capsular o a la fracciéon de VME.

Los resultados mostraron que para las cepas de los géneros Pseudoalteromonas y Shewanella
la actividad emulsionante era muy elevada tanto en la fraccion capsular como en la de las
VME, formando ambas fracciones emulsiones estables entre el 70 y 80%. Este hallazgo no
resulta sorprendente ya que por una parte, la capacidad de numerosos exopolisacaridos de
presentar actividad emulsionante es bien conocida y en algunos casos aplicada a la industria
como es el caso del emulsan producido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (Rosenberg y
col., 1979) o el EPS de Sphingomonas paucimobilis (Ashtaputre y Shah, 1995). Por otra parte,
la actividad emulsionante vinculada a VME, es mas novedosa. En varios estudios se han
descrito bioemulsificantes con alto peso molecular y compuestos por glicoproteinas o
complejos de polisacaridos y proteinas (Kaplan y col., 1987; Gutiérrez y col., 2007a, 2009).
Sin embargo, en estos trabajos no se han realizado estudios estructurales para detectar la
presencia de VME que justificarian el contenido proteico de los bioemulsificantes. Un
ejemplo altamente estudiado es el alasan, producido por Acinetobacter radioresistens KAS3
(Toren y col., 2002). De hecho, fue el primer bioemulsificante para el cual se establecié que el

componente activo era una proteina de membrana externa (OmpA). Los autores han publicado
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que a pesar de presentar dominios altamente hidrofobicos y estar por tanto bien insertada en la
membrana externa, esta proteina OmpA, en esta bacteria y en otras de la misma especie se
excretan al medio en forma soluble (Walzer y col., 2006). Ya hemos comentado que resulta
dificil de entender que una proteina integral de membrana se excrete en forma soluble y mas
cuando se ha demostrado que proteinas andlogas de OmpA en cepas patogénicas de E. coli, se
excretan asociadas a VME (Wai y col., 2003). También en nuestro estudio protedmico hemos
detectado una proteina OmpA asociada a las VME de S. vesiculosa M7, aunque de momento
desconocemos si podria ser la responsable de la actividad emulsionante de la cepa. Nos
inclinamos a pensar que la actividad emulsionante de estas cepas antarticas de
Pseudoalteromonas y Shewanella depende de varios de los componentes presentes en los
EPS. Debemos recordar también que resulta dificil determinar en qué fraccion reside la
actividad emulsionante, ya que las VME ademads del contenido proteico, arrastran en su

superficie material capsular adherido a la membrana externa.

Por otra parte, las cepas antarticas analizadas del género Pseudomonas (M1") y Marinobacter
(M3B") que no presentaron VME en su anélisis estructural o mostraron un contenido muy
bajo de las mismas, tampoco mostraron actividad emulsionante en la fraccion obtenida para
separar VME, lo cual confirmaria que algun componente de las mismas estd efectivamente

implicado en la actividad emulsionante.

Para todas las cepas analizadas la actividad emulsionante es mayor en la fraccidon del lavado
de las células que en el sobrenadante, lo que también confirmaria qué parte de la actividad

emulsionante es debida a material capsular que se arrastra en el proceso de lavado.

5. Estudio del crecimiento y actividad emulsionante de Shewanella vesiculosa M7"

Durante el cribado de cepas de la Antartida para buscar agentes emulsionantes, destacé la
nueva bacteria Shewanella vesiculosa M7" por su habilidad de producir una buena emulsién
frente al n-hexadecano durante su crecimiento en medio minimo MMS5. Estudios previamente
realizados por Bozal y colaboradores, (2009), describen a la cepa Shewanella vesiculosa M7"
como una bacteria heterotrofa, gramnegativa, que forma colonias convexas y semimucoides o
viscosas en medio sélido y crece en un rango de temperatura entre -4 y 30 °C y 6ptima entre

15y 20 °C.
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En el caso particular de la cepa S. vesiculosa M7', la actividad emulsionante se detectd
durante el crecimiento y alcanzé su maximo al final de la fase estacionaria. Probablemente, la
cepa acumula el complejo EPS descrito, a medida que crece y este EPS es el responsable de
que la actividad emulsionante vaya aumentando. De todos modos, no hemos realizado de
momento una cuantificacion del EPS a lo largo de la curva de crecimiento. Similares
resultados han sido descritos con otros EPS, como el E-382 obtenido a partir de la cepa
Flexibacter sp. TG 382 (Gutiérrez y col., 2009), asi como el EPS AE22 proveniente de la
cepa marina Antarctobacter sp. TG22 (Gutiérrez y col., 2007b). En ambos casos se describe
como la sintesis de los EPS ocurre durante el crecimiento celular y se mantienen también

durante la fase estacionaria.

6. Caracterizacion quimica del material extracelular de Shewanella vesiculosa Mm7"

Como se ha comentado anteriormente, una de las caracteristicas que destacan de los EPS
sintetizados por células bacterianas, es la diversidad que presentan en cuanto a su
composicidn quimica. Por una parte cada especie bacteriana o género puede presentar
capacidades metabdlicas nuevas y por tanto, formar EPS nuevos en cuanto a composicion y
propiedades. Ademas, para una misma bacteria podemos también encontrar una considerable
variabilidad en el EPS que puede ser atribuible a diferentes factores entre los que se
encuentran, el medio de cultivo utilizado, las condiciones de crecimiento, o las propias
técnicas analiticas empleadas, entre otros (Nielsen y Jahn, 1999). Normalmente, la naturaleza
compleja de muchos EPS bacterianos implica que para proceder a su andlisis quimico se

deben combinar diferentes técnicas analiticas (Wingender y col., 1999).

En el caso del EPS a partir de S. vesiculosa M7", su obtencion se llevé a cabo a 10 °C, en un
medio minimo mineral y con glucosa como Unica fuente de carbono. Para la recuperacion del
EPS se utilizo el método de la centrifugacion a alta velocidad que ha sido descrito como uno
de los que proporciona un buen rendimiento de recuperaciéon de materiales capsulares
adheridos a la células, con una minima lisis celular si se compara con otros métodos quimicos
y fisicos de extraccion de EPS como extraccidon alcalina o a altas temperaturas (Pal y Paul,

2008; Sheng y col., 2010; Donot y col., 2012).
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Los primeros estudios de la composiciéon quimica mostraron que la suma de carbohidratos
totales, proteinas y lipidos no completaron el 100% de la muestra y la cantidad de acidos
nucleicos no se ha tenido en cuenta ya que fue muy baja. Este hecho aunque resulta
sorprendente, ha sido descrito por varios autores al analizar diversos EPS bacterianos. Asi por
ejemplo, Gutiérrez y colaboradores, (2007b), al analizar el agente emulsionante AE22,
obtenido a partir del polimero extracelular de la bacteria marina Antarctobacter, detectaron
que solo el 80% del polimero fue representado por los analisis quimicos realizados. Este
hecho que ocurre con frecuencia en otros EPS bacterianos (Ogawa y col., 2001), se ha
atribuido a dos cuestiones esenciales, por un lado a la presencia de acidos uronicos (Anton y
col., 1988; Béjar y col., 1996) o a la presencia de enlaces glicosidicos de hexosaminas
(Biermann, 1988). Estos compuestos pueden presentar alta resistencia a la degradacion bajo
las condiciones de hidrélisis acidas utilizadas. Por otro lado, nuevos polimeros bacterianos
pueden contener compuestos inusuales que resistan los métodos de deteccidon usados en los

estudios (Gutiérrez y col., 2007a).

En cuanto a la caracterizacion parcial del liofilizado de EPS de S. vesiculosa M7" mediante
técnicas cromatograficas, los resultados mostraron analogia respecto a la composicion
quimica de otros EPS, al presentar un perfil de azucares tipico de otras matrices
exopoliméricas bacterianas, con presencia de hexosas como glucosa y galactosa, disacaridos
como sacarosa y maltosa asi como heptosas. Segun los estudios de Kenne y Lindberg, (1983),
muchos EPS secretados por bacterias estan regularmente compuestos de complejas unidades
quimicas repetidas, las cuales pueden contener un nimero de azucares unidas en un variedad
de formas y pueden presentar ramificaciones. Estudios mas recientes enuncian que la mayoria
de los EPS son heteropolisacaridos que contienen de 3 a 4 monosacaridos diferentes,
formando grupos de 10 o menos, para formar unidades repetidas (Decho, 1990) y entre los
compuestos mas frecuentes podemos encontrar pentosas (D-arabinosa, ribosa, xilosa) y

hexosas (D-glucosa, manosa, galactosa, fucosa).

Como se ha comentado en la Introduccidén del trabajo, numerosos autores también han
descrito la presencia de otros compuestos en las matrices exopoliméricas bacterianas. Asi por
ejemplo, aminoazicares como D-glucosamina y galactosamina y también 4cidos urdnicos

como el D-galacturénico y el D-glucurénico. Para el caso del EPS de S. vesiculosa M7", los
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andlisis realizados por HPLC permitieron detectar la presencia de altos valores de
glucosamina. Esto nos conduce a pensar que probablemente la abundancia relativa de
glucosamina en la muestra de EPS de S. vesiculosa M7", a pesar de no haberse detectado
acidos urdnicos, pudieran ser la causa de no haber ocurrido una hidrdlisis total del EPS y por
consiguiente tenga que ver con la presencia de disacaridos en la muestra ain después de
someterse durante 24 horas a la hidrdlisis acida. Este hecho estaria de acuerdo con el estudio
de Gutiérrez y colaboradores, (2008), al analizar el EPS PE12 producido por la cepa
Pseudoalteromonas sp. TG12, en el que describen que los altos niveles de glucosamina y
acidos urdnicos contribuirian a detectar un bajo porcentaje de compuestos quimicos respecto

al peso total analizado.

Tal como se ha comentado anteriormente y como resultado del estudio estructural mediante
microscopia electrénica (Figura 16), se pudo apreciar el aspecto complejo que presentaba el
EPS de S. vesiculosa M7", el cual estaba integrado por material polimérico, acompafiado de
abundantes VME. Como estas vesiculas proceden de la membrana externa bacteriana, cabia
esperar detectar compuestos derivados de esta estructura. Tal fue el caso de la deteccion de
compuestos como el dcido muramico y diaminopimélico. Este ultimo es un aminodacido tipico
que conforman la pared celular de bacterias, mientras que diferentes estudios utilizan la
presencia de 4cido murdmico como un indicador de los niveles de peptidoglicano (PG) al ser

un constituyente del mismo (Findlay y col., 1983; Fox y Fox, 1991; Elmroth y col., 1993).

También se identificd mediante analisis electroforético de la fraccion liofilizada de EPS, la
presencia de lipopolisacarido (LPS), lo cual indica nuevamente que las VME derivan de la
membrana externa bacteriana. El patron de migracion del LPS mostré forma de “escalera”,
caracteristico de un LPS tipo S, sugiriendo que los polimeros-O del LPS presentarian
longitudes variables. Este tipo de patréon de LPS también ha sido caracterizado en otras cepas
de Shewanella (Korenevsky y col., 2002). De acuerdo a estos autores, el patrén de LPS puede
variar segun la especie de Shewanella ensayada y en funcion de la temperatura de incubacion,
aunque en nuestro trabajo no hemos realizado mas estudios relacionados con el LPS. Es
interesante sefialar que las fibras que se observan por MET alrededor de las VME de S.
vesiculosa M7', podrian corresponder a los polimeros-O del LPS y/o también podrian

corresponder a material polisacaridico capsular. Se necesitaria realizar mas estudios del LPS
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de S. vesiculosa M7", pero la elevada longitud de las fibras visualizadas y la presencia de
bandas localizadas en regiones superiores del gel de electroforesis que se tifien también como
carbohidratos, nos conduce a pensar que se trataria de material capsular. Resultados similares

habian sido descritos por Nevot y colaboradores (2006a), con la cepa P. antarctica NF5'.

Otros compuestos detectados en los EPS bacterianos han sido lipidos, 4cidos nucleicos y
algunos compuestos inorganicos (Frolund y col., 1996; Dignac y col., 1998; D"Abzac y col.,
2010a,b). Si recordamos la imagen de MET de la Figura 16 del EPS de S. vesiculosa M7"
constituida mayoritariamente por VME, no deberia sorprendernos el elevado contenido en
lipidos detectado en este EPS. En este contexto, se detectaron la presencia de lipidos polares,
mediante cromatografia en placa fina (TLC) en dos direcciones. Destaco la presencia de
fosfatidiletanolamina (PE) respecto a otros fosfolipidos, lo que coincide con lo planteado
anteriormente por Nevot y colaboradores, (2006a), con la cepa P. antdrctica NF;", en la cual
el perfil cromatografico de los lipidos polares de VME estaba enriquecido por PE respecto a
fosfatidilglicerol (PG). La fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol son los principales
fosfolipidos que se han detectado en algunas especies de Shewanella, a pesar de que no hay
muchos estudios al respecto (Tofin y col., 2004; Frovola y col., 2005). Estos fosfolipidos se
encuentran tanto en la membrana interna como en la externa bacteriana (Osborn y col., 1972),
pero desconocemos el motivo por el cudl se produce un enriquecimiento de PE respecto a PG
en el EPS que contiene mayoritariamente fosfolipidos procedentes de la membrana externa.
Tampoco de momento, hemos caracterizado los otros lipidos del EPS detectados por TLC en

el EPS de S. vesiculosa M7".

Ademas de la presencia de azucares, lipidos y proteinas, también se detectd en el EPS de S.
vesiculosa M7" una pequefia concentraciéon de ADN, aunque no se ha detallado en resultados.
La presencia de ADN en los EPS extraidos de distintas bacterias ha sido descrito
repetidamente (Kadurugamuwa y Beveridge, 1995, 1997; Beveridge y Kadurugamuwa, 1996;
Li y col., 1996), pero su procedencia no estd aun clara. Por una parte, podria proceder de
cierta lisis celular ocurrida durante la propia obtencidn y extraccion del EPS. Por otra parte,
existen numerosos estudios que sefialan que las propias VME contienen ADN, aunque no esta
claro cémo esta molécula del citoplasma puede llegar al interior de las VME que se forman a

partir de la membrana externa sin incluir membrana interna ni contenidos citoplasmatico
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(Renelli y col., 2004). Este interesante aspecto relacionado con la presencia de material

genético en las VME de S. vesiculosa M7" esta siendo objeto de estudio por parte de nuestro

grupo.

En este estudio se demostrd la variada y compleja composicion quimica del EPS de S.
vesiculosa M7", lo que nos sugiere un espectro amplio de propiedades y por consiguiente una
valoracion de posibles aplicaciones en distintos campos industriales (Weiner, 1997). En este
aspecto, una de las primeras aplicaciones de los EPS microbianos se basé en que muchos
muestran propiedades estabilizantes y formadores de geles, asi como surfactantes, los cuales
pueden ser utilizados en distintas industrias, lo que proporciona un aumento en la viscosidad
y/o producir mejoras en la textura de ciertos productos (Navon-Venezia y col.,, 1995;
Shepherd y col., 1995; Desai y Banat, 1997; Rosenberg y Ron, 1999; Gutiérrez y col., 2007
a,b, 2009).

En este contexto, la prospeccion de nuevas moléculas emulsionantes, principalmente en
ambientes naturales relativamente inexplorados por el hombre, pueden revelar potencialmente
nuevas propiedades fisicoquimicas (Weiner, 1997; Banat y col., 2000). Particularmente, los
ecosistemas marinos han sido reconocidos como una rica fuente de EPS microbianos que
pueden ser aprovechados y desarrollados para distintas aplicaciones comerciales (Sutherland,

1998).

Como se ha comentado anteriormente, durante la prospeccion realizada para detectar
actividad emulsionante en distintas cepas marinas adaptadas al frio, se selecciond S.
vesiculosa M7", por su habilidad de producir una excelente emulsion contra n-hexadecano
durante su crecimiento en medio minimo liquido. Las emulsiones formadas utilizando el EPS
liofilizado de S. vesiculosa M7', destacaron por mantenerse estables durante meses a
temperatura ambiente, aunque en el apartado de resultados s6lo se han mostrado los

correspondientes a 48 horas.
Durante el proceso para determinar la actividad emulsionante, fueron empleados los controles

positivos comerciales goma ardbica y xantano. Es conocido, que la goma arabica es uno de los

biopolimeros mas empleados industrialmente ya que tiene la capacidad de formar y estabilizar
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emulsiones de aceite en agua. Presenta un amplio rango de uso en aplicaciones
biotecnoldgicas e industriales que abarcan desde la salud humana hasta productos para la
alimentacion asi como farmacéuticos y textiles (Desai y Banat, 1997; Banat y col., 2000). Sin
embargo, segiin Sanderson, (1990), este hidrocoloide tiene un bajo rendimiento debido a que
se necesitan concentraciones relativamente altas, hasta del 20% (p/v), para lograr un 6ptimo
funcionamiento (Dickinson y col., 1988; Randall y col., 1988). En este trabajo, se realizaron
los ensayos de actividad emulsionante a una baja concentracién de EPS (0,02%) la cual fue
suficiente para lograr emulsiones estables superiores a las obtenidas en las mismas
condiciones con la goma ardbica y el xantano, demostrando una mayor capacidad
emulsionante. Este estudio ha sido similar al realizado por Gutiérrez y colaboradores, (2009),
con el EPS AE22 obtenido a partir de la cepa marina Antarctobacter sp. TG22. Este nuevo
biopolimero también mostrd una buena capacidad emulsionante respecto a la goma arabiga y
al xantano pero las diferencias no fueron tan marcadas como las obtenidas con el EPS de S.

. T
vesiculosa M7".

El hecho de que el EPS obtenido a partir de S. vesiculosa M7 mostrara una excelente
actividad emulsionante frente a diferentes aceites comestibles, sugiere un potencial uso como

agente emulsionante en la industria alimentaria.

Con respecto a las emulsiones formadas frente al n-hexadecano, se pudo apreciar que
permanecieron estables durante varios meses a temperatura ambiente, lo que coincide con
trabajos realizados por Gutiérrez y colaboradores, (2009), con el polimero E-382 proveniente

de la cepa marina Flexibacter sp. TG382.

Algunos emulsionantes pueden presentar simultdneamente actividad surfactante, produciendo
descensos en la tension superficial (TS), por este motivo también evaluamos este pardmetro
en nuestro estudio. En el caso de S. vesiculosa M7", al crecer sobre un medio minimo hemos
descrito que va aumentando la actividad emulsionante del medio de cultivo, sin embargo no
se observaron descensos significativos en la tension superficial en soluciones del EPS en agua
(0,02%), lo que sugiere que el emulsionante producido no presenta actividad surfactante. De
hecho, no necesariamente la actividad emulsionante y surfactante estan presentes en un

mismo compuesto. Es conocido que algunas bacterias producen surfactantes de bajo peso

126



Discusion

molecular que reducen la tension interfacial y/o superficial de liquido y al mismo tiempo
actlian como emulsionantes (Rosenberg y Ron, 1999; Haba y col., 2003), mientras que otros
compuestos como el EPS TG382 de Flexibacter sp. son surfactantes de alto peso molecular
pero actian principalmente formando emulsiones estables de aceite en agua y no como
tensoactivos (Rosenberg y Ron, 1997), este parece ser el caso del EPS de S. vesiculosa M7T,
el cual fue capaz de generar emulsiones estables, sin producir cambios significativos en la

tension superficial del medio de cultivo.

Resulta dificil explicar el mecanismo por el cual el EPS de S. vesiculosa M7" ejerce su
actividad emulsionante, dada su complejidad estructural que incluye polimeros solubles de

alto peso molecular y abundantes VME.

En general, se han descrito dos mecanismos para explicar la capacidad de formar y estabilizar
emulsiones por compuestos poliméricos de alto peso molecular solubles en agua (Gutiérrez y
col., 2009). Por una parte, pueden aumentar la viscosidad de la fase continua de la emulsion,
lo cual hace que las particulas dispersas en ella se mantengan separadas y no haya
coalescencia de las mismas. Este seria el caso de la goma xantano altamente espesante. En
segundo lugar, algunos polimeros se podrian adsorber a la interfase aceite-agua, lo cual
sucederia en el caso de que estuvieran presentes proteinas anfipaticas o cadenas
polisacaridicas con regiones hidrofébicas. De hecho se han descrito EPS que presentarian
ambos mecanismos como es el caso del emulsificante emulsan, que tiene un importante

contenido proteico.

En el caso del EPS de S. vesiculosa M7, podria también presentar ambos mecanismos, ya
que presenta actividad espesante y también componentes anfipaticos, como por ejemplo
proteinas presentes en las VME de tipo porina (OmpA) que presentan actividad emulsionante
y también el LPS presente en las VME y con caracteristicas anfipaticas. La actividad
emulsionante ligada a proteinas de membrana externa como OmpA ha sido descrita como ya
hemos dicho por Walzer y colaboradores (2006). Un hecho sorprendente y dificil de entender
del estudio de estos autores, es que aseguran que esta proteina de membrana se libera al medio
en forma soluble, mientras que en otras bacterias como E. coli, su liberacion siempre se ha

producido a través de VME. Estos autores no han presentado ningun estudio estructural de la
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matriz extracelular de la cepa Acinetobacter radioresistens KAS53, que liberan OmpA, pero es
muy probable que si lo hubieran hecho, habrian detectado que dicha proteina estaria insertada
en pequefias VME (20 nm) como sucede en S. vesiculosa M7' y en otras bacterias

gramnegativas.

En definitiva creemos que la actividad emulsionante que presenta el EPS de S. vesiculosa
M7" se debe a varios componentes que incluirian proteinas de membrana anfipaticas, el LPS
de las propias VME y polisacaridos que ejercerian un efecto espesante estabilizador. Serd
necesario realizar otros estudios en un futuro para poder elucidar definitivamente el

mecanismo emulsionante que presenta este complejo EPS.
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VI.CONCLUSIONES

1. El analisis estructural de las bacterias antarticas muestra que la mayoria, concretamente las
cepas Shewanella livingstonensis NF22", Shewanella vesiculosa M7", Pseudoalteromonas
sp. M4-2, Psychrobacter fozii NF23" y Marinobacter guineae M3B', excretan abundante
material extracelular que se puede observar correctamente mediante microscopia
electronica de transmision (MET) después de criofijacion a alta presion (HPF) y

criosustitucion (FS).

2. El material extracelular observado en dichas bacterias es complejo y estd formado por un
polimero capsular alrededor de las células y una gran cantidad de vesiculas de membrana
externa (VME) inmersas en una red polimérica, siendo la primera vez que se describe la
presencia de VME en bacterias gramnegativas pertenecientes a los géneros Psychrobacter

y Marinobacter.

3. Las imagenes de MET vy el perfil electroforético de las proteinas de las VME comparado
con el de la membrana externa (ME) de las bacterias, confirman que las VME se forman a
partir de dicha membrana externa. Asimismo, el estudio proteéomico de las VME de
Shewanella livingstonensis NF22" y Shewanella vesiculosa M7", indica que la mayoria de
proteinas identificadas son proteinas de membrana externa involucradas principalmente en

el transporte y metabolismo de iones inorgénicos.

4. Para la cepa Shewanella livingstonensis NF22" se ha demostrado que la temperatura
influye en la produccion de VME. A bajas temperaturas la cantidad de VME que produce
la cepa es mayor, su tamafio es menor y mas regular y el perfil electroforético muestra la
expresion diferencial de algunas proteinas. A baja temperatura las proteinas
sobreexpresadas estan relacionadas con funciones de transporte a nivel de membrana, lo
cual podria contrarrestar la baja difusién de solutos que ocurre en ambientes frios y

permitiria la captacidon de nutrientes esenciales de manera mas eficiente.

5. Las cepas antarticas Shewanella vesiculosa M7", Shewanella livingstonensis NF22",
Pseudoalteromonas sp. M4-2, Pseudoalteromonas antarctica NFs', Psychrobacter fozii

NF23", Marinobacter guineae M3B" y Pseudomonas deceptionensis M1 mostraron una
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buena actividad emulsionante, ligada para la mayoria de ellas tanto al material capsular

unido a las células como a la fraccion de las VME.

6. El material extracelular (EPS) obtenido y purificado a partir de Shewanella vesiculosa M7"
presenta una actividad emulsionante frente a aceites comestibles mayor a la de los
emulsionantes comercializados goma arabiga y xantano y su caracterizacion ha revelado
que contiene abundantes VME y polimeros polisacaridicos, siendo sus componentes

quimicos mayoritarios azucares neutros y aminados, lipidos de membrana y aminoacidos.
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Abstract Many Gram-negative, cold-adapted bacteria from
the Antarctic environment produce large amounts of extracel-
lular matter, which has potential biotechnology applications.
We examined the ultrastructure of extracellular matter from
five Antarctic bacteria (Shewanella livingstonensis NF22",
Shewanella vesiculosa MTY, Pseudoalteromonas sp. M4.2,
Psychrobacter fozii NF23", and Marinobacter guineae
M3B") by transmission electron microscopy after high-
pressure freezing and freeze substitution. All analyzed
extracellular matter appeared as a netlike mesh composed
of a capsular polymer around cells and large numbers of
membrane vesicles (MVs), which have not yet been
described for members of the genera Psychrobacter and
Marinobacter. MVs showed the typical characteristics
described for these structures, and seemed to be surrounded
by the same capsular polymer as that found around the cells.
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The analysis of MV proteins from Antarctic strains by
SDS-PAGE showed different banding profiles in MVs
compared to the outer membrane, suggesting some kind of
protein sorting during membrane vesicle formation. For
the psychrotolerant bacterium, S. livingstonensis NF22",
the growth temperature seemed to influence the amount
and morphology of MVs. In an initial attempt to elucidate
the functions of MVs for this psychrotolerant bacterium,
we conducted a proteomic analysis on membrane vesicles
from S. livingstonensis NF22" obtained at 4 and 18°C. At
both temperatures, MVs were highly enriched in outer
membrane proteins and periplasmic proteins related to
nutrient processing and transport in Gram-negative bacteria
suggesting that MVs could be related with nutrient sensing
and bacterial survival. Differences were observed in the
expression of some proteins depending on incubation
temperature but further studies will be necessary to define
their roles and implications in the survival of bacteria in the
extreme Antarctic environment.

Introduction

In recent years cold-adapted microorganisms have received
greater attention because of their potential biotechnological
applications [11, 14]. Our group has isolated several
cold-adapted microorganisms from Antarctic environments
that have been characterized as new species in distinct
taxonomic groups [6-9, 42]. A predominant feature is the
mucous aspect of their colonies, owing to the accumulation of
large amounts of extracellular matter. The production of
exopolymeric substances by microorganisms enhances their
growth and survival in natural systems [13, 52]. Specifically,
high concentrations of extracellular polymeric substances
(EPS) have been described in Antarctic bacteria of the genus
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Pseudoalteromonas [5, 6, 36] and in diatoms from Arctic
winter sea ice and other aquatic environments, with important
implications for cell locomotion [51], ice crystal adhesion
[12], and cryoprotection [32]. For Pseudoalteromonas
strains, chemical characterization showed that EPS were
diverse, despite the taxonomic proximity of these strains [37].
Moreover, an ultrastructural analysis of Pseudoalteromonas
antarctica NF3" by transmission electron microscopy (TEM)
after high-pressure freezing, freeze substitution (HPF-FS),
established the complex nature of the extracellular matter
secreted by this bacterium. Two differentiated components
were identified: a capsular polymer around cells and large
numbers of cell-derived membrane vesicles (MVs) containing
proteins [43, 44]. Described more than a decade ago [2, 4],
MVs are currently seen as a new form of secretion. Studies
that were initially conducted on pathogenic bacteria and the
delivery of toxins [16, 18, 22-25, 28, 30, 35] are now
mainly focused on the mechanism of vesicle formation and
their pathophysiological roles [15, 27, 40, 41, 50]. In natural
systems, MVs have been reported as common particulate
features of the matrix of Pseudomonas biofilms and natural
bacterial biofilms [47]. More recently, the production of
MVs by Shewanella strains was also reported [20]. The
presence of MVs in non-pathogenic bacteria is less studied
and their role is unclear although multiple functions can be
envisaged, such as transfer of proteins between bacterial
cells, cell-to-cell signaling, and bacterial survival [20, 39].
Proteomics can be a useful approach to decipher MVs
functions. For the Antarctic bacteria P antarctica NF37', a
proteomic analysis showed that the sequence of proteins in
the vesicles matched that of proteins possessing several
physiological functions such as proteolytic enzymes,
transport receptor and binding proteins, secretion proteins,
polysaccharide biosynthesis proteins, enzymes involved in
bacterial cell wall degradation, putative porins, proteins that
participate in electron transport, adhesins, and proteins
involved in protein folding [44].

Here we analyze the ultrastructure and determine the
presence of membrane vesicles in the extracellular matter
secreted by five cold-adapted Antarctic bacteria: Shewanella
livingstonensis NF22", Shewanella vesiculosa M7,
Pseudoalteromonas sp. M4.2, Psychrobacter fozii NF23",
and Marinobacter guineae M3B'. For this purpose, we
conducted transmission electron microscopy, following
high-pressure freezing and freeze substitution methods.
Isolation and protein profiling via PAGE electrophoresis was
carried out to confirm the outer membrane origin of membrane
vesicles. The influence of growth temperature on vesicle
production was evaluated for the strain S. /livingstonensis
NF22". In an initial attempt to elucidate the role of MV for
this strain and their relation with cold adaptation, a proteomic
analysis of the main proteins of membrane vesicles produced
at different temperatures was performed.

Material and Methods
Bacteria and Growth Conditions

The strains used in this study are described in Table 1. For
transmission electron microscopy, M. guineae M3B" was
grown on marine agar (Difco) and all other strains were
grown on trypticase soy agar (TSA, Oxoid). For outer
membrane vesicle isolation, M. guineae was grown on
marine broth (Difco) and the other strains on trypticase soy
broth (Oxoid). Unless otherwise stated, cultures were
incubated for 3 days at 15°C. For liquid cultures, an orbital
shaker at 120 rpm was used.

Transmission Electron Microscopy
Negative Staining

MVs were visualized by negative-staining electron micros-
copy. The sample was adsorbed onto carbon-coated copper/
palladium grids for 2 min, and then washed twice by
floating it face-down on drops of sterilized, deionised water
for 10 s. Finally, the sample was negatively stained by
floating the grids face-down on a drop of 2% (w/v) uranyl
acetate for 1 min.

High-Pressure Freezing and Freeze Substitution

Bacterial colonies were selected randomly under a stereomi-
croscope, transferred to planchettes (1.5 mm in diameter and
200 wm deep) and immediately cryoimmobilized using a
Leica EMPact high-pressure freezer (Leica, Vienna, Austria)
in the absence of cryoprotectants or freezing solutions.
Planchettes were then stored in liquid nitrogen until further
used. Frozen samples were freeze substituted in a Leica EM
AFS (automatic freeze substitution system, Leica, Vienna,
Austria), where the substitution was performed in pure
acetone containing 2% (w/v) osmium tetroxide and 0.1%
(w/v) uranyl acetate at —90°C for 72 h. The temperature was
gradually increased (At=5°C/h) to 4°C and held constant for
2 h, and then finally increased to room temperature and
maintained for 1 h. Samples were washed for 1 h in acetone at
room temperature and infiltrated in a graded series of Epon-
acetone mixtures: 1:3 for 2 h, 2:2 for 2 h, 3:1 for 16 h, and pure
Epon 812 (Ted Pella, Inc., USA) for 30 h. Samples were
embedded in fresh Epon and polymerized at 60°C for 48 h.

Sectioning and Electron Microscopy Analysis
Ultrathin sections were cut with a Leica UCT ultramicrotome
and mounted on Formvar carbon-coated copper grids.

Sections were post-stained with 2% (w/v) aqueous uranyl
acetate and lead citrate and examined in a Tecnai Spirit
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Table 1 Antarctic strains used in this study

Species/strain designation Strain no. Isolation site Reference
Shewanella livingstonensis NF22 LMG 19866" Water, Livingston Island, Antarctica Bozal et al. [7]
Shewanella vesiculosa M7 LMG 244247 Marine sediment, Deception Island, Antarctica Bozal et al. [9]
Pseudoalteromonas sp. M4.2 - Marine sediment, Deception Island, Antarctica -

Psychrobacter fozii NF23 LMG 212807 Marine sediment, King George Island, Antarctica Bozal et al. [8]
Marinobacter guineae M3B LMG 240487 Marine sediment, Deception Island, Antarctica Montes et al. [42]

LMG refers to Belgian coordinated cultures of microorganisms.

electron microscope (FEI Company, Netherlands) at an
acceleration voltage of 120 kV. Vesicles size and other cell
parameters were determined by the computer program
analySIS (Soft Imagine System, Switzerland).

Isolation, Quantification, and Purification of MVs
from the Culture Medium

Vesicle Isolation

MVs naturally secreted into the medium were collected and
quantified from broth cultures (250 ml) of each bacterium in
the late log phase, as described by McBroom and co-workers
[40]. The cells were pelleted by centrifugation at 10,000xg for
10 min at 4°C, and the supernatant was filtered through 0.45-
pum pore-size filters to remove remaining bacterial cells. MVs
were obtained by centrifugation at 38,400xg for 1 h at 4°C in
an Avanti® J-20 XP centrifuge (Beckman Coulter, Inc).
Pelleted vesicles were resuspended in Dulbecco’s phosphate-
buffered saline with added salt (0.2 M NaCl) and filter sterilized
through 0.45-pum pore-size ultra-free spin filters (Millipore).

Vesicle Quantification

Vesicles were quantified as described by McBroom et al. [40].
A portion of the sterile resuspended vesicles was incubated
with FM4-64 (Molecular Probes; 5 pg/ml in phosphate-
buffered saline for 20 min at 37°C). Vesicles alone and the
FM4-64 probe alone were the negative controls. After
excitation at 515 nm, emission at 635 nm was measured
with a spectrofluorometer SLM-Aminco 8100 (Urbana, IL,
USA). Colony forming units (CFU) were determined by the
dilution plating method. Vesicle production was calculated
by dividing lipid fluorescence units by CFU.

Vesicle Purification

Vesicles were purified by a method adapted from Horstman
and Kuehn [23]. Crude vesicle samples were adjusted to 45%
OptiPrep® Density gradient medium (Sigma) in 10 mM
HEPES/0.85% NaCl, pH 7.4 (HEPES—NaCl; weight/vol-
ume). Optiprep gradients were layered over the 4-ml crude

@ Springer

vesicle samples as follows: 4 ml 40%, 4 ml 35%, 6 ml 30%,
4 ml 25%, and 2 ml 20% Optiprep/HEPES-NaCl by weight.
Gradients were centrifuged (100,000xg, 20 h) and fractions
of equal volume were removed sequentially from the top. A
portion of each fraction was visualized by 12% SDS-PAGE
and Coomassie staining. Fractions containing vesicles were
pooled, dialyzed with 10 mM HEPES, and concentrated with
Amicon® Ultra centrifugal filter devices (Millipore). Purified
vesicles were used for proteomic studies.

Vesicle Protein Content

The protein concentration of purified vesicle samples was
determined by the Bradford method using standard Bio-Rad
Reagent (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Germany).

Preparation of Outer Membranes (OMs) from Antarctic
Bacteria

Outer membranes were prepared as described previously by
Puig and colleagues [46], with some modifications. Cells
were harvested (10,000xg 10 min) from a 250-ml culture in
the late log phase. The bacterial pellet was washed twice
with 10 mM HEPES buffer, pH 7.4, then resuspended in
one-twentieth the original volume with the same buffer and
sonicated on ice using 3* 1 min pulses at 140 W. The cell
lysate was centrifuged to remove unbroken cells as above,
and the clear supernatant was subjected to centrifugation at
38,400xg for 60 min in an Avanti® J-20 XP centrifuge
(Beckman Coulter, Inc). The crude membrane pellet was
resuspended in 2% (w/v) Sarcosyl (N-lauroylsarcosine,
Sigma) in 10 mM HEPES buffer, pH 7.4, for 30 min at
room temperature to solubilize the inner membrane. The
suspension was centrifuged at 40,000xg for 90 min, at 20°C.
The pellet was then resuspended in the same buffer.

SDS-PAGE Electrophoresis

Crude vesicles and outer membranes were analyzed by
SDS-PAGE electrophoresis (12% resolving gel), according
to the standard procedure [33]. Gels were stained with
Coomassie blue. Protein standard was from Bio-Rad.
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For proteomics analysis, purified MVs were precipitated
overnight using acetone at —20°C. Supernatant was removed
and the pellet was dried in a vacuum centrifuge. One-
dimensional electrophoresis was performed under denaturing
conditions on 12.5% SDS-PAGE. Electrophoresis was run in
an Ettan Dalt II system (GE). For the analysis, 100 pg of total
protein was loaded per well. After electrophoresis the gel was
stained for protein with Coomassie blue.

Proteins were in-gel digested with trypsin (modified
sequencing grade, Promega) using the automatic Investigator
ProGest robot from Genomic Solutions. Briefly, excised gels
spots were washed sequentially with ammonium bicarbonate
buffer and acetonitrile. Proteins were reduced and alkylated,
respectively, by treatment with 10 mM DTT solution over
30 min, followed by treatment with a 100 mM solution of
iodine acetamide. After sequential washings with buffer and
acetronitrile, proteins were digested overnight at 37°C with
0.27 nmol of trypsin. Tryptic peptides were extracted from the
gel matrix with 10% (v/v) formic acid and acetonitrile, with
the extracts then pooled and dried in a vacuum centrifuge.

Mass Spectrometry and Data Analysis

Purified and reconstituted tryptic peptides were injected for
chromatographic separation in a reverse-phase capillary C18
column (75 pwm of internal diameter and 15 cm length, PepMap
column, LC Packings). The eluted peptides were subsequently
analyzed on a nano-ESI-QTOF mass spectrometer (Q-TOF
Global, Micromass-Waters). A capillary voltage of 2,200 V
was applied together with a cone voltage of 80 V. The collision
energy in the collision-induced dissociation was 20-35 eV and
argon was employed as collision gas. Data were generated in
PKL file format, which were submitted for database searching
in MASCOT server. For the database search, only tandem
mass (MS/MS) spectra of +2 and +3 charged ions were
searched against the NCBI nonredundant protein sequence
database. The search parameters allowed for one missed
cleavage for trypsin. Fixed and variable modifications were
carbamidomethyl of cystein and oxidation of methionine,
respectively. Peptide tolerance was 100 ppm and 0.25 Da,
respectively for MS and MS/MS spectra. Proteins were
identified by using the Probability Based Mowse Score and
only were considered as significant those scores values over to
the calculated score having 95% of probability (p value<0.05).

Results
Transmission Electron Microscopy
Examination of S. livingstonensis NF22", S. vesiculosa

M7", Pseudoalteromonas sp. M4.2, P fozii NF23" and
M. guineae M3B" by TEM following HPF-FS revealed

interesting features of the extracellular matter secreted by
these cold-adapted Antarctic bacteria. Cell surfaces
appeared to be covered by a distinctive halo which
consisted of fine fibers standing perpendicular to the cell
wall structure in quite an organized manner (Fig. 1, left and
right images). The length, arrangement, and distribution of
these polymeric fibers varied between strains. In addition,
large numbers of spherical structures were observed,
resembling membrane vesicles of Gram-negative bacteria.
These spherical structures were mainly interspersed among
cells (see arrow heads in the images on the left of Fig. 1).
S. livingstonensis NF22" and Pseudoalteromonas sp. M4.2
showed larger quantities of MVs in all analyzed sections.
The surface of these vesicles, with diameters ranging
approximately from 20 to 100 nm, consisted of a lipid
bilayer. This was clearly visible at higher magnifications
(Fig. 1, right images). The same bilayered structure was
observed for the bacterial outer membrane and around the
vesicle, which suggests that MVs originate in the outer
membrane. In addition, protrusions of the outer membrane
were observed in many sections (asterisks in the right-
handed images of Fig. 1 mark protrusions for S. vesiculosa
M7" and Pseudoalteromonas sp. M4.2), which may
represent different stages in the formation of MVs. A
noteworthy feature was the presence of a fringe of fine
fibers around MVs, which was very similar to the one
detected around cells. Carbohydrate staining of SDS-PAGE
gels of MVs showed bands located in the upper regions of
the gel that could correspond to capsular polysaccharides
around MVs (data not shown). This suggests that polymeric
fibers attached to the outer cell membrane are also
incorporated into MVs during their formation (Fig. 1, see
arrows in right images).

Isolation of MVs and Analysis of MV Protein Content

Membrane vesicles of each strain were isolated from
clarified culture supernatants, as described in the “Materials
and Methods”. The pellet obtained after centrifugation was
resuspended and a small aliquot was negatively stained and
examined by TEM. In these preparations, bacterial flagella
were observed together with MVs (see arrows in Fig. 2).
Membrane vesicles appeared to be generated by budding
from the outer membrane of the bacterium, as clearly
depicted in Fig. 1. To assess their outer membrane origin,
the protein profiles of sedimented vesicles (MV) and the
protein profile of outer membrane samples (OM) were
compared by SDS-PAGE. Most polypeptides detected in
vesicles preparations comigrated with polypeptides that
were present in outer membrane preparations (Fig. 2). The
outer membrane samples contained additional proteins that
were not detected in vesicles (compare the left lanes in
Fig. 2 that correspond to OM with the center lanes, which
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Figure 1 TEM micrographs of
ultrathin sections from five
cold-adapted Antarctic bacteria
prepared by HPF-FS. The /left
images show a general view of
cells as well as large amounts of
membrane vesicles (arrow
heads). The right images show
magnified views of cells
surrounded by a halo of oriented
fibers (arrows with double
arrowhead). The right images
also show the same bilayered
structure around the vesicles and
the bacterial outer membrane.
Asterisks mark protrusions in the
outer membrane. The oriented
fibers can also be observed
around vesicles and the outer
membrane of cells (arrows with
one arrowhead). Bars in the left
images are 200 nm; bars in the
right images are 100 nm
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Figure 2 Negative-staining
micrographs from membrane
vesicles isolated from five
Antarctic bacteria cultures,
and Coomassie blue-stained
SDS-PAGE (12%) protein
profiles of outer membrane
fractions (OM) and membrane
vesicles (MV) from each strain.
The molecular mass marker
(MW) is expressed in
kilodaltons. Asterisks indicate
polypeptides that were
overexpressed in membrane
vesicle preparations.

Arrows indicate

flagella. Bar 200 nm

P
Marinobacter guineae M3B

correspond to MV in SDS-PAGE images). We observed
that several bands were overexpressed in MV samples
compared with OM preparations (see the bands marked

with arrows for S. livingstonensis NF22", S. vesiculosa
M7, and Pseudoalteromonas sp. M4.2 in Fig. 2).

Influence of Incubation Temperature on Vesicle Production

To determine whether vesiculation was affected by incubation
temperature, overnight cultures of S. livingstonensis NF22"
grown at 15°C were inoculated into fresh medium (tryptic
soy broth (TSB)) and grown at 4, 10, and 18°C until they
reached the end of the exponential phase. Membrane vesicles
were isolated and quantified as described in the “Materials
and Methods”. S. livingstonensis NF22" is a psychrotolerant
bacterium with a temperature range of growth between 0 and
20°C. Membrane vesicles accumulated in the growth
medium during the exponential growth phase (data not
shown). Vesicle production was higher at low temperatures

e ,
Shewanella vesiculosa M7

-

= ld

= =—- 116
= - 66
- - - 45
-=
- - 31
5 = B - 21
= —
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(Fig. 3b). An ultrastructure examination by TEM of
S. livingstonensis NF22" grown on TSA agar at different
temperatures, confirmed that more MVs were detected at
low temperatures (4 and 10°C). Vesicles produced at 4°C
were very regular in size (with a mean diameter of 26.6 nm)
and were uniformly distributed between cells. At this
temperature, a layer of approximately 56.2 nm in length
composed of fine fibers around the cells was clearly
observed (Fig. 3a, 4°C). Slight differences were noticed in
sections of S. livingstonensis NF22" grown at 10°C, but
major changes were detected when the incubation temperature
was 18°C. At this temperature, there were less MVs. MVs
were larger and more irregular in size (with a mean diameter
0f40.25 nm), and the halo of fine fibers around cells, although
detectable, was more diffuse and thinner (22.46 nm) (Fig. 3a,
18°C). These measurements are summarized in Table 2.
Cells growing at 18°C were elongated (not shown) and
structures resembling spheroplasts (500 nm diameter
approximately) were also observed either adjacent to or
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Figure 3 Effect of incubation
temperature on membrane vesi-
cle release from S. livingstonensis
NF22". a TEM micrographs of
sections from S. livingstonensis
NF22" grown on TSA agar at
different temperatures, prepared
by HPF-FS. Bar 200 nm.

b Vesicle production of

S. livingstonensis NF22T at
different temperatures. Vesicle
production was calculated by
dividing lipid fluorescence by
CFU (shown as relative fluores-
cence units 105CFU'; n=2).

¢ Coomassie blue-stained
SDS-PAGE of membrane
vesicles from cultures of

S. livingstonensis NF22"

grown on TSB at different
temperatures. Molecular weight
protein standard (MW) is
expressed in kilodaltons.
Polypeptides overexpressed

at cold temperatures are

labeled with arrows

independent from filamentous cells (see arrow in Fig. 3a,

18°C). The SDS-PAGE analysis of MV proteins from cells

grown at different temperatures revealed that at least three
bands were overexpressed at 4 and 10°C, compared with
bands at 18°C (see the arrows in Fig. 3¢). The upper band
corresponded to flagella and was eliminated after MVs were
purified by ultracentrifugation.

Table 2 Membrane vesicle size
(diameter in nm) and length of
fibers fringe (nm) of S. living-
stonensis NF22 grown at differ-
ent incubation temperatures

SD standard deviation, VAR
variance
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Proteomic Analysis of MVs from S. livingstonensis NF22

A proteomic analysis of S. /ivingstonensis NF22 membrane
vesicles obtained at different incubation temperatures was
performed to characterize the main proteins present in
MVs. For proteomic analysis, isolated MVs at 4 and 18°C

were further purified on an Optiprep® density gradient to

Membrane vesicles

Fibers fringe

Temperature
4°C

10°C

18°C

Mean (n=150)
26.6
27.6
40.2

SD
34
39

14.5

VAR
12.1
15.4

211.4

Mean (n=60)
56.2
53.0
22.4

SD
5.1
72
43
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remove contaminants including flagella. At least ten
prominent bands were visible by Coomassie blue staining
of MVs obtained at 4 and 18°C (Fig. 4). Protein profiles
were similar but abundance of some proteins changed with
temperature. At 4°C expression of protein bands marked
with numbers 3, 8, and 10 in Fig. 4 increased slightly, while
expression of protein bands marked with numbers 2, 5, 7,
and 9 increased at 18°C. Each band was excised from the gel
and digested with trypsin. Peptides were separated by liquid
chromatography and subsequently analyzed on a nano-ESI-
QTOF mass spectrometer. Data were submitted for database
searching in MASCOT server, and were searched against the
NCBI nonredundant protein sequence database. Proteins
putatively identified from S. livingstonensis NF22-derived
MVs are shown in Table 2. Vesicular proteins were mainly
outer membrane proteins involved in cellular processes, most
of them being TonB-dependent receptors, followed by porins,
type I secretion proteins and lipoproteins. Outer membrane
proteins involved in metabolism, such as a membrane
protein involved in aromatic hydrocarbon degradation and a
long-chain fatty acid transport protein were also identified in
membrane vesicles obtained at higher temperatures. Periplas-
mic proteins were also abundant, including bifunctional
UDP-sugar hydrolase/5’-nucleotidase periplasmic precursors
and phosphate-binding periplasmic protein precursor. The
only cytoplasmic protein identified corresponded to a

Figure 4 a Protein profile of
S. livingstonensis NF22 purified
MVs using 12.5% 1D SDS-

MW

A

PAGE. Molecular mass markers 194
(MW) in KDa are indicated at 116
the left of the gel. Numbers at

the right of the gel indicate 95

excised bands for proteomic

analysis. b Negative-staining

micrographs from S. livingsto-

nensis NF22 purified MVs 51
obtained at different tempera-

tures. Bars are 200 nm

36

29

42C 18°C g

GTPase-translation elongation factor. A few poorly
characterized proteins were also present. Bands slightly
overexpressed at 4°C included protein homologues of TonB-
dependent receptors, porins, phosphate-binding periplasmic
protein precursors, a peptidase M16 domain-containing
protein, a major outer membrane lipoprotein I, and one poorly
characterized protein homologue of a hypothetical protein
from Shewanella frigidimarina (Sfri_3402).

Discussion

The strains used in this study belong to various genera of
class Gammaproteobacteria. They were isolated during a
taxonomic investigation of cold-adapted bacteria from water
and marine sediments collected in the Antarctic area of the
South Shetland Islands. The strains were selected for their
mucous colony morphology, in order to analyze the ultra-
structure of the extracellular matter they produce. The most
abundant components of the extracellular matter of many
bacteria from extreme environments have been found to be
polysaccharides [19, 38]. However, Nevot and co-workers
have recently described the presence of a large number of
outer membrane vesicles as important components of the
extracellular matter for the Antarctic bacterium P. antarctica
NF3 [43]. High-pressure freezing and freeze substitution

4°C

rrrat

I

f
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techniques have greatly improved ultrastructural preservation
of bacterial surface structures such as capsules or extracellular
polymeric substances [21, 43, 49], and have contributed to
elucidate the complexity of the extracellular matter of
P antarctica NF3. For the five analyzed Antarctic strains,
TEM analysis after HPF-FS also revealed the complex
composition of their extracellular matter, with the presence
of ordered fibrous material external to the outer membrane
and large amounts of cell-derived membrane vesicles. This
fibrous fringe around cells was also reported for other
encapsulated bacteria, such as pathogenic Haemophilus
pleuropneumoniae and Proteus mirabilis [21], or bacteria
from natural habitats such as Shewanella strains [31, 49],
and more recently for the Antarctic strain P. antarctica NF;
[43]. For the five analyzed strains, the structure and
thickness of the fibrous layers means that they can be
considered capsules.

Large amounts of MVs released from cells were found in
the extracellular matter of all analyzed bacteria. However,
the highest amounts of MVs were observed for Shewanella
and Pseudoalteromonas strains. This general production of
MVs by cold-adapted Antarctic bacteria had not previously
been reported. Specifically, to our knowledge it is the first
time MVs have been described in Marinobacter and
Psychrobacter strains.

The membrane vesicles of S. livingstonensis NF227,
S. vesiculosa M7", Pseudoalteromonas sp. M4.2, P. fozii
NF23", and M. guineae M3B" showed the typical character-
istics described for these structures. They were spherical
bilayered lipid vesicles extruded from regions of the
bacterial outer membrane. They ranged in size from 20 to
100 nm and contained outer membrane proteins. As
described for other bacteria [23, 34], the analysis of MV
proteins from Antarctic strains by SDS-PAGE showed
different banding profiles in MVs compared to the outer
membrane, suggesting some kind of protein sorting during
membrane vesicle formation.

The ultrastructural analysis of cold-adapted Antarctic
strains also revealed that MVs seemed covered with the
same capsular polymeric fibers as those found around cells.
Components of Gram-negative bacterial membrane vesicles
consist mainly of proteins and lipids from the outer
membrane. Currently, it is accepted that virulence factors
such as LPS, cytoplasmic proteins, and genetic material can
also be components of MVs [17, 30, 34, 45]. However, to
our knowledge, the presence of this polymeric fringe
around membrane vesicles has not yet been visualized.
The length of fibers, and carbohydrate staining of SDS-
PAGE gels of MVs with bands located in the upper regions
of the gel make it reasonable to consider that there are
capsular polysaccharides around MVs, retained from the
outer cell membrane. For our strains, this could facilitate
the formation of a netlike mesh, which would allow MVs to
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be retained near cells and also to adhere to surfaces or to
other cells. For pathogenic strains such as Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, or Pseudomonas
aeruginosa, the demonstration of capsular material in their
MVs would be interesting and could contribute to the
antigenic profile of MVs, with implications in some uses of
membrane vesicles such as vaccine preparation [3].

We analyzed the influence of temperature on MV
production for S. livingstonensis NF22"'. This strain is a
psychrophilic bacterium with an optimal growth temperature
close to 15°C and a maximum growth temperature of 20°C.
Quantification pointed out that MVs were produced in higher
quantities at low temperatures. This was confirmed by TEM
images. Not only were higher numbers of MVs produced
under low temperature conditions (4°C), but morphological
changes were also observed both in the size of secreted
MVs at different temperatures, and in the morphology of
S. livingstonensis NF22" cells grown at different temper-
atures. At low temperatures, MVs were regular in size.
However, at temperatures above the optimal, MVs presented
greater size variability. In addition, spheroplast-like
structures and elongated cells were observed. The presence
of filamentous cells and spheroplast-like structures was also
reported in Shewanella oneidensis MR-1 strain [1], but for
this mesophilic strain these structures appeared at low
growth temperature, and no MVs were described. The
explanation for these events is still not clear, although some
bacteria make filaments under stress factors [10, 48].
Increased release of MVs was reported by McBroom and
Kuehn as an envelope stress response [41, 45]. In this study,
we did not check for stress markers, but for the psychroto-
lerant S. livingstonensis NF22" strain, which cannot grow
over 20°C, a growth temperature of 18°C may be stressful. If
so, fewer MV’s would be produced in this temperature stress
condition. No mechanisms are available explaining the
changes occurring in MV production and size in relation to
growth temperature.

Protein profiles of crude MVs from S. livingstonensis
NF22" grown at different temperatures showed changes in
the expression of some bands depending on growth
temperature. A proteomic analysis of purified MVs from
S. livingstonensis NF22" was conducted to identify the
protein components of these vesicles, as an approach to
define their physiological role. As described for other
Gram-negative bacteria [34], proteins putatively identified
from S. livingstonensis NF22" derived MVs are mainly
outer membrane and periplasmic proteins involved in several
physiological functions. The most abundant proteins detected
are putative TonB-dependent receptors. This family of
beta-barrel proteins from the outer membrane are mainly
involved in the uptake of molecules that are too large to
diffuse through the outer membrane porins, mainly iron
siderophores and vitamin B12 [29]. For our Antarctic
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bacteria, S. livingstonensis NF22", the overexpression of
these proteins could be a mechanism for survival in nutrient-
limited systems, as also proposed by Nevot and co-workers
[44] for P. antarctica NF3. This nutrient-limited situation
could also explain the presence of abundant proteins
putatively identified as bifunctional UDP-sugar hydrolase/
5'-nucleotidase periplasmic precursors, phosphate-binding
periplasmic protein precursors, and phosphate-selective
porins O and P. Phosphorous is an essential component of
macromolecules and bacteria need an optimal supply of
phosphorous from the environment. These precursors and
porins may play roles in nucleotide salvage and in
phosphorous metabolism. Other putative proteins found in
MVs from S. livingstonensis NF22" that could also be
involved in bacterial survival in the Antarctic environment
were porins, type I secretion outer membrane protein (TolC)
and proteolytic degradative enzymes (peptidase M16
domain-containing protein). The overexpressed proteins in
MVs detected at low temperatures (mostly homologues of
TonB-dependent receptors, porins, and phosphate-binding
periplasmic protein precursors), were basically related with
membrane transport. Cold induction of these proteins may
counteract the low diffusion rate of solutes at low temper-
atures. It is remarkable that proteins involved in membrane
transport were also found overexpressed by Kawamoto and
co-workers in a global identification of cold-inducible
proteins from cells of another cold-adapted S. livingstonensis
strain [26]. These authors also reported the overexpression at
cold temperatures of GTPase-translation elongation factor, a
protein involved in protein synthesis, which we have also
found in MVs of S. livingstonensis, suggesting that this
cytoplasmic protein is secreted in membrane vesicles.

At this stage, it is difficult to infer a function for MVs of
this cold-adapted bacterium, mainly because in the laboratory
we are not able to reproduce the growing conditions the
bacterium has in the Antarctic environment and this implies
that some of the identified proteins and their concentrations
could vary in natural environments. Probably more than one
function could be envisaged for the complex extracellular
matter observed in these Antarctic bacteria. The net-like mesh
surrounding the cells composed of polymers and protein-
charged MVs most likely can modify the physico-chemical
properties around the cells building a micro-environment that
could help in their survival. For instance, capsular polymer
could have a cryoprotectant role, could help in cell adhesion,
and the polymeric fibers around vesicles could preserve the
net-like mesh structure. On the other hand, MVs entrapped in
this mesh could be a source of degradative enzymes and could
help to concentrate nutrients around the cells.

In summary, we have revealed that extracellular matter
from five cold-adapted Antarctic bacteria is complex, and is
composed of a capsular polymer and large quantities of
MVs derived from the bacterial outer membrane. These

MVs appeared to be surrounded by the same capsular
polymer forming a net-like-mesh around cells. Temperature
seemed to influence the quantity and morphology of MVs
produced by S. livingstonensis NF22". Proteins identified in
MVs in a first proteomic approach were mainly outer
membrane and periplasmic proteins involved in nutrient
sensing and bacterial survival but more studies are needed
to clearly define the physiological role of MVs with regard
to cold adaptation.
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In the last part of the results before the chapter of Discussion the following number of
Table 2 should be changed

“Proteins putatively identified from S. livingstonensis NF22-derived MVs are shown
in Table 3”.

And Table 3 has to be introduced because it is not present in the article on-line.

Table 3. Proteins identified by 1D SDS-PAGE from Shewanella livingstonensisNF22

Protein
*Band Protein annotation Accesion Mowse | Coverage | Peptides Species
no. no. score (%) Matches

1 TonB-dependent receptor gi|114563586 207>53 5 8 Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB-dependent receptor gi|1120598453 | 185>53 3 4 Shewanella sp. W3-18-1
TonB-dependent receptor gi|114563641 176>53 3 4 Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB-dependent receptor gi|114561796 135>53 4 3 Shewanella frigidimarina NCIMB400
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ 2i|91793491 112>53 4 2 Shewanella denitrificans OS217
5’-nucleotidase periplasmic precursor
Hypothetical protein Sfri 2571 gi|114563737 101>53 3 2 Shewanella frigidimarina NCIMB400
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ gi|15642173 94>53 3 2 Vibrio cholerae N16961
5’-nucleotidase periplasmic precursor
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ 2i|149192364 94>53 3 2 Vibrio shilonii AK1
5’-nucleotidase periplasmic precursor
TonB-dependent receptor gi|170726911 66>53 2 2 Shewanella woodyi ATCC 51908
Hypothetical protein Sputw3181 1613 | gi[120598430 53>53 2 2 Shewanella sp. W3-18-1

2 Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ 2i|91793491 230>53 7 8 Shewanella denitrificans OS217
5’-nucleotidase periplasmic precursor
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ 2i|114563480 193>53 8 5 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
5’-nucleotidase periplasmic precursor
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ gi|15642173 148>53 3 3 Vibrio cholerae N16961
5’-nucleotidase periplasmic precursor
Bifunctional UDP-sugar hydrolase/ 2i|149192364 148>53 3 3 Vibrio shilonii AK1
5’-nucleotidase periplasmic precursor
MscS mechanosensitive ion channel gil92115219 54>53 1 1 Chromohalobacter salexigens DSM 3043
UDP-sugar hydrolase gi|119468684 54>53 1 1 Alteromonadales bacterium TW-7
Transporter, putative 2i|26989506 53>53 1 2 Pseudomonas putida K12440

3 TonB-dependent receptor gi|114563586 334>52 10 9 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent receptor gi|114563641 297>52 5 6 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent receptor gi|109899987 133>52 2 2 Pseudoalteromonas atlantica Té6c
TonB-dependent receptor gi|114561796 132>52 2 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent receptor 2i|120598453 120>52 2 4 Shewanella sp. W3-18-1




TonB-dependent receptor gi|114563610 89>52 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Peptidase M 16 domain-containing gi|114562249 68>52 1 1 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
protein
Outer membrane receptor protein 2i[229240126 61>52 1 1 Chitinophaga pinensis DSM 2588

4 TonB-dependent siderophore receptor gi|114565192 392>52 15 7 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent siderophore receptor 2i|120600832 348>52 12 8 Shewanella sp. W3-18-1
TonB-dependent siderophore receptor 2i|114564869 254>52 7 4 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent siderophore receptor gi|117922558 234>52 11 7 Shewanella sp ANA-3
TonB-dependent siderophore receptor gi|114564386 147>52 3 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
GTPase-translation elongation factor 2i|149773203 57>52 4 1 Shewanella livingstonensis

6 Phosphate-selective porin O and P gi[114565185 421>53 24 11 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Phosphate-selective porin O and P £i/91792000 198>53 16 6 Shewanella denitrificans OS217
TolB domain-containing protein gi|114562639 95>53 7 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TolB-like protein gi|91792752 69>53 7 3 Shewanella denitrificans OS217
7-cyano-7-deazaguanine reductase gi|119899798 65>53 2 1 Azoarcus sp. BH72

7 Long-chain fatty acid transport protein | gi|149675710 185>53 14 5 Shewanella livingstonensis
Type I secretion outer membrane 2i|219806612 159>53 12 5 Shewanella livingstonensis
protein, TolC family protein
Phosphate-selective porin O and P gi|114565185 136>53 6 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Iron regulated protein gi|164454447 124>53 6 2 Shewanella livingstonensis
Outer membrane channel protein gi|164454447 121>53 9 4 Shewanella sediminis HAW-EB3
Type I secretion outer membrane gi|164454447 121>53 10 4 Shewanella piezotolerans WP3
protein, TolC
Phosphate-selective porin O and P 2i/91792000 70>53 2 1 Shewanella denitrificans OS217
Hypothetical protein gi|149773199 63>53 5 2 Shewanella livingstonensis
Putative lipoprotein 2i|91792084 52>53 2 1 Shewanella denitrificans OS217
Type IV pilus assembly PilZ 2i|91792394 51>53 1 1 Shewanella denitrificans OS217

8 Porin gi|114561689 690>52 40 23 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Phosphate-binding periplasmic protein | gi|33592211 124>52 15 5 Bordetella pertussis Tohama |
precursor
Phosphate-binding periplasmic protein | gi|l63857838 121>52 14 5 Bordetella petrii DSM 12804
precursor
Major outer membrane lipoprotein [ 213201826 52>52 13 1 Pseudomonas oleovorans

9 Membrane protein involved in gi|114564966 90>62 5 2 Shewanella frigidimarina NCIMB 400
aromatic hydrocarbon degradation

10 Hypothetical protein Sfri 3402 gi|114564563 129>53 18 3 Shewanella frigidimarina NCIMB 400

Individual scores >n indicate identity or extensive homology (p<0.05)

* Band numbers are as indicated in Fig. 4
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Two strains of psychrotolerant bacteria, designated M7T and M5, isolated from Antarctic coastal
marine environments were studied to determine their taxonomic position. The organisms
comprised Gram-negative, rod-shaped, facultatively anaerobic cells that were motile by means of
single polar flagella. Neither of the bacterial isolates had a requirement for Na*. These two
psychrotolerant strains grew at temperatures ranging from —4 to 30 °C. Both strains were
capable of producing H,S from thiosulfate and were able to use sodium nitrate and trimethylamine
N-oxide as terminal electron acceptors during anaerobic growth. 16S rRNA gene sequence
analysis placed M7" and M5 within the genus Shewanella; the strains showed the highest
similarity (99.9 and 99.2 % respectively) with respect to the type strains of Shewanella
livingstonensis and Shewanella frigidimarina. However the levels of gyrB sequence similarity
between strain M7 and the type strains of S. livingstonensis and S. frigidimarina were 87.6 and
87.4 %, respectively. DNA-DNA hybridization experiments performed between the Antarctic
isolate M7" and S. livingstonensis LMG 19866" and S. frigidimarina LMG 19475 revealed levels
of relatedness of 32 and 35 %, respectively. Strain M5 showed 100 % DNA relatedness with
respect to strain M7". The DNA G +C content of these bacteria was 42 mol%. Several
phenotypic characteristics, the cellular fatty acid compositions and the quinone content of strains
M7" and M5 served to differentiate them from related shewanellae. On the basis of the data from
this polyphasic taxonomic study, M7" and M5 constitute a single genospecies. They represent a
novel species of the genus Shewanella, for which the name Shewanella vesiculosa sp. nov. is
proposed. The type strain is M7T (=LMG 24424T =CECT 7339").

The genus Shewanella was first described by MacDonell &
Colwell (1985). The definition was based almost entirely on
rRNA structure and included only the description ‘straight
or curved rods, Gram-negative, non-pigmented, motile by
polar flagella, chemo-organotrophic, oxidase-positive, gen-
erally associated with aquatic or marine habitats. G+C
mol% 44-47’. Although the taxonomy of this group has
been developed in the last decade, Shewanella putrefaciens
has been studied since its first description as Achromobacter
putrefaciens by Derby & Hammer (1931), because of its
special importance in the areas of applied and envir-
onmental microbiology.

The GenBank/EMBL/DDBJ accession numbers for the 16S rRNA gene
sequences of strains M7" and M5 are AM980877 and AM980878,
respectively, and those for the gyrB gene sequences of strains M7' and
S. livingstonensis NF22" are EU702750 and EU702751, respectively.

Transmission electron micrographs of ultrathin sections of cells of strain
M7T and details of the cellular fatty acid compositions for strains M77
and M5 are presented as supplementary material available with the
online version of this paper.

Currently, more than 40 species are assigned to the genus
Shewanella on the basis of genetic and phenotypic analyses
(http://www.bacterio.cict.fr/s/shewanella.html). The she-
wanellae constitute a diverse group of facultatively
anaerobic bacteria. Their ability to utilize a variety of final
electron acceptors in the absence of oxygen and their
capacity to grow at low temperatures and various salt
concentrations and barometric pressures allow them to
survive in extreme environments, such as those of
Antarctica (Bowman et al, 1997; Bozal et al, 2002).
Because of their potential uses in bioremediation and
energy-generating biocatalysis, shewanellae are being
studied intensively, not only taxonomically, but also in
terms of genomics, ecology and Dbiotechnology
(Venkateswaran et al., 1999; Hau & Gralnick, 2007).

During the characterization of psychrotolerant organisms
isolated from Antarctica, strains M7' and M5 were
recovered from marine sediments collected at Deception
Island (South Shetland Islands). Sample aliquots were
removed with a platinum loop and were diluted in Ringer
solution (Oxoid). Marine agar (Difco) and tryptic soy agar
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(TSA; Oxoid) plates were inoculated with loopfuls of
several sample dilutions by using the streak-plate method
to obtain isolated colonies. Plates were incubated for
7 days at 15 °C. Growth was observed on both media.
Isolates were maintained aerobically on TSA slopes at 4 °C
and also at —80 °C on cryo-beads (AES Laboratoire).

The morphology, size and shape of cells grown on TSA at
15 °C were determined by means of negative staining
(uranyl acetate at 2%, w/v) and transmission electron
microscopy (JEOL 1010) of ultrathin sections after freeze
fixation and freeze-substitution (Nevot et al, 2006).
Motility was investigated by means of phase-contrast
microscopy. Oxidase, catalase and urease activities, nitrate
reduction and hydrolysis of casein, lecithin, gelatin, DNA,
starch and Tween 80 were determined according to Barrow
& Feltham (1993). Utilization of carbohydrates, enzyme
production and additional characteristics were determined
by using API 50 CH, API ZYM and API 20NE strips
(bioMérieux). NaCl tolerance was measured on nutrient
agar (Cultimed) containing 0-10 % (w/v) NaCl; plates were
incubated at 15 °C for 14 days. The temperature range for
growth was determined on TSA incubated for 14 days at
temperatures from —4 to 37 °C. The pH range for growth
was established in tryptic soy broth (TSB; Difco) at
pH 4.0-10.0 (using increments of 0.5 pH units) at 15 °C
for 10 days. Anaerobic growth tests were performed in a
modified YP liquid medium prepared according to Toffin
et al. (2004). Trimethylamine N-oxide (10 mM) and
sodium nitrate (3 mM) were tested as electron acceptors,
with 10 mM lactate as the electron donor and carbon
source. Anaerobic conditions were generated in anaerobic
chambers (Oxoid) with AnaeroGen (Oxoid) and an
anaerobic indicator (Oxoid) and plates were incubated at
15 °C for 10 days. Before storage at 15 °C, anaerobic jars
were kept overnight at —4 °C to ensure that anoxic
conditions had developed before strain growth could
occur. Growth on the plates was compared with growth
on control plates containing the same medium but without
an organic carbon substrate.

The Antarctic bacterial isolates M7" and M5 comprised
Gram-negative, rod-shaped, non-spore-forming cells. On
TSA incubated at 15 °C for 2 days, colonies were circular,
smooth, convex, slightly mucous and 1-2 mm in diameter.
After 1 week, colonies became more mucous and brown-
ish-coloured. On marine agar, colonies were similar but
orange in colour. Diffusible pigments and bioluminescence
were not observed. Transmission electron microscopy of
ultrathin sections of cells of strain M7" showed that large
numbers of outer-membrane vesicles were released (see
Supplementary Fig. S1, available in IJSEM Online). Cells
were motile by means of single polar flagella. Neither
isolate required Na™ for growth. The strains were chemo-
organotrophic and capable of respiratory and fermentative
metabolism. Both strains were positive for cytochrome
oxidase and catalase. They reduced nitrate to nitrite, and
nitrogen gas was not formed from nitrite. M7" and M5
were able to grow anaerobically by reducing trimethyla-

mine N-oxide or sodium nitrate while using DL-lactate as
the electron donor.

The results of the morphological and phenotypic investi-
gations are given in the species description and in Table 1.
Phenotypic studies showed that the isolates displayed
characteristics consistent with those for the genus
Shewanella, but strain M7" differed significantly from
related species (Shewanella livingstonensis, S. frigidimarina,
S. hafniensis, S. putrefaciens, S. gaetbuli and S. morhuae) in
terms of several phenotypic properties, such us temper-
ature requirements, NaCl requirements, enzyme activities
and metabolism of certain sugars.

Cellular fatty acid and isoprenoid quinone compositions
were determined for cell mass grown on TSB agar (30 g
TSB, 15 g agar; Oxoid) for 4 days at 20 °C, as described
previously (Bozal et al., 2002). The most abundant fatty
acids were summed feature 3 (C,¢.,@w7c and/or is0-C;5. 2-
OH; 25.41 % in strain M77), is0-C3.0 (13.20 %), is0-Cy5.
(9.70%), Cis.0 (9.73%), Cy7.108¢ (7.84%) and Cis.¢
(5.73%) (see Supplementary Table S1). The isolates had
cellular fatty acid profiles that were similar to those of
phylogenetically closely related type strains of S. living-
stonensis and S. frigidimarina; however, strains M7T and
M5 had lower levels of monounsaturated fatty acids and
increased levels of terminally branched saturated fatty acids
and, unlike S. frigidimarina, strain M7" did not produce
eicosapentaenoic acid (C,y.5w3) (Nichols et al, 1994;
Bowman et al, 1997; Venkateswaran et al, 1999; Bozal
et al., 2002). Strains M7" and M5 contained ubiquinones
(Q-7, Q-8) and menaquinones (MK-7 and MMK-7) that
are commonly found in Shewanella species (Bozal et al.,
2002; Bowman, 2005).

Total DNA for complete 16S rRNA gene sequence analysis
was prepared according to the protocol of Niemann et al.
(1997). A total of 1495 nt from the 16S rRNA gene were
sequenced, as described previously by Bozal et al. (2002). A
phylogenetic analysis was performed using the software
package BioNumerics (Applied Maths). Distance analysis
and clustering was done using the neighbour-joining
method (Saitou & Nei, 1987). For strain M7' and S.
livingstonensis LMG 19866", the gyrB gene was PCR-
amplified with universal primer sets, as described by
Yamamoto & Harayama (1995), and subsequently
sequenced. The identity of a given PCR product was
verified by means of bidirectional sequencing analysis.
Multiple alignment, distance matrix analysis and phylo-
genetic analysis of gyrB sequences obtained in this study
and others available in the public databases were
performed using MEGa, version 4.0 (Tamura et al., 2007).
A phylogenetic tree was constructed using the neighbour-
joining method (with Kimura’s two-parameter model and
the pairwise deletion option) and its topological robustness
was evaluated by means of a bootstrap analysis of 1000
replicates. For DNA-DNA hybridizations and determina-
tion of G+ C content, total DNA was prepared according
to a modification of the procedure of Wilson (1987). The

http://ijs.sgmjournals.org
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G+C content was determined by using the HPLC
technique, as described by Mesbah et al. (1989). DNA-
DNA hybridizations were performed at 47 °C according to
a modification (Goris et al., 1998; Cleenwerck et al., 2002)
of the method described by Ezaki ef al. (1989).

The 16S rRNA gene phylogenetic studies confirmed that
the Antarctic isolates (strains M7T and M5) were members
of the genus Shewanella. The highest levels of 16S rRNA
gene sequence similarity were found with S. livingstonensis
LMG 19866" (99.9%) and S. frigidimarina ACAM 591"
(99.2%); lower levels of similarity (97.0-97.5 %) occurred
with strains of other Shewanella species with validly
published names (Fig. 1). Strain M5 showed 100.0 % 16S
rRNA gene sequence similarity with respect to M7,
indicating that these strains probably belong to the same
species. On the basis of gyrB gene sequences, the nearest
neighbours of strain M7" were again the type strains of S.
livingstonensis and S. frigidimarina (Fig. 2), but with

sequence similarities of 87.6 and 87.4%, respectively.
These similarity values are lower than the 90 % species
cut-off value proposed for Shewanella by Venkateswaran
et al. (1999), and the gyrB sequence of strain M7" formed a
monophyletic branch in the tree shown in Fig. 2,
suggesting that this strain represents a novel Shewanella
species. To verify the taxonomic position of strain M7,
DNA-DNA hybridizations were performed with S. living-
stonensis LMG 19866" and S. frigidimarina LMG 19475".
The low DNA-DNA reassociation values (32 and 35%
with respect to S. livingstonensis LMG 19866" and S.
frigidimarina LMG 19475, respectively) and the results of
the 16S rRNA and gyrB gene sequence analyses indeed
demonstrated the distinct position of strain M7" within the
genus Shewanella (Wayne et al., 1987). Strain M5 showed
100 % DNA relatedness with respect to M7" and it can be
concluded that M5 and M7' belong to the same
genospecies. Their DNA G+C content (42 mol%) lies

Table 1. Differential characteristics for strains M7" and M5 and their closest phylogenetic neighbours

Strains/species: 1, M7t (strain M5 showed identical results with the exception that it did not grow with 7% NaCl); 2, S. livingstonensis (data from
Bozal et al., 2002); 3, S. frigidimarina (Bowman et al., 1997); 4, S. hafniensis (Satomi et al., 2006); 5, S. putrefaciens (Venkateswaran et al., 1999); 6, S.
gaetbuli (Yoon et al., 2004); 7, S. morhuae (Satomi et al., 2006). All species are Gram-negative rods that are motile by means of single polar flagella

and all are positive for growth at 4 °C at 3% NaCl and for catalase and oxidase activities. +, Positive; —, negative; ND, no data available; v—, 11—

89 % of strains negative, type strain negative.

Characteristic 1 2 3 4 5 6 7
Cell length (pm) 1.5-3 1-3 1.0-2.5 1.0-1.2 ND 1.5-3.0 1.0-1.2
Cell diameter (um) 0.5 0.4 0.5-0.8 0.5-0.7 ND 0.5-0.7 0.5-0.7
Growth at/with:
30 °C + - - + + + +
37°C - - - - + + -
0% NaCl + + + + + - ND
7 % NaCl + - + - - + -
Reduction of nitrate to nitrite + + + + + — —+
Production of H,S + + + + + - +
Enzyme activities
Lipase (C14) + - ND ND ND - ND
o-Chymotrypsin + - ND ND + + ND
f-Galactosidase (ONPG) + + v— ND ND - ND
N-Acetyl- f-glucosaminidase + - ND ND - + ND
Cystine arylamidase - + ND ND ND - ND
DNase + - + + + ND +
Lecithinase + - + ND ND ND ND
Gelatinase + + + + - + +
Utilization of:
D-Galactose + + v— ND + - ND
Glucose + + + + - ND -
Sucrose + + + - - - -
D-Xylose - + v— ND ND ND ND
N-Acetylglucosamine + + - + + ND +
Trehalose - + + ND ND ND ND
Malate + — 4 + + _ +
D-Ribose - + ND ND ND ND ND
DNA G+ C content (mol%) 42 41 40-43 47 43-47 42 44
338 International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 59
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Fig. 1. Neighbour-joining phylogenetic tree, based on 16S rRNA
gene sequences, showing the position of Antarctic isolates M7"
and M5 among neighbouring species of the genus Shewanella.
Bootstrap percentages >50% (based on 1000 replications) are
shown at branch points.

within the range described for members of the genus
Shewanella.

Description of Shewanella vesiculosa sp. nov.

Shewanella vesiculosa (ve.si.cu.lo’sa. L. fem. adj. vesiculosa
full of blisters, vesiculous).

Cells are rod-shaped (0.5 um wide and 1.5-3 um long),
Gram-negative, facultatively anaerobic and non-spore-
forming. Cells are motile by means of single polar flagella.
After 48 h incubation at 15 °C on TSA, colonies are 1—
2 mm in diameter, smooth, round with regular edges,
slightly mucous and slightly brownish. The growth
temperature ranges from —4 to 30 °C (optimum 15—
20 °C), the pH range for growth is 6.0-8.5 (optimum
approx. pH 7.5) and sodium ions are not required for
growth. Optimal growth occurs in the presence of 2%
NaCl (w/v); no growth in the presence of >79% NaCl.
Positive for oxidase, catalase, alkaline phosphatase, acid
phosphatase, esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase
(C14), leucine arylamidase, valine arylamidase, «-chymo-
trypsin, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, «-glucosidase,
p-glucosidase, f-galactosidase and N-acetyl-f-glucosami-
nidase, but negative for cystine arylamidase, trypsin, o-
galactosidase, f-glucuronidase, o-mannosidase and «-
fucosidase. Positive for hydrolysis of aesculin, Tween 80,
gelatin, casein and lecithin, but negative for hydrolysis of
urea and starch. Hydrogen sulfide is produced from
thiosulfate. Cells are able to grow anaerobically by reducing
trimethylamine N-oxide and sodium nitrate with lactate as
the electron donor. With the API 50 CH test, growth is
positive for D-glucose, D-galactose, D-mannitol, N-acetyl-
glucosamine, cellobiose, maltose, melibiose, malate and
sucrose. The most abundant fatty acids are summed feature

S. baltica NCTC 107357 (AB231331)
S. hafniensis PO10T (AB208056)

—
0.02

63

65

S. putrefaciens ATCC 80717 (AF005669)
100 S. glacialipiscicola T147" (AB266200)
100 S. morhuae U14177 (AB208062)
S. decolorationis CCTCC M 203093T (AJ609572)
100 S. oneidensis MR-1T (AE014299)

S. denitrificans 0$2177 (CP000302)
100 S. frigidimarina ACAM 5917 (AF014947)
97 S. livingstonensis NF22" (EU702751)

S. algidipiscicola $137 (AB266202)
S. colwelliana ATCC 395657 (AB266207)

———————— S. piezotolerans WP3T (AM229308)

8. fidelis (AM229309)

S. marinintestina IK-17 (AB081763)

S. sairae SM2-17 (AB081768)

S. schiegeliana HRKA1T (AB081766)

S. halifaxensis HAW-EB4T (AY842131)

98 S. pealeana ANG-SQ1T (AF014945)

S. gelidimarina ACAM 4567 (AF014946)

100 S. hanedai ATCC 332247 (AF005693)
——— S. sediminis HAW-EB3T (AY842130)

S. woodyi MS327 (AF014944)

S. atlantica HAW-EB5T (AY842132)

S. canadensis HAW-EB2T (AY842129)

S. psychrophila WP2T (AM229307)

S. benthica ATCC 439927 (AF014949)

S. violacea (AB092340)

94

82

96
89

72

99

S. loihica PV-4T (CP000606)
S. algae ATCC 511927 (AF005686)
100 S. amazonensis SB2BT (AF005257)

Fig. 2. Neighbour-joining phylogenetic tree
based on gyrB sequences of strains M7' and
S. livingstonensis NF22" (determined in this
study) and strains of the genus Shewanella.
Bootstrap percentages >50% (based on
1000 replicates) are shown. Bar, 2%
sequence divergence.
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3 (Cy6.1w7c¢ and/or is0-C;5.9 2-OH), is0-C;3. ¢, 150-C;5.¢,
Ci6:00 C17.108¢ and Cys.¢. The quinone composition of
the type strain is Q-7 (50.5%), Q-8 (25.3%), MK-7
(14.4 %) and MMK-7 (9.8 %). The DNA G+ C content of
the type strain is 42 mol%.

The type strain, M7" (=LMG 24424" =CECT 7339"), was
isolated from marine sediments collected from Deception
Island (South Shetland Islands, Antarctica).
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