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Resumen  
 
El metabolismo del fosfato (Pi) es crucial para todos los organismos vivos, tanto en 
términos energéKcos como de biosíntesis. En bacterias lácKcas (BAL), como 
Lac$caseibacillus paracasei, este proceso podría estar vinculado a algunas de sus 
funciones probióKcas, como la retención de metales/metaloides tóxicos, como el 
mercurio y el arsénico (As), y la síntesis de polifosfato (poli-P), una molécula de 
relevancia en el mantenimiento de la homeostasis intesKnal. En disKntos 
lactobacilos se han idenKficado genes (pstSCAB) que codifican un transportador ABC 
específico de Pi que podría ser el responsable de la acumulación de arsenato [As(V)], 
un análogo estructural del Pi. Estos genes se encuentran habitualmente adyacentes 
a un sistema de dos componentes (TCS) phoP-phoR, el cual regula el metabolismo 
del Pi en otras bacterias. Por otro lado, se ha descrito que la enzima poli-P quinasa 
(Ppk) es la responsable de la síntesis de poli-P, mientras que su degradación es 
llevada a cabo por la enzima exopolifosfatasa (Ppx). En Lc. paracasei BL23, el gen que 
codifica Ppk está agrupado con dos genes que codifican exopolifosfatasas con 
diferente composición de dominios, con el orden génico ppx1-ppk-ppx2, pero la 
función de estos genes ppx aún no ha sido explorada. El objetivo principal de esta 
tesis fue estudiar cómo el metabolismo del Pi y su regulación en lactobacilos afectan 
a la captación del metaloide As(V) y la producción de poli-P. 
 
Con este fin, se evaluó el papel del transportador PtsSCAB y el TCS PhoPR de 
lactobacilos en la incorporación de especies inorgánicas de As. Para evaluar la 
posible contribución de este sistema a la incorporación de As se uKlizaron mutantes 
de los genes pstC del transportador PstSCAB, del gen regulador del transporte de Pi 
phoU y del gen phoP del TCS PhoPR en la cepa Lac$plan$bacillus plantarum Lpp+, y 
en la cepa Lp. plantarum WCFS1. Además, se construyeron mutantes en estos genes 
en nuestra bacteria modelo del laboratorio, Lc. paracasei BL23, incluyendo un 
mutante en el gen phoR del TCS PhoPR. Estas cepas mutantes fueron culKvadas en 
diferentes concentraciones de As(V) y arsenito [As(III)], y se estudió su capacidad de 
incorporación de As y de crecimiento. Nuestros resultados demostraron que es 
probable que el As(V) sea captado por el sistema de transporte PstSCAB en Lp. 
plantarum. También hemos demostrado que la cepa de Lc. paracasei que carece de 
phoP mostró una mayor resistencia a As(III) sin presentar una detoxificación 
(oxidación) aparente de As(III) a As(V). 
 
La inesperada resistencia a As(III) en la cepa DphoP de Lc. paracasei BL23 nos llevó 
a caracterizar el regulador transcripcional PhoP, con el fin de intentar dar respuesta 
a este fenoKpo. Para ello, realizamos un análisis transcriptómico comparaKvo entre 
la cepa Lc. paracasei BL23 y el mutante deficiente en phoP. Los resultados obtenidos 
mediante RNA-seq revelaron que la ausencia de PhoP en Lc. paracasei BL23 conduce 
a efectos pleiotrópicos significaKvos, evidenciados por los cambios sustanciales en 
el transcriptoma. La unión de PhoP a los promotores de los genes pstS y phnD 
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(uKlización de fosfonatos) pudo demostrase mediante ensayos de retardo en gel. A 
su vez, uno de los hallazgos más destacados fue la disminución en la expresión del 
gen ackA (acetato quinasa), que no parecía debida a una interacción de PhoP con el 
promotor de ackA. Esta observación nos decidió a construir un mutante en este gen, 
el cual presentó el mismo fenoKpo de resistencia a As(III) que la cepa DphoP. Esto 
evidenció que el déficit en la expresión de la acetato quinasa es el causante de la 
resistencia a As(III) en el mutante phoP. 
 
Por otro lado, con el fin de explorar en detalle los mecanismos implicados en la 
síntesis y degradación de poli-P en lactobacilos, especialmente las funciones de los 
genes que codifican para las exopolifosfatasas Ppx1 y Ppx2 en Lc. paracasei BL23, se 
obtuvieron mutantes en sus respecKvos genes y se estudió su impacto en la síntesis 
de poli-P. Los resultados obtenidos mostraron que, al igual que ocurre en otras 
bacterias, la síntesis de poli-P en los lactobacilos está estrechamente regulada. 
Observamos tambien un fenoKpo inesperado para la falta de Ppx1 en Lc. paracasei 
BL23, que presentó una ausencia total de síntesis de poli-P. Así, Ppx1 es necesaria 
para la producción in vivo de poli-P, lo cual difiere de lo descrito para mutantes ppx 
de E. coli o mutantes de otras especies bacterianas en las que se eliminó ppx1 y/o 
ppx2. Los ensayos de las acKvidades catalíKcas de Ppk, Ppx1 y Ppx2 y el análisis de 
las secuencias proteicas sugieren que Ppx1 podría no actuar como una 
exopolifosfatasa. Tras este resultado decidimos estudiar cómo una mutación en el 
residuo conservado Glu-112 en Ppx1 afectaba a la acumulación de poli-P en Lc. 
paracasei BL23. Esta mutación resultó en un incremento significaKvo en la síntesis 
de poli-P, indicando una función reguladora o catalíKca para este residuo de la 
proteína.  
 
Hemos demostrado también que la transición a la fase estacionaria y la posible 
limitación de nutrientes desencadenan la acumulación de poli-P. Analizamos cómo 
la variación de los niveles de poli-P influye en la supervivencia bacteriana durante la 
fase estacionaria. Demostramos que la supresión de un segundo gen (ppk2), que 
codifica una Ppk adicional idenKficada en el genoma de Lc. paracasei BL23, afecta 
negaKvamente a la supervivencia durante esta fase, lo que sugiere su papel en el 
metabolismo del poli-P en los lactobacilos. 
 
En conjunto, esto hallazgos profundizan en la comprensión del metabolismo del Pi y 
del poli-P en Lc. paracasei BL23, lo que podría tener importantes implicaciones en el 
desarrollo de aplicaciones probióKcas, especialmente en el contexto de la resistencia 
a metales tóxicos y la homeostasis intesKnal. 
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Abstract 
 
The metabolism of phosphate (Pi) is crucial for all living organisms, both in terms of 
energy and biosynthesis. In lacKc acid bacteria (LAB), such as Lac$caseibacillus 
paracasei, this process could be linked to some of their probioKc funcKons, such as 
the retenKon of toxic metals/metalloids like mercury and arsenic (As), and the 
synthesis of polyphosphate (poly-P), a molecule relevant to the maintenance of 
intesKnal homeostasis. In various lactobacilli, genes (pstSCAB) have been idenKfied 
that encode a Pi-specific ABC transporter, which could be responsible for the 
accumulaKon of arsenate [As(V)], a structural analog of Pi. These genes are typically 
found adjacent to a two-component system (TCS) phoP-phoR, which regulates Pi 
metabolism in other bacteria. On the other hand, the enzyme poly-P kinase (Ppk) is 
responsible for poly-P synthesis, while its degradaKon is carried out by the 
exopolyphosphatase enzyme (Ppx). In Lc. paracasei BL23, the gene encoding Ppk is 
grouped with two genes that encode exopolyphosphatases with different domain 
composiKons, in the gene order ppx1-ppk-ppx2, but the funcKon of these ppx genes 
has not been explored yet. The main objecKve of this thesis was to study how Pi 
metabolism and its regulaKon in lactobacilli affect the uptake of the metalloid As(V) 
and the producKon of poly-P. 
 
To this end, the role of the PtsSCAB transporter and the PhoPR TCS from lactobacilli 
in the incorporaKon of inorganic As species was evaluated. To assess the possible 
contribuKon of this system to As incorporaKon, mutants of the pstC genes from the 
PstSCAB transporter, the Pi transport regulator gene phoU, and the phoP gene of the 
PhoPR TCS were obtained in the strain Lac$plan$bacillus plantarum Lpp+ and the 
strain Lp. plantarum WCFS1. AddiKonally, mutants were constructed in these genes 
in our laboratory model bacteria, Lc. paracasei BL23, including a mutant in the phoR 
gene of the PhoPR TCS. These mutant strains were grown in different concentraKons 
of As(V) and arsenite [As(III)], and their capacity to incorporate As and their growth 
were studied. Our results showed that As(V) is likely taken up by the PstSCAB 
transport system in Lp. plantarum. We also demonstrated that the Lc. paracasei 
strain lacking phoP showed greater resistance to As(III) without exhibiKng an 
apparent detoxificaKon (oxidaKon) of As(III) to As(V). 
 
The unexpected As(III) resistance in the ΔphoP strain of Lc. paracasei BL23 led us to 
characterize the transcripKonal regulator PhoP to try to explain this phenotype. For 
this, we performed a comparaKve transcriptomic analysis between the Lc. paracasei 
BL23 strain and the phoP-deficient mutant. RNA-seq results revealed that the 
absence of PhoP in Lc. paracasei BL23 leads to significant pleiotropic effects, as 
evidenced by substanKal changes in the transcriptome. The binding of PhoP to the 
promoters of the pstS and phnD genes (uKlizaKon of phosphonates) was 
demonstrated through gel shit assays. One of the most notable findings was the 
decreased expression of the ackA gene (acetate kinase), which did not appear to be 
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due to an interacKon of PhoP with the ackA promoter. This observaKon prompted 
us to construct a mutant in this gene, which exhibited the same As(III) resistance 
phenotype as the ΔphoP strain. This indicated that the lack of acetate kinase 
expression is the cause of As(III) resistance in the phoP mutant. 
 
Furthermore, to explore in detail the mechanisms involved in the synthesis and 
degradaKon of poly-P in lactobacilli, especially the funcKons of the genes encoding 
the exopolyphosphatases Ppx1 and Ppx2 in Lc. paracasei BL23, mutants in their 
respecKve genes were obtained, and their impact on poly-P synthesis was studied. 
The results showed that, as in other bacteria, poly-P synthesis in lactobacilli is Kghtly 
regulated. We also observed an unexpected phenotype for the lack of Ppx1 in Lc. 
paracasei BL23, which resulted in a complete absence of poly-P synthesis. Thus, Ppx1 
is necessary for the in vivo producKon of poly-P, which differs from what has been 
described for ppx mutants of E. coli or mutants of other bacterial species in which 
ppx1 and/or ppx2 were deleted. The catalyKc acKviKes of Ppk, Ppx1, and Ppx2 and 
the analysis of the protein sequences suggest that Ppx1 may not act as an 
exopolyphosphatase. Following this result, we decided to study how a mutaKon in 
the conserved residue Glu-112 in Ppx1 affected the accumulaKon of poly-P in Lc. 
paracasei BL23. This mutaKon resulted in a significant increase in poly-P synthesis, 
indicaKng a regulatory or catalyKc funcKon for this protein residue. 
 
We also demonstrated that the transiKon to the staKonary phase and potenKal 
nutrient limitaKon trigger poly-P accumulaKon. We analyzed how variaKons in poly-
P levels influence bacterial survival during the staKonary phase. We showed that the 
suppression of a second gene (ppk2), which encodes an addiKonal Ppk idenKfied in 
the Lc. paracasei BL23 genome, negaKvely affects survival during this phase, 
suggesKng its role in poly-P metabolism in lactobacilli. 
 
In conclusion, these findings deepen our understanding of Pi and poly-P metabolism 
in Lc. paracasei BL23, which could have important implicaKons for the development 
of probioKc applicaKons, especially in the context of resistance to toxic metals and 
intesKnal homeostasis. 
 
 



 

 IX 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 X 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Resum 

 XI 

Resum 
 
El metabolisme del fosfat (Pi) és crucial per a tots els organismes vius, tant en termes 
energèKcs com de biosíntesi. En bacteris làcKcs (BAL), com Lac$caseibacillus 
paracasei, aquest procés podria estar vinculat a algunes de les seues funcions 
probiòKques, com la retenció de metalls/metaloides tòxics com el mercuri i l’arsènic 
(As), i la síntesi de polifosfat (poli-P), una molècula rellevant en el manteniment de 
la homeòstasi intesKnal. En diversos lactobacils, s'han idenKficat gens (pstSCAB) que 
codifiquen un transportador ABC específic de Pi, que podria ser responsable de 
l'acumulació d'arsenat [As(V)], un anàleg estructural del Pi. Aquests gens es troben 
habitualment adjacents a un sistema de dos components (TCS) phoP-phoR, que 
regula el metabolisme del Pi en altres bacteris. Per altra banda, l'enzim poli-P 
quinasa (Ppk) és responsable de la síntesi de poli-P, mentre que la seua degradació 
es porta a terme per l'enzim exopolifosfatasa (Ppx). En Lc. paracasei BL23, el gen que 
codifica Ppk està agrupat amb dos gens que codifiquen exopolifosfatases amb 
diferent composició de dominis, en l'ordre gènic ppx1-ppk-ppx2, però la funció 
d'aquests gens ppx encara no ha estat explorada. L'objecKu principal d'aquesta tesi 
va ser estudiar com el metabolisme del Pi i la seua regulació en lactobacils afecten 
la captació del metaloide As(V) i la producció de poli-P. 
 
Per a això, es va avaluar el paper del transportador PtsSCAB i el TCS PhoPR en 
lactobacils en la incorporació d’espècies inorgàniques d’As. Per avaluar la possible 
contribució d'aquest sistema a la incorporació d’As, es van uKlitzar mutants dels gens 
pstC del transportador PstSCAB, del gen regulador del transport de Pi phoU, i del gen 
phoP del TCS PhoPR en la soca Lac$plan$bacillus plantarum Lpp+ i en la soca Lp. 
plantarum WCFS1. A més, es van construir mutants en aquests gens en la nostra soca 
model de laboratori, Lc. paracasei BL23, incloent un mutant en el gen phoR del TCS 
PhoPR. Aquestes soques mutants es van culKvar en diferents concentracions d’As(V) 
i d’arsenit [As(III)], i es va estudiar la seua capacitat d'incorporació d'As i de 
creixement. Els nostres resultats van demostrar que probablement l’As(V) és captat 
pel sistema de transport PstSCAB en Lp. plantarum. També hem demostrat que la 
soca de Lc. paracasei que manca de phoP va mostrar una major resistència a As(III) 
sense presentar una detoxificació (oxidació) aparent de As(III) a As(V). 
 
L’inesperada resistència a As(III) en la soca ΔphoP de Lc. paracasei BL23 ens va portar 
a caracteritzar el regulador transcripcional PhoP, amb l'objecKu de donar resposta a 
aquest fenoKp. Per a això, vam realitzar una anàlisi transcriptòmica comparaKva 
entre la soca Lc. paracasei BL23 i el mutant deficient en phoP. Els resultats obKnguts 
mitjançant RNA-seq van revelar que l'absència de PhoP en Lc. paracasei BL23 
provoca efectes pleiotròpics significaKus, evidenciats pels canvis substancials en el 
transcriptoma. La unió de PhoP als promotors dels gens pstS i phnD (uKlització de 
fosfonats) es va poder demostrar mitjançant assajos de retard en gel. Un dels 
descobriments més destacats va ser la disminució en l'expressió del gen ackA (acetat 
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quinasa), que no semblava deure's a una interacció de PhoP amb el promotor de 
ackA. Aquesta observació ens va portar a construir un mutant en aquest gen, el qual 
va presentar el mateix fenoKp de resistència a As(III) que la soca ΔphoP. Això va 
evidenciar que el dèficit en l'expressió de l'acetat quinasa és el causant de la 
resistència a As(III) en el mutant phoP. 
 
D'altra banda, per a explorar en detall els mecanismes implicats en la síntesi i 
degradació de poli-P en lactobacils, especialment les funcions dels gens que 
codifiquen les exopolifosfatases Ppx1 i Ppx2 en Lc. paracasei BL23, es van obtenir 
mutants en els seus respecKus gens i es va estudiar el seu impacte en la síntesi de 
poli-P. Els resultats obKnguts van mostrar que, igual que en altres bacteris, la síntesi 
de poli-P en els lactobacils està estretament regulada. També vam observar un 
fenoKp inesperat per la manca de Ppx1 en Lc. paracasei BL23, que va presentar una 
absència total en la síntesi de poli-P. Així, Ppx1 és necessària per a la producció in 
vivo de poli-P, la qual cosa difereix del que s'ha descrit per a mutants ppx d’E. coli o 
mutants d'altres espècies bacterianes en què es va eliminar ppx1 i/o ppx2. Els assajos 
de les acKvitats catalíKques de Ppk, Ppx1 i Ppx2 i l'anàlisi de les seqüències 
proteiques suggereixen que Ppx1 podria no actuar com una exopolifosfatasa. 
Després d'aquest resultat, vam decidir estudiar com una mutació en el residu 
conservat Glu-112 en Ppx1 afectava l'acumulació de poli-P en Lc. paracasei BL23. 
Aquesta mutació va resultar en un increment significaKu en la síntesi de poli-P, 
indicant una funció reguladora o catalíKca per a aquest residu de la proteïna. 
 
També hem demostrat que la transició a la fase estacionària i la possible limitació de 
nutrients desencadenen l'acumulació de poli-P. Vam analitzar com la variació dels 
nivells de poli-P influeix en la supervivència bacteriana durant la fase estacionària. 
Vam demostrar que la supressió d'un segon gen (ppk2), que codifica una Ppk 
addicional idenKficada en el genoma de Lc. paracasei BL23, afecta negaKvament la 
supervivència durant aquesta fase, la qual cosa suggereix el seu paper en el 
metabolisme del poli-P en els lactobacils. 
 
En conjunt, aquests descobriments profunditzen en la comprensió del metabolisme 
del Pi i del poli-P en Lc. paracasei BL23, cosa que podria Kndre importants 
implicacions en el desenvolupament d'aplicacions probiòKques, especialment en el 
context de la resistència a metalls tòxics i la homeòstasi intesKnal. 
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1. Bacterias del ácido lác>co 
 

1.1 Definición y clasificación  

 
Las bacterias del ácido lácKco (BAL) han consKtuido históricamente un grupo 
heterogéneo de bacterias Gram-posiKvas unidas por ciertas caracterísKcas morfológicas, 
metabólicas y fisiológicas. Orla-Jensen definió por primera vez el grupo como bacterias 
Gram-posiKvas, no esporuladas y no móviles, pudiendo adoptar formas de cocos o 
bastones, y que tenían la capacidad de catabolizar azúcares principalmente a ácido 
lácKco (Orla-Jensen,1919). El desarrollo posterior de técnicas bioquímicas permiKó una 
definición más precisa del grupo: bacterias Gram-posiKvas que producen 
mayoritariamente ácido lácKco a parKr de la degradación de azúcares, generalmente 
catalasa negaKvas y carentes de citocromos, anaeróbicas o aerotolerantes (Vinderola 
Gabriel et al., 2019). Además, toleran ambientes ácidos y suelen tener múlKples 
requerimientos nutricionales (SKles and Holzapfel, 1997). Dentro de este grupo se 
incluían entonces principalmente lactobacilos y bifidobacterias. Sin embargo, el 
desarrollo de las técnicas de análisis filogenéKco puso de manifiesto que estos dos 
grupos de bacterias están evoluKvamente muy distanciadas (SKles and Holzapfel, 1997; 
Papadimitriou et al., 2016). 
 
Según la taxonomía actual, las BAL pertenecen al filo Bacillota (Firmicutes), clase Bacilli, 
orden Lactobacillales. El análisis filogenéKco indica que Lactobacillales consKtuye un 
grupo monofiléKco (Makarova et al., 2006). Actualmente el orden incluye las familias 
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae y 
Streptococcaceae. En el año 2020, se llevó a cabo una importante reorganización 
taxonómica de las BAL según la filogenia basada en el grupo de genes comparKdos (core 
genome), los valores de idenKdad promedio de sus aminoácidos por pares (average 
amino acid idenKty), los genes caracterísKcos específicos de cada clado, criterios 
fisiológicos y la ecología de los organismos (Zheng et al., 2020). 
 
Basándose en estos parámetros, se propuso modificar la familia Lactobacillaceae para 
incluir todos los géneros que anteriormente se incluían en las familias Lactobacillaceae 
y Leuconostocaceae (Zheng et al., 2020). Asimismo, se propuso una reclasificación del 
género Lactobacillus en 25 géneros, que incluyo el género Lactobacillus modificado, y 
los nuevos géneros, Ace$lactobacillus, Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, 
Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa, 
Fruc$lactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfeliella, Lac$caseibacillus, 
Lac$plan$bacillus, Lapidilactobacillus, La$lactobacillus, Len$lactobacillus, 
Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, 
Loigolactobacilus, Paralactobacillus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus y 
Secundilactobacillus (Zheng et al., 2020). 
 



Introducción 

 4 

Actualmente la familia Lactobacillaceae está conformada por 34 géneros que incluyen 
los géneros anteriormente citados y los géneros Convivina, Fructobacillus, Leuconostoc, 
Nicoliella, Oenococcus, Pediococcus, Periweissella, Philodulcilactobacillus y Weissella. 
Desde el 2019 se han añadido más de 40 genomas que confirman que los 
Lactobacillaceae son monofiléKcas, siempre y cuando se incluyan las anKguas 
Leuconostocaceae (Qiao et al., 2022) (Figura1).  
 
 
 

 
 
 
Figura 1. Árbol filogené,co de 336 cepas de Lactobacillaceae con Carnobacterium maltaroma0cum 
como grupo externo. Los colores de las ramas corresponden a los dis,ntos géneros. Los nombres de 
las especies homofermenta,vas y heterofermenta,vas aparecen en rojo y azul, respec,vamente. 
Imagen tomada de (Qiao et al., 2022). 
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Las nuevas especies de Lactobacillaceae descritas con posterioridad siguiendo la 
clasificación propuesta por Zheng et al. (2020) coinciden con los rasgos ecológicos y 
metabólicos descritos para cada género. Por lo tanto, la propuesta de Zheng et al. (2020) 
ha facilitado la descripción de nuevos taxones dentro de la nueva familia de los 
Lactobacillaceae. Antes de 2020, era prácKcamente imposible definir nuevos géneros 
dentro de la familia Lactobacillaceae porque implicaba la fragmentación del género 
Lactobacillus(Qiao et al., 2022). Estos resultados han puesto de manifiesto una alta 
correlación entre los criterios taxonómicos establecidos y la adaptación a diferentes 
hospederos y las caracterísKcas metabólicas. Por ejemplo, el reexamen de la taxonomía 
de las especies del grupo Lac$caseibacillus casei (Lc. casei, Lc. paracasei y Lc. 
rhamnosus) mostró que las disKntas especies podían ser disKnguidas por la presencia 
de genes de tolerancia al estrés oxidaKvo específicos (Wuyts et al., 2017). Este hecho 
subraya la importancia de considerar no solo las caracterísKcas morfológicas, sino 
también los aspectos genéKcos y fisiológicos al definir la taxonomía de las BAL y, más 
ampliamente, de los microorganismos en general. 
 
1.2 Fisiología de las BAL: rutas de degradación de azúcares 

Como se ha señalado antes, las BAL se caracterizan por ser bacterias exclusivamente 
fermentadoras. Una de las pruebas clásicas para su clasificación se basaba en las vías 
metabólicas que usan para generar ácido lácKco como producto final durante la 
fermentación de carbohidratos. Por lo tanto, las BAL se agrupaban en 
homofermentaKvas o heterofermentaKvas según sus productos finales durante la 
fermentación (Kandler, 1983). Esta prueba perdió senKdo posteriormente debido a su 
falta de coherencia con los análisis filogenéKcos. Sin embargo, la reorganización de las 
anteriores familias Lactobacillaceae y Leuconostocaceae y del género Lactobacillus ha 
puesto de manifiesto que las BAL heterofermentaKvas y homofermentaKvas de estas 
familias corresponden a grupos monofiléKcos (Qiao et al., 2022) (Figura 1).  
 
Las BAL homofermentaKvas degradan las hexosas por la ruta de Embden-Meyerhof-
Parnas convirKendo una molécula de hexosa en dos moléculas de ácido lácKco (Kandler, 
1983) (Figura 2A). El enzima clave en esta ruta es la aldolasa que escinde la fructosa-1,6-
bisfosfato en gliceraldehído-3-P y dihidroxiacetona-P. Por su parte, las BAL 
heterofermentaKvas uKlizan la vía de las pentosas fosfato, convirKendo las hexosas en 
dióxido de carbono y xilulosa-5-P. Ésta es converKda en gliceraldehído-3-P y aceKl-P por 
acción de la fosfocetolasa (Figura 2B). El aceKl-P puede ser reducido a etanol para 
reoxidar el exceso de NADPH/NADH generado en las primeras etapas de la ruta, o 
directamente defosforilado a acetato, permiKendo así la síntesis de una molécula 
adicional de ATP (Gänzle, 2015) (Figura 2B). 
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Figura 2. Rutas metabólicas para la producción de ácido lác,co. a. Metabolismo homofermenta,vo por 
la vía de Embden -Meyerhoff; b. Metabolismo heterofermenta,vo por la vía de la fosfocetolasa.  

 
 
Entre las BAL homofermentaKvas se puede disKnguir dos grupos: homofermentaKvas 
estrictas y heterofermentaKvas facultaKvas. Las BAL homofermentaKvas estrictas 
carecen de la ruta de las pentosas fosfato, por lo que no pueden catabolizar pentosas, 
mientras que las heterofermentaKvas facultaKvas sí la poseen, pudiendo degradar las 
pentosas por esta ruta.  
 
Además, de las reacciones descritas anteriormente, muchas BAL disponen de rutas 
alternaKvas de degradación del piruvato que se acKvan en condiciones ambientales 
específicas, tales como limitación de nutrientes, pH ácido extremo o alta disponibilidad 
de oxígeno [(Kandler, 1983); Figura 3]. Por ello, algunas BAL pueden alterar su perfil de 
productos de degradación de azúcares en función de las condiciones ambientales. 
 
 

a. b.
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Figura 3. Representación esquemá,ca de las rutas alterna,vas de degradación del piruvato presentes 
en BAL. La línea discon,nua indica una reacción no enzimá,ca.  

 
 
1.3 Hábitat y aplicaciones de las BAL 

 
1.3.1 Uso en alimentos 

La caracterísKca más destacada de las BAL es su capacidad para generar ácido lácKco 
como producto final durante la fermentación de carbohidratos. Esto crea un ambiente 
bacteriostáKco, y en algunos casos bactericida, para otras bacterias alterantes o 
patógenas. Además de la producción de ácido lácKco, las BAL también generan 
metabolitos con acKvidad anKmicrobiana, como las bacteriocinas, que juegan un papel 
crucial en este efecto. Estas acKvidades confieren a las BAL un importante papel en la 
preservación de alimentos y en la promoción de la salud mediante la inhibición del 
crecimiento de bacterias perjudiciales (Zapaśnik, Sokołowska and Bryła, 2022). 
 
Además, su acKvidad metabólica contribuye a la textura y aroma caracterísKcos de los 
productos fermentados. Gracias a esto, las BAL han sido tradicionalmente vinculadas con 
procesos de fermentación alimentaria. Desempeñan un papel esencial en la producción 
y conservación de una amplia gama de alimentos a nivel mundial, entre los cuales 
destacan los vegetales fermentados (como los pepinillos), las leches fermentadas (como 
el yogurt y los quesos), y las carnes fermentadas (como el salami) (NaKonal Research 
Council (U.S.). 1992).  
 
Los humanos han uKlizado la fermentación como método de transformar y prolongar la 
vida úKl de muchos alimentos sin conocer la base microbiológica del proceso. Esto ha 
llevado a un proceso de selección inconsciente, hasta el desarrollo de la microbiología 
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como ciencia, que ha sido de hecho un proceso de domesKcación de muchas BAL 
asociadas a alimentos (Douglas and Klaenhammer, 2010).  
 
La domesKcación trajo consigo la pérdida de numerosos genes en el proceso de 
adaptación al ambiente rico en nutrientes proporcionado por los alimentos y la ganancia 
de funciones valiosas desde el punto de vista tecnológico. Este proceso ha conducido 
también a la evolución de especies de BAL adaptadas a nichos específicos, como por 
ejemplo Oenococcus oeni, esencialmente asociado al vino y la sidra (Lorentzen and 
Lucas, 2019). 
 
1.3.2. Hábitat natural 

Las BAL se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, generalmente, en 
hábitats ricos en nutrientes tales como alimentos, como se ha señalado antes, y materia 
vegetal en descomposición. Asimismo, son componentes habituales de la microbiota 
asociada a plantas (Yu, Leveau and Marco, 2020) y animales (Gatesoupe, 2007; Pessione, 
2012; George et al., 2018). En años recientes, se han aislado algunas especies de 
Apilactobacillus y Bombilactobacillus en insectos, como las abejas (Kang et al., 2021; 
Saccà and Manici, 2021; Oliphant et al., 2022). 
 
En algunos casos, se ha demostrado una relación mutualista entre BAL y sus 
hospedadores. Por ejemplo, en mujeres con una microbiota vaginal saludable, las BAL 
consKtuyen entre el 70 y 90% de las bacterias presentes, siendo las especies de 
Lactobacillus (e.g. L. crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii) las más dominantes. Estas 
contribuyen a crear un ambiente ácido en la vagina, que actúa como una barrera 
protectora contra patógenos e infecciones (Miller et al., 2016). Otro aspecto importante 
es que las BAL, en parKcular especies de lactobacilos, colonizan a los bebes recién 
nacidos durante la lactancia con leche materna(MarGn et al., 2003; Pessione, 2012; 
Rodríguez, Fernández and Verhasselt, 2021). 
 
De las más de 200 especies conocidas del anKguo género Lactobacillus, sólo unas pocas 
han sido asociadas de forma constante y repeKda con el tracto gastrointesKnal humano. 
Sin embargo, recientemente, este número ha aumentado, y se han detectado más de 50 
especies de lactobacilos en las heces de voluntarios sanos, de manera repeKda. Entre 
estas especies las más representadas son Lac$caseibacillus casei, Lactobacillus 
delbrueckii, Ligilactobacillus murinus, Lac$plan$bacillus plantarum, Lac$caseibacillus 
rhamnosus y Ligilactobacillus ruminis. Algunas de estas especies como Lc. rhamnosus y 
Li. murinus rara vez se han aislado de entornos ajenos al intesKno, por lo que son 
consideradas como microorganismos autóctonos del intesKno (Rossi et al., 2016). 
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1.3.3 Seguridad 

Muchas de las BAL asociadas a fermentaciones de alimentos son consideradas 
microorganismos seguros GRAS (Generally Regarded as Safe), o QPS (Qualified 
presumpKon of Safety), según la legislación europea. Además, son reconocidas por ser 
beneficiosas, e incluso algunas cepas son conocidas como bacterias promotoras de la 
salud, es decir, probióKcos, término del cual hablaremos más adelante. La mayoría de 
BAL consideradas seguras pertenecen a la familia Lactobacillaceae, así como Lactococcus 
lac$s y Streptococcus thermophilus (Koutsoumanis et al., 2024). 
 
Sin embargo, otras BAL pueden ser patógenas o alterantes de los alimentos. La mayoría 
de las BAL patógenas pertenecen a las familias Aerococcaceae (Rasmussen, 2016) 
Enterococcaceae (Krawczyk et al., 2021) y Streptococcaceae (Brouwer et al., 2023). 
Algunas BAL pueden alterar los alimentos como consecuencia de su metabolismo, 
produciendo compuestos que alteran el sabor y aromas caracterísKcos del producto, o 
compuestos que Kenen un efecto nocivo para el consumidor. Por ejemplo, la 
proliferación de BAL en cervezas provoca turbidez, acidez y aromas extraños. Las 
bacterias más comunes implicadas en estas alteraciones son Pediococcus damnosus y 
Levilactobacillus brevis (Ciont et al., 2022). La producción de aminas biogénicas por BAL 
es otro problema que afecta a muchos Kpos de alimentos fermentados (del Rio et al., 
2024). 
 
 

2. Probió>cos  
 
Como se indicó previamente, algunas BAL son reconocidas como microorganismos 
seguros. Además, se ha descrito que algunas de estas BAL ejercen un efecto beneficioso 
para la salud del consumidor, considerándose como probióKcos. El término "probióKco" 
fue definido originalmente en 1965 por Lilly y SKllwell como “sustancias producidas por 
microorganismos que promueven el crecimiento de otros microorganismos” (Lilly and 
SKllwell, 1965). La Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 
Alimentación (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) proporcionaron una 
definición más precisa del término, definiéndolo, como "Microorganismos vivos que 
cuando se administran en canKdades adecuadas otorgan un beneficio en la salud del 
huésped” (FAO/WHO,2002). La InternaKonal ScienKfic AssociaKon for ProbioKcs and 
PrebioKcs estableció más tarde un consenso por el cual se mantenía esta definición 
incidiendo en que a pesar de que cualquier cepa de una especie para la cual se hayan 
mostrado cualidades probióKcas puede denominarse probióKco, cualquier alegación 
específica de salud debe de basarse en evidencia clínica (Hill et al., 2014). 
 
Estudios realizados en humanos y modelos animales, han demostrado disKntos 
mecanismos celulares y moleculares de acción de los probióKcos. Entre estos 
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mecanismos se incluyen, el bloqueo de la acKvidad de patógenos mediante la 
producción de sustancias anKmicrobianas, la competencia por la unión a las células 
epiteliales y sobre todo, la regulación de las respuestas inmunitarias mediante la 
inhibición de las respuestas proinflamatorias y la mejora de la inmunidad 
anKinflamatoria (Yan and Polk, 2020). Además, los probióKcos pueden contribuir al 
mantenimiento de la homeostasis intesKnal al fortalecer la función de barrera, esKmular 
la producción de moco, favorecer la supervivencia celular, acKvar respuestas 
citoprotectoras e inhibir citoquinas proinflamatorias. También se ha observado que los 
probióKcos desempeñan un papel en la regulación del eje intesKno-cerebro mediante la 
producción de neurotransmisores (Yan and Polk, 2020) (Figura 4). 
 
 

 
 

Figura 4. Mecanismos de acción de los probió,cos. Los probió,cos contribuyen al mantenimiento de 
la homeostasis, a la prevención y tratamiento de enfermedades en el huésped. Imagen tomada de (Yan 
and Polk, 2020).  

 
 
Es por eso que los probióKcos han ganado un gran interés en los úlKmos años, debido a 
su capacidad para promover la salud intesKnal, tanto de humanos como de animales. Se 
sabe, que la microbiota desempeña un papel importante en el desarrollo de 
enfermedades metabólicas intesKnales (Kim et al., 2019). Sin embargo, la microbiota 
intesKnal puede ser alterada por diversos factores como el esKlo de vida, la dieta y el 
uso de anKbióKcos. Por esta razón, los probióKcos se uKlizan actualmente para tratar y 
prevenir algunos trastornos intesKnales, como la diarrea asociada a los anKbióKcos 
(Ouwehand et al., 2014), síndrome del intesKno irritable (Principi et al., 2018) u 
obesidad, entre otros (Rouxinol-Dias et al., 2016). 
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Adicional a esto, en los úlKmos años se ha propuesto su uso en el tratamiento y la 
prevención de un amplio rango de trastornos, no limitándose únicamente al ámbito 
intesKnal. Se ha observado que los probióKcos Kenen la capacidad de modular el eje 
intesKno-cerebro, lo que ha generado gran expectaKva sobre su posible uKlidad en el 
tratamiento de trastornos psiquiátricos como la depresión, el trastorno bipolar y la 
esquizofrenia. Sin embargo, las evidencias disponibles hasta el momento no son 
suficientes para determinar el papel exacto de los probióKcos en el tratamiento de estos 
trastornos. A pesar de ello, varios estudios han señalado mejoras en el perfil inmune e 
inflamatorio como posibles mecanismos de acción terapéuKca (Ribera et al., 2024).  
 
Igualmente se ha visto que son capaces también de modular el eje intesKno-piel, 
mejorando síntomas de condiciones dermatológicas en las que se incluyen la rosácea, 
psoriasis, el acné, la dermaKKs atópica y heridas cutáneas, entre otras (Sinha, Lin and 
Ferenczi, 2021). Como se mencionó anteriormente, las BAL consKtuyen un gran 
porcentaje de las bacterias presentes en la vagina, siendo las especies de la familia 
Lactobacillaceae las más abundantes. Debido a esto, los probióKcos de este grupo han 
ganado un gran interés en el mantenimiento del microambiente vaginal. Se ha visto que 
estos se adhieren al epitelio vaginal y pueden compeKr con la colonización de 
patógenos. Además, los metabolitos producidos por estos microorganismos, como el 
ácido lácKco y el peróxido de hidrógeno, Kenen la capacidad de inhibir el crecimiento de 
microorganismos patógenos y mantener el pH vaginal bajo (Mei and Li, 2022).  
 
Un interesante posible mecanismo de acción de los probióKcos es que podrían ser 
capaces de acKvar el sistema inmunitario inhibiendo la proliferación de tumores 
malignos mediante la secreción de varios metabolitos potencialmente anKtumorales 
como polisacáridos fosforilados, pepKdoglicanos y exopolisacáridos (Pourmollaei et al., 
2020). Igualmente, se ha visto que mejoran el proceso inmunitario del organismo, 
promoviendo la producción de citoquinas e inhibiendo la proliferación de monocitos 
(Mei and Li, 2022), por lo cual se han postulado como alternaKva de tratamiento para 
algunos cánceres, como el cáncer de cuello uterino. Estudios recientes llevado a cabo 
por Li et al. (2017) sugieren que los Lactobacillus Kenen el potencial de inhibir la 
capacidad migratoria de las líneas celulares de cáncer de cuello uterino, lo cual puede 
estar estrechamente relacionado con la regulación de la cadherina-E (Li et al., 2017). Sin 
embargo, los estudios disponibles son pequeños y con diferentes enfoques 
metodológicos, por lo que se carece de pruebas de alta calidad que respalden su uso. 
Por lo tanto, la recomendación de probióKcos, prebióKcos u otros suplementos de venta 
libre para la prevención de los cánceres ginecológicos requiere estudios más amplios y 
bien diseñados (Mitra et al., 2023).  
 
Las bacterias probióKcas concentradas uKlizadas en la alimentación animal y 
consumidas por los seres humanos suelen presentarse en forma de biomasa desecada. 
Los preparados probióKcos se presentan en cápsulas, suspensiones, polvos y 
combinados en alimentos probióKcos (Kiepś and Dembczyński, 2022). La dosis necesaria 
de probióKcos varía según la cepa y el producto. Aunque muchos productos de venta 
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libre suministran entre 109-1010 unidades formadoras de colonias (UFC)/dosis, se ha 
demostrado que algunos productos son eficaces a niveles inferiores, mientras que otros 
requieren una dosis considerablemente superior (World Gastroenterology OrganisaKon, 
2023). 
 
Es importante que para ser eficaces, las cepas seleccionadas para estas formulaciones 
cumplan ciertas caracterísKcas; como la capacidad de sobrevivir y ser metabólicamente 
acKvas en el entorno intesKnal, resisKr el bajo pH del estómago, los ácidos orgánicos, 
ácidos biliares y enzimas presentes en los intesKnos. También deben ejercer un efecto 
beneficioso para el huésped, no ser patógenas y ser estables en condiciones de 
almacenamiento (Fuller, 1989).   
 
En resumen, los probióKcos han captado un gran interés debido a su potencial capacidad 
de mejorar la salud intesKnal al influir en la microbiota intesKnal. Además, se han 
explorado sus efectos más allá del ámbito intesKnal, como en el eje IntesKno-cerebro y 
el eje intesKno-piel. Asimismo, se han estudiado por su capacidad para modular el 
sistema inmunitario para el tratamiento de cánceres, como el cáncer de cuello uterino. 
Sin embargo, aún se requieren más evidencias para confirmar y establecer su eficacia en 
estas nuevas aplicaciones.  
 

2.1 Polifosfato como molécula probiótica 

La preservación de un equilibrio adecuado, conocido como homeostasis, de la población 
microbiana en el intesKno es esencial para que la microbiota y el huésped puedan 
coexisKr en una relación de beneficio mutuo (Kim et al., 2019). Diversas moléculas 
secretadas tanto por el huésped como por la microbiota residente median este proceso 
(Mathur, Beresford and Co�er, 2020; Abdul Hakim, Xuan and Oslan, 2023). Dentro de 
estas moléculas se encuentra el polifosfato (poli-P), un polímero lineal de residuos de 
fosfato inorgánico (Pi) unidos por enlaces fosfoanhídrido de alta energía. Esta molécula 
está presente de manera ubicua en disKntos organismos, incluyendo arqueas, bacterias, 
hongos, plantas, insectos y mamíferos (Ault-Riché et al., 1998). En el apartado 4 se 
revisará con mayor detalle su síntesis y papel fisiológico. 
 
El poli-P fue inicialmente propuesto como el agente responsable de la acKvidad 
probióKca exhibida por Lv. brevis SBC8803 por Segawa et al. (2011). En dicho estudio, se 
concluyó que el poli-P es reconocido por la integrina intesKnal b1, acKvando la vía 
p38MAPK, induciendo factores citoprotectores como la proteína de choque térmico 
HSP27. Este mecanismo contribuye a mejorar la función barrera y a miKgar las lesiones 
intesKnales en un modelo murino de coliKs (Segawa et al., 2011). 
 
Igualmente, otros estudios han respaldado las afirmaciones anteriores. Entre ellos 
destacan los realizados por Saiki et al. (2016) con Lc. paracasei JCM 1163. En este 
estudio, se observó que el poli-P sinteKzado por esta cepa inhibía la permeabilidad 
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intesKnal inducida por oxidantes en el intesKno de ratón (Saiki et al., 2016). Además, 
Tanaka et al. (2015) demostraron que poli-P aislado de Lv. brevis era captado en la 
membrana plasmáKca a través de la integrina b1 en células Caco2/bbe. Esto fue 
observado mediante la inhibición de la producción de la integrina b1, que condujo a una 
reducción de la absorción del poli-P. Asimismo, la inhibición de la caveolina-1 suprimió 
la función del poli-P, incluida la acKvidad de la proteína de choque térmico HSP27 
(Tanaka et al., 2015). 
 
2.2 Uso de los probióticos para captación de metales  

En la actualidad, los metales pesados y metaloides son considerados como un factor 
importante de la contaminación ambiental, generando graves consecuencias en la salud 
humana. Esta problemáKca se atribuye en gran medida a la rápida industrialización y al 
aumento de la población mundial. El principal problema se deriva de su descarga en 
aguas y acumulación en ecosistemas acuáKcos, convirKendo al agua y los alimentos en 
las vías principales de contaminación por estas sustancias tóxicas en los seres humanos. 
Los animales acuáKcos, especialmente los peces, son las principales fuentes de 
contaminación. Esta exposición se ha relacionado con varios mecanismos de toxicidad, 
como daño oxidaKvo, degradación del ADN, inmunidad aberrante y la formación de 
tumores (Balali-Mood et al., 2021). Aunque algunos metales pesados como hierro (Fe), 
cobre (Cu) y zinc (Zn) son oligoelementos esenciales, otros como cadmio (Cd), plomo 
(Pb), mercurio (Hg) y el metaloide arsénico (As) son tóxicos incluso en trazas(Tchounwou 
et al., 2012).  
 
Algunas BAL Kenen una notable capacidad de absorción de metales pesados. Se ha 
propuesto que estos tóxicos se unen principalmente a la superficie bacteriana por medio 
de interacciones electrostáKcas e hidrofóbicas, es decir, a través de bioadsorción. Esto 
es debido a que su superficie está compuesta por una gruesa capa de pepKdoglicano, 
ácidos teicoicos, proteínas y polisacáridos. Algunas cepas también secretan 
exopolisacáridos que forman una capa amorfa (cápsula) fuera del pepKdoglicano de la 
pared celular (LahKnen et al., 2004). Estas estructuras conKenen varios grupos cargados 
negaKvamente capaces de unir caKones (Figura 5) (ChioccheX et al., 2019). Por este 
moKvo, en los úlKmos años se han estudiado determinadas cepas por su capacidad de 
captar tóxicos, como metales pesados y micotoxinas. 
 
Hal�unen et al. (2007) invesKgaron la capacidad de captar plomo y cadmio por parte de 
diferentes cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium en agua. Se evidenció una remoción 
significaKva de estos metales, la cual fue específica de cepa y metal. Además, esta 
eliminación se vio influenciada por el pH, lo que sugiere la parKcipación de mecanismos 
de intercambio iónico(Hal�unen, Salminen and Tahvonen, 2007). Igualmente, en un 
estudio posterior por Hal�unen et al. (2008) también se observó la capacidad de 
remoción de cadmio y plomo que tenían diferentes cepas de BAL, solas o combinadas. 
Se confirmó que la remoción es específica de cepa y metal. Sin embargo, al uKlizarse 
cepas combinadas, la eficacia para eliminar estos metales se redujo en comparación de 
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su uso individual. Esto sugiere que es preferible uKlizar una sola cepa cuando se requiera 
eliminar un compuesto específico, y varias cepas cuando el objeKvo sea eliminar varios 
compuestos (Hal�unen et al., 2008).  
 

 
Figura 5. Estructura de la pared de BAL y posibles procesos involucrados en la interacción con 
contaminantes químicos. EPS: exopolisacáridos; PCS: proteínas de la capa S; PG: pep,doglicano; AT: 
ácidos teicoicos; ALT: ácidos lipoteicoicos; M: membrana citoplasmá,ca. Imagen adaptada de 
(Chiocche\ et al., 2019).  

 
 
Se ha postulado también que algunas moléculas aniónicas de elevada carga (como el 
poli-P) producidas por bacterias podrían actuar como agentes quelantes de caKones 
metálicos como el Hg2+, el Pb2+ o el Cd2+, pudiendo parKcipar en la retención del metal 
en las bacterias probióKcas. Esta retención disminuiría la bioaccesibilidad del tóxico a 
nivel intesKnal, que representa su principal vía de entrada al organismo, ya que son 
mayoritariamente vehiculados por agua y alimentos contaminados (ChioccheX et al., 
2019). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la capacidad de retención de 
ciertos metales como el Hg en lactobacilos no depende del poli-P (Alcántara et al., 2018). 
 
El arsénico inorgánico está clasificado como carcinógeno humano del Grupo 1 por el 
Centro Internacional de InvesKgaciones sobre el Cáncer (IARC,2012) y es la toxina 
ambiental más prevalente. Además, ocupa el primer lugar en la lista de prioridades de 
la Agencia de Sustancias Tóxicas y Registro de Enfermedades de Sustancias Peligrosas 
(ATSDR) de los Estados Unidos. La Agencia de Protección Ambiental de este país afirma 
que el arsénico representa una seria amenaza para el agua potable y el suministro de 
alimentos. Igualmente se ha visto que la exposición a largo plazo a este metal por medio 
de agua potable causa lesiones en la piel, así como cáncer de pulmón, vejiga y riñón 
(Yang and Rosen, 2016). 
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La exposición al arsénico no solo se vincula con las diversas formas de cáncer, sino que 
también causa una variedad de enfermedades, incluyendo enfermedades 
cardiovasculares, diabetes mellitus Kpo II y retraso del desarrollo neuroconductual en 
poblaciones infanKles expuestas durante el periodo perinatal (EFSA, 2009). Además, la 
baja tasa de natalidad, la muerte fetal y el retraso en el desarrollo infanKl están 
estrechamente relacionados con la exposición al arsénico durante el embarazo (Yang 
and Rosen, 2016). 
 
En respuesta a la amenaza que representa la exposición al arsénico, la Autoridad 
Europea en Seguridad Alimentaria (EFSA) ha establecido límites máximos de arsénico en 
productos como el arroz y derivados (Reglamento 1881/2006) y recomienda el control 
de metales en algas marinas y otros productos derivados (Recomendación (UE) 
2018/464), al ser estos los que suponen un mayor aporte a la dieta en la Unión Europea 
(EFSA 2009). La OMS, ha establecido que las concentraciones de As en el agua desKnada 
al consumo humano no deben superar los 10 µg/l (OMS, 2022). 
 
En las aguas subterráneas, el arsénico se encuentra principalmente en dos estados de 
oxidación: arsenato +5 [As(V)] y arsenito +3 [As(III)] (Cullen and Reimer, 1989). La forma 
química del As puede ser alterada durante la preparación de alimentos (Devesa, Vélez 
and Montoro, 2008) o durante el tránsito por el tracto gastrointesKnal (Clemente et al., 
2021; Fu et al., 2021). Se ha comprobado que ciertas cepas de probióKcos poseen la 
capacidad de unir As, aunque se trate de un tóxico aniónico, al contrario que los metales 
pesados (Hal�unen, Finell and Salminen, 2007; Elsanhoty, Al-Turki and Ramadan, 2016).  
 
Por otro lado, experimentos en modelos animales han mostrado que algunas cepas son 
capaces de reverKr el daño intesKnal provocado por el As vehiculado a través del agua 
de bebida (Domene et al., 2024). Igualmente, la administración oral a largo plazo de 
yogurt suplementado con Lc. rhamnosus, tuvo un efecto protector contra el aumento de 
arsénico en mujeres embarazadas en riesgo por contaminación de éste, ya que los 
niveles en la sangre de este metal disminuyeron (Bisanz et al., 2014). Se conoce que el 
As en forma de As(V) puede ser captado por las células a través de los sistemas de 
transporte de Pi (Yang and Rosen, 2016). Esto posiblemente es debido a que el As(V) es 
un análogo estructural del Pi. Por lo tanto, estos sistemas de transporte de Pi a la célula 
pueden ser la vía de entrada para el As(V).  
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3. Metabolismo del fosfato en bacterias  
 

3.1 Importancia del fosfato en bacterias  

El fósforo (P) desempeña un papel crucial en las células debido a su papel como 
intermediario metabólico y elemento estructural en prácKcamente todos los procesos 
biológicos. El fósforo forma parte de ácidos nucleicos, fosfolípidos e intermediaros 
energéKcos (Zheng et al., 2016). Además, juega un importante papel en procesos de 
señalización celular, por ejemplo, regulando la acKvidad bioquímica de muchas 
proteínas mediante la fosforilación de aminoácidos específicos (Gardner and McCleary, 
2019). La fuente de fósforo más comúnmente asimilada por bacterias es el Pi (Santos-
Beneit, 2015). Además, en algunos organismos también se encuentra en su estado de 
oxidación +3 en forma de fosfonatos, los cuales conKenen un enlace directo C-P 
(Gardner and McCleary, 2019). 
 
La disponibilidad de fósforo es un factor limitante para el crecimiento de los organismos 
en muchos ambientes naturales, fundamentalmente debido a que forma compuestos 
insolubles con el calcio, aluminio o hierro, que son elementos comunes en la corteza 
terrestre (Hule�, F. M. 1993). Debido a esta limitación y las funciones indispensables que 
desempeña, las células deben mantener las reservas intracelulares de Pi ópKmas. En 
bacterias como E. coli y Salmonella, se esKma que este rango puede oscilar entre 1 a 10 
mM (Gardner and McCleary, 2019). Para muchas bacterias, se ha idenKficado que el 
mecanismo por el cual el Pi es captado del ambiente depende de la concentración 
extracelular de este compuesto (Alvarez-MarKn et al., 2012). En las células, es asimilado 
mediante la síntesis de ATP y posteriormente transferido a otras moléculas claves 
(Gardner and McCleary, 2019). Todo esto refleja la importancia de mantener un 
equilibrio en la disponibilidad de Pi para asegurar las funciones celulares vitales y la 
homeostasis metabólica.  
 
En consecuencia, las bacterias disponen de diferentes sistemas tanto para adquirir Pi 
cuando este se encuentra en bajas canKdades en el ambiente, como para evitar sus 
efectos adversos cuando se acumula en exceso dentro de la célula. Estos sistemas han 
sido objeto de estudio, especialmente en organismos modelo como E. coli y Bacillus 
sub$lis (Zheng et al., 2016). Estas invesKgaciones han proporcionado información sobre 
los mecanismos de adaptación y supervivencia de las bacterias en entornos con 
variaciones en la disponibilidad de Pi. Sin embargo, existe una gran carencia de 
información sobre la regulación del metabolismo de Pi en otras bacterias, entre ellas las 
BAL. 
 
En las bacterias estudiadas hasta ahora se han descrito dos estrategias generales para 
mantener un equilibrio adecuado de Pi: el control de la acKvidad de los sistemas de 
transporte de Pi y el secuestro del exceso de Pi en compuestos osmóKcamente inertes 
(Kulakovskaya, Lichko and Ryazanova, 2014). Muchas bacterias lo almacenan como poli-
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P; no obstante, bacterias como B. sub$lis, que no sinteKza poli-P, uKliza en su lugar los 
ácidos teicoicos como forma de almacenamiento (Myers et al., 2016). 
 
3.2 Sistemas de regulación por fosfato: regulón Pho 

En muchas bacterias la adaptación a la limitación de Pi es mediada por un sistema de 
transducción de señal de dos componentes (TCS del inglés “two component system”). 
En E. coli, este sistema es denominado PhoBR, el cual regula la expresión de los genes 
responsables del transportador de Pi PstSCAB. B. sub$lis posee un sistema homólogo 
denominado PhoPR, que, a diferencia del sistema de E. coli, en respuesta a la limitación 
de Pi, reprime la transcripción de tagAB (implicados en la síntesis de ácidos teicoicos de 
pared) y acKva la expresión de tuaA-H, que codifica los genes implicados en la síntesis 
de ácido teicurónico, reemplanzando así los ácidos teicoicos por otro polímero aniónico 
que no conKene Pi (Devine, 2018). Aunque la información disponible es más limitada, la 
evidencia disponible en otras bacterias sugiere que los regulones Pho presentan 
considerable variabilidad, estando adaptados a las parKcularidades de la fisiología de 
cada bacteria (Devine, 2018).  
 
La idenKficación del regulón Pho de E.coli parKó de la idenKficación de dos regiones 
genéKcas no vinculadas dentro del cromosoma circular de E. coli, denominadas R1 y R2, 
las cuales controlaban la expresión de la fosfatasa alcalina (PhoA) (Echols et al., 1961; 
Garen and Echols, 1962). En trabajos posteriores se determinó que la región R1 contenía 
dos genes, phoB y phoR (Wanner and La�erell, 1980; Shixagawa, Makino and Nakata, 
1983) y la región R2 contenía cinco genes, pstS, pstC, pstA, pstB y phoU (Willsky, Benne� 
and Malamy, 1973; Amemura et al., 1985). Estos genes codifican las siete proteínas de 
señalización que están implicadas en la detección de Pi ambiental y el control de la 
expresión de los genes del regulón Pho. Con posterioridad se fueron idenKficando otros 
genes que comparGan el mismo patrón de expresión [(Tabla 1) Gardner and McCleary, 
2019]. Debido a que estos genes se localizaban en disKntos puntos del cromosoma de E. 
coli y estaban todos coregulados con la fosfatasa alcalina, se les denominó regulón Pho 
(Gardner and McCleary, 2019). 
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Tabla 1. Miembros del regulón Pho de E. coli MG1655 iden,ficados por RNA-seq. Los cambios en 
transcripción corresponden a células cul,vadas en presencia de 0.1 frente a 3.3 mM K2HPO4. Los 
residuos conservados de las cajas Pho (determinadas por footprin,ng o EMSA) se muestran en negrita. 
Tabla adaptada de (Gardner and McCleary, 2019).  
 

Gen/operón Función  Secuencia “caja Pho”  Log2 fold 
change 

pstSCAB-
phoU 

Transportador ABC de Pi + regulador  CTGTCATAAAACTGTCATATTCCTTAC
ATATAACTGTCACCTGT 

6.5 

phoA Fosfatasa alcalina CTGTCATAAAGTTGTCACGGCC 7.5 
phoH Función desconocida-posible proteína de 

unión a ATP 
CTGTCATCACTCTGTCATCTTT 5.1 

phnCDEFG
HIJKLMNO
P 

Transporte de fosfonatos + catabolismo AATTAACCAAATCGTCACAATA 12 

phoE Porina de la membrana externa CTGTAATAAAAGCGTAAACAACCTGT
AATATATCTTTAACAATC 

7.4 

phoBR Sistema de dos componentes (TCS) TTTTCATAAATCTGTCATAAAT 5.4 

y=K Tolerancia a H2O2  TTGTAACCTTTAGGTAAAAAAAGTTA
TACGCGGTGGAAACATTG 2.4 

psiE Función desconocida AATATAGATCTCCGTCACATTT 5.7 

ugpBAECQ Transportador glicerol 3-P + 
fosfodiesterasa 

TTGTCATCTTTCTGACACCTTACTATC
TTACAAATGTAACAAAAAAGTTATTT
TTCTGTAATTCGA 

2.9 

waaH 
(yibD) LPS glicosiltransferasa 

CTGTAAAAATAATATCTCACAGGCTT
AATAGTCTCTTAATACAA 10 

 
 
3.2.1 El sistema de dos componentes PhoBR de E. coli 

Los sistemas de dos componentes o TCS son vías de transducción de señales que 
generalmente constan de una hisKdina quinasa, normalmente unida a la membrana, y 
un regulador de respuesta citoplasmáKco. Los TCS están presentes en la mayoría de las 
bacterias y controlan la expresión génica de muchos procesos claves en la fisiología 
celular, la comunicación célula-célula, el desarrollo bacteriano y en el caso de los 
patógenos, la virulencia bacteriana (Capra and Laub, 2012;Bekker et al., 2006). La 
hisKdina quinasa Kene un dominio sensorial N-terminal que controla las señales 
ambientales y dos módulos involucrados en la reacción de fosforilación. Por su parte, el 
regulador de la respuesta presenta un dominio receptor conservado, donde se localiza 
el residuo fosforilable, y un dominio efector C-terminal. La hisKdina quinasa se 
autofosforila en respuesta a un esGmulo específico y posteriormente transfiere el grupo 
Pi a su regulador de respuesta a_n, modulando así su acKvidad, generalmente como 
regulador transcripcional (Monedero, Revilla-Guarinos and Zúñiga, 2017).  
 
También se ha observado que diferentes TCS están interconectados y regulados entre si, 
lo que significa que las señales recibidas por un sistema pueden influir en la acKvidad de 



Introducción 

 19 

otro TCS, así como en otros reguladores globales. Esto permite una adaptación más 
efecKva de las bacterias a los cambios del entorno. Un ejemplo de esto es la acKvación 
de PhoB por otra hisKdina quinasa, CreC, en lugar de PhoR. Estas acKvaciones están 
reguladas por la fuente de carbono y el Pi ambiental, respecKvamente, y sirven como un 
medio para coordinar el metabolismo del carbono, energía y metabolismo del Pi (Hsieh 
and Wanner, 2010).  
 
En el sistema Pho de E. coli, PhoR es un sensor transmembranal con acKvidad 
autocatalíKca hisKdina quinasa que se autofosforila en el residuo His-213 en respuesta 
a concentraciones externas bajas de Pi. Posteriormente, dona este grupo fosforilo al 
regulador de la respuesta PhoB. Además, cuando el Pi es abundante, actúa como 
fosfatasa eliminando el grupo fosforilo de PhoB-P (Carmany, Hollingsworth and 
McCleary, 2003; Gardner and McCleary, 2019). Por lo tanto, la función principal de PhoR 
es controlar el estado de fosforilación de PhoB en función de la disponibilidad de Pi. 
Otras especies bacterianas poseen sistemas homólogos aunque la nomenclatura varía. 
Por ejemplo, en B. sub$llis este sistema se conoce como PhoP/PhoR (Hule� et al., 1994), 
en Corynebacterium glutamicum PhoR/PhoS(Kočan et al., 2006); y en Campylobacter 
jejuni PhosS/PhosR (Wösten et al., 2006). 
 
La estructura tridimensional de PhoR no está determinada, aunque mediante el análisis 
de su secuencia y comparación con estructuras de otras hisKdinas quinasas se pueden 
deducir sus principales caracterísKcas. PhoR posiblemente forma un dímero anclado a 
la membrana celular. A diferencia de otras hisKdina quinasas, no posee un dominio 
periplásmico significaKvo. Cada monómero está consKtuido por una región 
transmembrana, una región cargada citoplasmáKca (CR), un dominio PAS (Per-ARNT-
Sim), un dominio de dimerización y fosforilación de hisKdina (DHp) y un dominio 
catalíKco de unión de ATP (CA) en su extremo C-terminal (Figura 6). Se ha postulado que 
el dominio PAS detecta una señal citoplasmáKca que refleja las concentraciones 
extracelulares de Pi, pero la naturaleza de la señal no se conoce completamente 
(Gardner and McCleary, 2019).  
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Figura 6. Estructura predicha de PhoR. TM, dominio transmembrana; CR, región cargada; dominio PAS; 
DHp, dominio de dimerización y fosforilación de his,dina; CA, dominio catalí,co de unión a ATP. 

 
 
La estructura de PhoB consta de dos dominios funcionales conectados por un enlazador 
flexible, los cuales funcionan en conjunto para que PhoB responda a la señal de 
fosforilación transmiKda por PhoR. Uno es el dominio receptor (DR) N-terminal, que 
conKene el aspartato conservado (Asp53 en E. coli), al que se le transfiere el grupo 
fosforilo de la hisKdina de PhoR. El otro es el dominio efector (DE) C-terminal, con 
propiedades de unión al ADN y transacKvación. La fosforilación de DR es necesaria para 
acKvar el DE (Santos-Beneit, 2015).  
 
Además, diferentes análisis estructurales han determinado que el DR dimeriza mediante 
una rotación simétrica. Bachhawat y colaboradores (2005) propusieron un modelo que 
implica una rotación del enlazador flexible que conecta a los dos dominios cuando están 
es su estado acKvo. La falta de rotación implicaría un estado inacKvo, ya que posicionaría 
a DE en una dirección opuesta, incompaKble con la unión al ADN. Mientras que con la 
rotación, éste forma un dímero simétrico que se une a las respecKvas secuencias de la 
“caja Pho” (Figura 7) (Bachhawat et al., 2005).  
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Figura 7. Modelo de unión de PhoB al ADN en E. coli según el trabajo de Bachhawat et al. (2005). 

 
 
PhoB reconoce una secuencia especifica de ADN que se encuentra en los promotores de 
los genes bajo su control, conocida como “caja Pho” (Tabla 1). Esta secuencia fue 
inicialmente idenKficada por Makinot et al. (1988) y se definió como una secuencia de 
18 pares de bases mediante análisis de protección frente a DNasa I y meKlación (Makinot 
et al., 1988). La secuencia se describió como una repeKción directa de la secuencia 
“CTGTCAT” con un espaciador de 4 bases. Sin embargo, en estudios posteriores, en los 
cuales se elucidó la estructura de PhoB, se descubrió que se une al ADN en forma de un 
dímero y que protege una secuencia de 22 pares de bases. Esta unión ocurre tanto en el 
surco mayor como en el surco menor del ADN. Por lo tanto, la secuencia se extendió a 
22 pares de bases (Blanco et al.,2002).  
 
3.2.2. El transportador PstSCAB y PhoU 

Como se ha señalado antes, el sistema de señalización de la disponibilidad de Pi en E. 
coli incluye el transportador de Kpo ABC PstSCAB y el regulador PhoU. PstS es una 
proteína de unión de Pi periplásmica que se une al Pi extracelular y facilita su transporte 
(Webb, Rosenberg and Cox, 1992). Por su parte, PstA y PstC son las proteínas 
transmembranales que forman el canal de transporte a través de la membrana interna 
(Cox et al., 1988; Cox, Webb and Rosenberg, 1989). Finalmente, PstB es una proteína 
periférica de la membrana que conKene los dominios de unión a nucleóKdos de este 
transportador. Se encarga de unir el ATP, hidrolizarlo y liberar energía para el transporte 
(Chan and Torriani, 1996).  
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En el proceso de transporte de Pi, inicialmente, la proteína PstS se encarga de unir y 
entregar Pi a los componentes transmembrana PstC y PstA. Cuando PtsB une ATP, forma 
un complejo cerrado con PstC y PstA, que está orientado hacia el exterior de la célula. 
Cuando PstS está cargado con Pi, se induce la hidrólisis de ATP, desencadenando un 
cambio conformacional en PstB. Este cambio hace que PstC y PstA se orienten hacia el 
interior de la célula, liberando Pi en el citoplasma. La unión de ATP restablece el sistema 
a la conformación original, para que pueda recibir nuevamente el Pi de la proteína PstS 
(Figura 8) (Gardner and McCleary, 2019). 
 

 

Figura 8. Ciclo del transportador PstSCAB. 

 
 
Por su parte PhoU, codificada por el ulKmo gen del operón pstSCABphoU (Rice et al., 
2009), juega un papel fundamental en la señalización por Pi, pero no está directamente 
implicada en el transporte a través del complejo (Gardner and McCleary, 2019). PhoU es 
una proteína periférica de membrana que modula el transporte de Pi a través del 
complejo PstSCAB (Steedt and Wanner, 1993). Dado que PhoR carece de un dominio 
periplásmico responsable de detectar Pi, se ha postulado que PhoU actúa como un 
conector entre PhoB/PhoR y el transportador PstSCAB, formando un complejo de 
señalización entre el transportador PstSCAB y PhoR (Rice et al., 2009). Sin embargo, la 
forma en la que actúa sobre ellos es poco conocida. La evidencia disponible sugiere que 
PhoU puede regular negaKvamente la acKvidad de PhoR, y por ende la regulación de la 
señal de Pi, ya que cuando phoU es mutado o eliminado, PhoR se encuentra 
consKtuKvamente acKvo y los genes del regulón Pho Kenen altos niveles de expresión 
(Steedt and Wanner, 1993; Rice et al., 2009). Por lo tanto, esta regulación negaKva podría 
ser una forma en la cual la bacteria puede ajustarse a los niveles de Pi del entorno, 
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asegurando que la respuesta sea adecuada y proporcional a la señal recibida (Gardner 
and McCleary, 2019).  
 
Estudios realizados por Gardner et al. (2015) han revelado que PhoU interacciona con 
PhoR a través de su dominio PAS. Además, PhoU también presenta interacciones con la 
proteína PstB del transportador (Gardner et al., 2015). Los dominios PAS son conocidos 
por su papel en la señalización mediante la detección de esGmulos _sicos o químicos 
(Möglich, Ayers and Moffat, 2009). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que 
PhoU interacciona con ambos dominios de PhoR, tanto el dominio PAS como el dominio 
CA (Gardner et al., 2015). 
 
Estudios estructurales de las hisKdinas quinasas han demostrado que la disposición 
espacial correcta de los dominios DHp y CA es esencial para sus acKvidades quinasa y 
fosfatasa (Gao and Stock, 2009). Se ha observado que la transición de la acKvidad 
quinasa a la acKvidad fosfatasa de PhoR depende de la conformación entre los dominios 
CA y DHp. El dominio CA debe mantenerse flexible para una adecuada función quinasa. 
Igualmente, se ha demostrado que el dominio DHp es la parte de PhoR que Kene 
acKvidad fosfatasa (Carmany, Hollingsworth and McCleary, 2003). Por lo tanto, es posible 
que cuando PhoU interactúa con PhoR, esta interacción pueda limitar la flexibilidad del 
dominio CA, lo que inhibiría la acKvidad quinasa y expondría al dominio DHp, 
permiKendo así la acKvidad fosfatasa de PhoR (Figura 9) (Gardner et al., 2015). Por lo 
tanto, se ha propuesto que PhoU modula la función de PhoR, alternando entre la 
acKvidad quinasa y fosfatasa, a través de cambios en la conformación de sus dominios 
estructurales.  
 
En resumen, el complejo formado por el transportador PstSCAB, PhoR y PhoU 
desempeña un papel crucial en la señalización de Pi en E. coli. Cuando las 
concentraciones de Pi del ambiente son elevadas, la interacción entre el transportador 
PstSCAB y PhoR a través de PhoU acKva su función fosfatasa e inhibe su acKvidad 
autoquinasa. Por otro lado, cuando las concentraciones de Pi son bajas, el cambio en la 
conformación del transportador PstSCAB altera la interacción de PhoU con PhoR 
favoreciendo la acKvidad autoquinasa de éste (figura 9). En este estado, PhoR se 
encuentra acKvo y transfiere Pi a PhoB. Dicho lo anterior, la acKvación de la señalización 
y transporte de Pi al interior de la célula ocurre en condiciones limitantes de Pi. Mientras 
que la desacKvación ocurre bajo concentraciones altas de Pi, ya sea del ambiente 
externo o dentro de la célula. Esto implica una coordinación por parte de transportador 
PstSCAB y la regulación de la acKvación de PhoR mediada por la proteína PhoU, lo que 
permite a las bacterias adaptarse de manera efecKva a las fluctuaciones en la 
disponibilidad de Pi de su entorno.  
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Figura 9. Modelo de transducción de señales transmembrana mediado por la concentración de Pi. 

 
 

4. Síntesis de polifosfato en bacterias  
 
4.1 Definición y origen  

Una vez el Pi es internalizado en la célula, las bacterias lo pueden incorporar en 
diferentes moléculas como se ha señalado anteriormente. Una de ellas es el poli-P, una 
molécula que juega diversos papeles en la fisiología microbiana. Como se mencionó 
anteriormente (véase el apartado 2.1), el poli-P es un polímero lineal de residuos de Pi 
unidos por enlaces fosfoanhídrido ricos en energía(Ault-Riché et al., 1998). El poli-P Kene 
así una estructura lineal y no ramificada (Figura 10). El grado de polimerización puede 
variar entre valores de 2 (denominado pirofosfato) a decenas o cientos, dando lugar a 
poli-P de elevado peso molecular (Kulaev, Vagabov and Kulakovskaya, 1975).  
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Figura 10. Molécula de polifosfato. El valor de n puede variar de decenas a cientos. 

 
 
El poli-P puede ser producido de manera abióKca en entornos como volcanes (Yamagata, 
Y., Watanabe and H., Saitoh, 1991). Se ha propuesto que el poli-P estuvo presente en la 
Kerra de manera prebióKca y que fuera probablemente uno de los muchos compuestos 
químicos disponibles en el medio ambiente que propiciaron la formación de condiciones 
adecuadas para el surgimiento de la vida. Se ha hipoteKzado asimismo que fue 
incorporado por vesículas, convirKéndose así en la fuente de Pi y de enlaces ricos en 
energía, en lo que podría considerarse un antecesor primiKvo del ATP (Rao, Gómez-
García and Kornberg, 2009). 
 
Anteriormente, se consideraba que el poli-P era simplemente un "fósil molecular" o sólo 
una fuente de fósforo y energía que garanKzaba la supervivencia de los microorganismos 
en condiciones extremas. Sin embargo, se han obtenido pruebas concluyentes que 
demuestran la presencia de este compuesto en representantes de todos los reinos de 
los seres vivos, pudiendo encontrarse en las células de procariotas y eucariotas, 
especialmente hongos, plantas y animales (Kulaev, Vagabov and Kulakovskaya,1979). 
 
Se comprobó que el poli-P podía ser acumulado en el interior de las células microbianas 
en forma de gránulos observables al microscopio, descritos por primera vez en Spirillum 
volutans y denominados gránulos de voluKna (Wermel, E and Sassuchin, D, 1927). 
Posteriormente, Rosenberg determinó en Tetrahymena pyriformis que estos gránulos 
contenían pirofosfato, calcio y magnesio (Rosenberg, 1966). Estudios posteriores 
determinaron que estos gránulos de acumulación de poli-P son realmente estructuras 
presentes en las células y no son formados durante la fijación y Knción de las células con 
colorantes o como artefacto durante la preparación de muestras, ya que estos son 
fácilmente visibles sin Knción en células vivas de microorganismos mediante 
microscopía de contraste de fases (Kulaev, Vagabov and Kulakovskaya, 1975).  
 
Se ha observado que el poli-P pueden ser acumulado a nivel intracelular en forma de 
gránulos por diversos microorganismos. Entre ellos se encuentran algunas cepas de la 
familia Lactobacillaceae tales como Lv. brevis (Segawa et al., 2011), Lc. paracasei (Saiki 
et al., 2016), Lc rhamnosus (Correa Deza et al., 2017), Lp. plantarum (Alcántara et al., 
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2018), y cepas probióKcas de Bifidobacterium (Alcántara et al., 2023). En estudios 
realizados por Alcántara et al. (2014), se observó la formación de gránulos en varias 
cepas de BAL, incluyendo varios miembros del anKguo género Lactobacillus, uKlizando 
Knciones específicas y microscopía ópKca o microscopia electrónica. En muchas 
ocasiones estos gránulos de poli-P, que suelen ser electrodensos al microscopio 
electrónico, aparecen en las preparaciones como huecos o agujeros redondeados u 
ovalados en el citoplasma, que son fruto de la eliminación de la estructura del poli-P 
durante los cortes al ultramicrótomo en el proceso de preparación de las muestras 
(Figura 11) (Alcántara et al., 2014). 
 
 
 

 
 

Figura 11. Micrograjas electrónicas de Lac0caseibacillus paracasei. Se pueden observar los huecos 
dejados en las posiciones que eran ocupadas por los gránulos de poli. Imagen adaptado de (Alcántara 
et al., 2014). 

 
 
4.2 Enzimas involucradas en la síntesis de polifosfato  

Las principales enzimas involucradas en la síntesis de poli-P son las poli-P quinasas (Ppk), 
las cuales, basándose en la similitud de sus secuencias y propiedades cinéKcas, se han 
clasificado en dos familias: Ppk1 y Ppk2. Por otro lado, se encuentran las 
exopolifosfatasas (Ppx), encargadas de hidrolizar el poli-P, que jugarían un papel 
importante en el mantenimiento adecuado de los niveles de poli-P dentro de la célula.  
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4.2.1 Polifosfato quinasa (Ppk; EC 2.7.4.1)  

La enzima Ppk1, es una de las enzimas más estudiadas y conservadas en el metabolismo 
del poli-P. Estas enzimas transfieren un grupo fosfato terminal a la cadena de poli-P 
haciendo uso de ATP, lo que lleva a la síntesis progresiva de una cadena elongada de poli-
P (Rao, Gómez-García and Kornberg, 2009).  
 
Para comprender cómo la Ppk1 realiza su proceso catalíKco se llevó a cabo la 
cristalización de la Ppk1 de E. coli (EcPPK1) y la determinación de su estructura. Esta 
enzima forma un dímero entrelazado de monómeros de 80 kDa y conKene cuatro 
dominios estructurales. El siKo acKvo se localiza en un túnel estructural altamente 
conservado, que incluye un bolsillo único de unión a ATP, y probablemente facilita la 
translocación de poli-P recién sinteKzado (Zhu et al., 2005). El primer paso de la síntesis 
de poli-P implica la autofosforilación de la enzima. InvesKgaciones previas sugirieron que 
dos residuos de hisKdina, His435 e His454, eran los posibles siKos de autofosforilación 
(Kumble, Ahn and Kornberg, 1996). Sin embargo, estudios posteriores mostraron que 
sólo el residuo His435 cumple esta función, actuando como nucleófilo al atacar el enlace 
fosfodiéster del grupo fosfato del ATP (Figura 12) (Zhu et al., 2005).  
 
 

 
 

Figura 12. Estructura de EcPPK1. AMPPNP (adenilil imidodifosfato) es un análogo no hidrolizable del 
ATP u,lizado en la cristalización para situar el centro ac,vo. Imagen tomada de (Rao, Gómez-García 
and Kornberg, 2009).  
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Inicialmente, en la mayoría de los estudios sobre la síntesis de poli-P bacteriano se uKlizó 
siempre a E. coli como organismo modelo. Por lo tanto, solo se conocía la existencia de 
las enzimas Ppk1, ya que esta bacteria codifica para una sola polifosfato quinasa(Neville, 
Roberge and Jia, 2022). Sin embargo, en invesKgaciones posteriores en otras especies 
bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa, se observó que una cepa Dppk1, 
deficiente en el enzima Ppk1, seguía produciendo poli-P. Esto sugirió que otra enzima 
podría estar ejerciendo una acKvidad polifosfato quinasa adicional (Rashid, Rao and 
Kornberg, 2000).  
 
Posteriormente, se idenKficó Ppk2 como la enzima responsable en P. aeruginosa de 
sinteKzar guanosín trifosfato (GTP) a parKr de guanosín difosfato (GDP) y poli-P. Además, 
se idenKficó el gen que codifica para Ppk2, y se hallaron secuencias homologas a Ppk2 
en otras bacterias, tanto en especies de Gram-posiKvos como de Gram-negaKvos 
(Zhang, Ishige and Kornberg, 2002). Ppk2 no comparte ninguna idenKdad de secuencia 
significaKva con Ppk1 y las estructuras 3D determinadas para Ppk2 de varias especies 
muestran un pliegue estructural disKnto en relación con el de Ppk1 (Nocek et al., 2008). 
En consecuencia, se evidenció que Ppk1 y Ppk2 son enKdades separadas con 
enzimología disKnta. A pesar de la falta de homología entre ellas, ambas se encuentran 
muy conservadas en diversas especies.  
 
 
 

 
 

Figura 13. Estructura 3D de Ppk2 de P. aeruginosa. Se muestra la posición del poli-P y el ATP presentes 
en el co-cristal. La superficie electrostá,ca de carga posi,va que configura el canal de unión a poli-P 
está representada en azul. Imagen tomada de (Neville, Roberge and Jia,2022).  
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En cuanto a su estructura, Ppk2 pertenece a la familia de las quinasas de bucle P que 
conKenen dos moKvos conservados (Walker A y Walker B) para coordinar el fosfato del 
nucleósido y el ion metálico Mg2+ (Figura 13) (Neville, Roberge and Jia, 2022). A su vez 
las Ppk2 pueden clasificarse en tres subfamilias basadas en la preferencia de sustrato de 
fosfato de nucleósido: la clase I fosforila difosfatos de nucleósido, la clase II fosforila 
monofosfatos de nucleósido y la clase III puede fosforilar ambos, mono- o difosfatos de 
nucleósido(Motomura et al., 2014). Las enzimas Ppk2 son más eficientes en el proceso 
de síntesis de ATP debido a la preferencia de la fosforilación de nucleósidos en la 
reacción reversible. Por lo tanto, Ppk1 actúa preferentemente en la síntesis de poli-P 
dependiente de ATP, mientras que Ppk2 es más eficiente en la síntesis de ATP a parKr de 
poli-P (Figura 14).  
 
 

 
Figura 14. Principales reacciones enzimá,cas llevadas por las diferentes polifosfato quinasas.  

 
 
4.2.2 Exopolifosfatasa (Ppx; EC 3.6.1.11) 

Las exopolifosfatasas (Ppx) Kenen la capacidad de hidrolizar y liberar progresivamente el 
Pi terminal de la cadena lineal de poli-P que conKene tres o más enlaces fosfoanhídridos 
(Figura 15). En invesKgaciones iniciales realizadas en E. coli, se idenKficó un gen, ppx, 
adyacente al gen que codificaba Ppk1 (ppk), el cual codifica la enzima exopolifosfatasa. 
Estos dos genes consKtuyen un operón policistrónico, en el cual la transcripción del gen 
ppx está regulada por los promotores de ppk. El gen ppx codifica la Ppx de E. coli, una 
enzima de 513 residuos de aminoácidos, con una masa molecular de 58.1 kDa que 
requiere tanto Mg2+ como KCl para alcanzar su máxima acKvidad (Akiyama, Crooke and 
Kornberg, 1993). 
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Figura 15. Ac,vidad exopolifosfatasa. El producto (Pi) es liberado durante la reacción a par,r de 
cadenas de poli-P.  

 
 
Actualmente se conocen dos Kpos de Ppx: las Ppx clásicas y las Ppx/GppA. Las Ppx 
clásicas son monofuncionales y su papel principal es la hidrolisis del poli-P (Rangarajan 
et al., 2006) mientras que las Ppx/GppA Kenen la capacidad de actuar tanto como 
exopolifosfatasa como de guanosina pentafosfato (pppGpp) fosfohidrolasa para generar 
guanosina tetrafosfato (ppGpp). Estos dos compuestos son unas moléculas 
denominadas alarmonas, que regulan la “respuesta estricta” o stringent response en 
bacterias. Esta respuesta es un mecanismo que se acKva ante la falta de nutrientes 
esenciales, como los aminoácidos, y genera entre otros efectos la disminución de la 
transcripción de genes de proteínas ribosomales y rRNA, el aumento de la transcripción 
de genes de la biosíntesis de aminoácidos y la regulación de diferentes fases de la 
traducción (Bange et al., 2021). En un principio, basándose en experimentos de acKvidad 
enzimáKca in vitro y en resultados con mutantes deficientes en la síntesis de (p)ppGpp, 
se propuso que, en condiciones de estrés nutricional, estas alarmonas inhibían la 
acKvidad de Ppx. Debido a la acKvidad consKtuKva del enzima que sinteKza poli-P (Ppk), 
esto llevaría a la síntesis de niveles elevados de poli-P. Así, los niveles intracelulares de 
poli-P estarían gobernados por dos acKvidades enzimáKcas antagónicas, Ppk y Ppx, 
siendo esta úlKma la que estaba regulada.  
 
Sin embargo, se ha demostrado que este modelo, propuesto inicialmente para E. coli, es 
incorrecto, ya que la acumulación de poli-P no depende de la síntesis de (p)ppGpp, tal y 
como han demostrado nuevos experimentos con cepas deficientes en los enzimas que 
sinteKzan (p)ppGpp, RelA y SpoT (Downey, 2019).En cambio, se ha encontrado que la 
acumulación de poli-P, que en E. coli se produce tras una privación de nutrientes, 
depende del factor de transcripción DksA, asociado a la respuesta a estrés, y de los 
factores sigma RpoS, RpoE y RpoN, conocidos por su papel en la respuesta celular al 
estrés, y de PhoB, aunque ninguno de estos factores induce directamente la 
transcripción del gen ppk (Downey, 2019b; Gray, 2020). PhoU, el regulador negaKvo del 
transporte de Pi por el sistema PstSCAB, actúa también como regulador negaKvo de la 
síntesis de poli-P de manera no esclarecida (Figura 16) (Bowlin and Gray, 2021). Por 
tanto, la manera cómo la célula regula los niveles de poli-P todavía presenta mulKtud de 
incógnitas. 
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Figura 16. Modelo propuesto para la regulación de los niveles de poli-P en E. coli. El papel de (p)ppGpp 
en la regulación de la ac,vidad Ppx está actualmente cues,onado. Imagen tomada de (Bowlin and Gray, 
2021). 

 
 
Tanto las enzimas Ppx como Ppx/GppA pertenecen a la superfamilia de fosfotransferasas 
con moKvos acetato y azúcar quinasa/Hsp70/acKna (ASKHA) y comparten homología 
extensamente (Reizer et al. 1993). Se ha observado que muchas especies solo poseen la 
enzima Ppx/GppA como es el caso de Helycobacter pylori, mientras que E. coli posee las 
dos enzimas homólogas (EcPpx y EcGppA). Aquifex aeolicus también conKene solo 
Ppx/GppA, sin embargó ésta solo dispone del dominio N-terminal (Figura 17), el cual en 
E. coli se ha comprobado que es el responsable de la acKvidad catalíKca. Por lo tanto, 
carece de los dominios III y IV que se encuentran en la Ppx de E. coli, los cuales están 
presentes en el extremo C-terminal. Estos dominios son esenciales para la unión y 
reconocimiento del poli-P; así como para la procesividad de la enzima (Bolesch and 
Keasling, 2000; Rangarajan et al., 2006; Song et al., 2020). 
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Figura 17. Estructura de dominios de las enzimas Ppx y Ppx/GppA de Aquifex aeolicus (Ppx/GppA), E. 
coli (Ppx), E. coli (GppA), y Helicobacter pylori (Ppx/GppA). Se representan los dominios ASKHA-I y 
ASKHA-II duplicados en el dominio N-terminal (NTD) y los dominios HD y DIV en el dominio C-terminal 
(CTD). Imagen tomada de (Song et al., 2020).  

 
 
La determinación de la estructura de la enzima Ppx de E. coli ha revelado que consiste 
en un dímero con un surco profundo y que cada monómero consta de cuatro dominios 
(Figura 18). Los dominios I y II (ASKHA) presentan similitud estructural entre sí y 
comparten un plegamiento similar a la ribonucleasa-H. El dominio III guarda similitud 
estructural con el dominio N-terminal HD de SpoT. El dominio IV, el más pequeño, Kene 
homólogos estructurales en las proteínas de unión al ARN asociadas al choque frío, pero 
su función en la Ppx es desconocida. Se ha observado que las secuencias de los dominios 
I y II son las que se encuentran más conservadas en comparación con los dominios III y 
IV (Rangarajan et al., 2006).  
 
Además, se ha propuesto que el siKo acKvo se encuentra entre los dominios I y II. Esta 
región del siKo acKvo conKene un bucle de unión a Pi rico en glicina (P-loop), que podría 
funcionar para anclar los grupos Pi del poli-P a través de interacciones de enlace de 
hidrógeno de la cadena principal, análogas a las implicadas en la unión de las partes 
fosforiladas de los trifosfatos de nucleósidos. Se cree que el poli-P se une al surco entre 
los dominios I y II, y entra en el siKo acKvo situado allí. Este siKo acKvo conKene un 
residuo de glutámico conservado (Glu121 en Ppx de E. coli), el cual acKva una molécula 
de agua para actuar sobre en el enlace fosfodiéster del poli-P(Rangarajan et al., 2006) 
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Figura 18. Estructura del dímero Ppx de E. coli. Se muestran los dominios I (rojo), II (turquesa), III 
(morado) y IV (verde). Los residuos altamente conservados se muestran en color amarillo. Imagen 
tomada de (Rangarajan et al., 2006).  

 
 
4.3 Papel del poli-P en diversos procesos celulares  

Además del papel probióKco mencionado anteriormente para el poli-P sinteKzado por 
las BAL (ver apartado 2.1), se sabe que el poli-P está involucrado en diversos procesos 
bacterianos, los cuales dependen de la cepa, de la localización celular y de las 
necesidades específicas de cada bacteria.  
 
4.3.1 Poli-P como componente estructural  

Una de las propiedades químicas más interesantes del poli-P es su capacidad para 
interactuar con una variedad de compuestos inorgánicos y orgánicos, lo que resulta en 
la formación de complejos ternarios. Por ejemplo, el poli-P puede formar complejos con 
poli-b-hidroxibuKrato (PHB) de bajo peso molecular y con iones Ca2+. En este complejo 
formado en la membrana celular, el PHB corresponde a la capa externa, que está 
directamente en contacto con la membrana lipídica; en el interior, los grupos éster del 
PHB están unidos al poli-P mediante interacciones iónicas y al Ca2+ mediante enlaces ión-
dipolos (Natoli Reusch and Sadoff, 1988). 
 
El complejo poli-P/Ca2+/PHB ha sido detectado en la membrana plasmáKca de bacterias 
naturalmente competentes (Natoli Reusch and Sadoff, 1988). Este complejo 
probablemente desempeña un papel fisiológico importante en la competencia para la 
entrada del ADN (Natoli Reusch and Sadoff, 1988). Asimismo, se dispone de evidencia 
de su papel como canal no proteico de Ca2+ en la ATPasa de calcio de las membranas de 
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los eritrocitos humanos, el canal de potasio KcsA de Streptomyces lividans o la proteína 
de membrana externa nThiP5 de Haemophilus influenzae (Jendrossek and Pfeiffer, 
2014).  
 
4.3.2 Poli-P como sustituto de ATP, fuente de energía y reservorio de Pi 

En el marco de la hipótesis del origen prebióKco del poli-P, éste se ha postulado como 
precursor del ATP y como donante primiKvo de energía en el origen de la vida. Esto se 
debe a que, al igual que el ATP, el poli-P conKene moléculas de Pi unidas por enlaces de 
alta energía. Por ello, el poli-P puede jugar un papel importante en el metabolismo 
energéKco de las células(Kornberg, Rao and Ault-Riché, 1999). De hecho, el poli-P puede 
reemplazar al ATP en ciertos procesos celulares debido a su capacidad para donar grupos 
fosfato en reacciones enzimáKcas. Por ejemplo, la enzima poli-P gluco(mano) quinasa 
(PPGK; EC 2.7.1.63), fosforila monosacáridos como la glucosa, manosa y en algunos 
casos fructuosa, uKlizando poli-P o ATP. Por otro lado, la NAD quinasa (poli-P/ATP:NAD 
fosfotransferasa, EC 2.7.1.23) cataliza la fosforilación del NAD para producir NADP. En 
algunos procariotas, las NAD quinasas uKlizan ATP o poli-P como donantes de grupos 
fosforilo. Aunque se ha visto que estas enzimas son capaces de usar ambos como 
donantes de fosforilo, se ha propuesto que se da una tendencia evoluKva a la 
disminución de la preferencia por usar poli-P (Albi and Serrano, 2015, 2016). 
 
El poli-P consKtuye la principal reserva de Pi en muchos microorganismos ya que puede 
converKrse en moléculas de Pi mediante la acción de las exopolifosfatasas y no Kene 
efecto sobre la presión osmóKca (Albi and Serrano, 2016). En muchos eucariotas, el poli-
P es almacenado en orgánulos especializados denominados acidocalcisomas o en 
vacuolas con una estructura similar (Docampo R. 2024). La estructura de los mismos no 
ha sido completamente elucidada, aunque se ha propuesto que pueden estar rodeados 
por una membrana lipídica. En procariotas el poli-P también se almacena en gránulos 
cuyas caracterísKcas estructurales tampoco están completamente determinadas 
(Docampo R. 2024). 
 
4.3.3 Quelación de metales y protección contra el estrés oxidativo  

El poli-P, siendo un polianión, es un potente quelante de caKones metálicos (véanse 
referencias en Albi y Serrano, 2016). Se ha propuesto que esta capacidad incrementa la 
tolerancia de los microorganismos que producen poli-P a metales tóxicos. Diversos 
estudios han mostrado que no sólo la síntesis de poli-P, sino su degradación son 
necesarias para la acKvidad detoxificadora del poli-P. Keasling (1997) postuló un modelo 
en el que los metales son inicialmente quelados por el poli-P que es a conKnuación 
degradado por polifosfatasas y los complejos metal-fosfato resultantes son exportados 
a través de transportadores de Pi (Keasling, 1997). 
 
El estrés oxidaKvo es una consecuencia natural de la vida aeróbica. Cuando el oxígeno 
molecular es reducido, se generan una serie de especies reacKvas de oxígeno, como el 
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superóxido (O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH·). Estos Kenen 

la capacidad de dañar proteínas, ADN, lípidos y otros componentes celulares, lo que 
puede ejercer un estrés considerable, y en ciertas circunstancias, potencialmente letal, 
sobre las células bacterianas (Zhao and Drlica, 2014).  
 
Los mecanismos por los cuales el poli-P protege a las células contra el estrés oxidaKvo 
no están del todo claros. Sin embargo, en algunos casos se han propuesto mecanismos 
de acción de este polímero. Por ejemplo, su acKvidad contra el ión superóxido se puede 
explicar por su capacidad para coordinar caKones tales como el Fe3+ o el Mn2+, que 
pueden promover la dismutación de O2

- (Albi and Serrano, 2016). Inicialmente, el Mn2+ 
es quelado por el poli-P, formando un complejo Mn2+-poli-P, que posteriormente es 
hidrolizado por exopolifosfatasas dando lugar a MnHPO4, que detoxifica O2

-. El poli-P 
también puede proteger contra la reacción de Fenton (generadora de radicales 
hidroxilo), al quelar los caKones como Fe2+ o el Cu2+ que intervienen en la reacción y 
estabilizar el ión intermedio Fe3+ (Albi and Serrano, 2016). Asimismo, su acKvidad 
chaperona y funciones reguladoras de las vías de respuesta al estrés pueden contribuir 
a atenuar el daño ocasionado por las especies reacKvas del oxígeno. 
 
4.3.4 Polifosfato actúa como una chaperona protectora de proteínas  

En estudios realizados con cepas de E. coli deficientes en el gen ppk, y por tanto 
incapaces de sinteKzar poli-P, se observó un aumento en la sensibilidad al tratamiento 
con ácido hipocloroso (HOCl) en comparación con la cepa silvestre. El HOCl causa un 
daño extremo a las proteínas al oxidar aminoácidos como la cisteína, la meKonina y la 
hisKdina, lo que conduce al desplegamiento y la agregación de proteínas oxidadas. Estos 
resultados llevaron a preguntarse cómo intervenía el poli-P en la protección contra este 
daño. Se descubrió que el poli-P interactúa directamente con las proteínas que se 
despliegan, previniendo su agregación (Figura 19). Por lo tanto, se cree que el poli-P 
actúa como una chaperona protectora de proteínas (Gray et al., 2014).  
 
Esta protección fue comprobada tanto in vivo como in vitro, siendo las cadenas largas de 
poli-P las que ejercieron un efecto protector más fuerte que las cadenas cortas. También 
se observó que el poli-P es capaz de proteger de la agregación a un amplio espectro de 
proteínas. Además, este puede tener algunas ventajas en comparación con otras 
chaperonas, ya que no reacciona con oxidantes y no requiere hidrólisis de ATP para su 
acKvidad protectora (Gray et al., 2014). Sin embargo, quedan muchas preguntas por 
responder sobre esta función de chaperona por parte del poli-P.  
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Figura 19. El poli-P actúa como una chaperona para prevenir la agregación de proteínas oxidadas. 
Imagen adaptada de (Gray and Jakob, 2015).  

 
 
4.3.5 Polifosfato en la regulación de la respuesta al estrés  

En E. coli, la respuesta al estrés es controlada por el factor s38 codificado por el gen rpoS. 
Se ha demostrado que la enzima Ppk y el poli-P son necesarios para la transcripción de 
rpoS. Cuando hay condiciones de estrés osmóKco o falta de nitrógeno, se ha observado 
que un mutante deficiente en s38 no acumula poli-P (Shiba et al., 1997; Ault-Riché et al., 
1998). Por lo tanto, debe de exisKr una relación entre la acumulación de poli-P y la 
acKvación de rpoS en E. coli.  
 
Aunque no se conozcan los mecanismos exactos por los cuales el poli-P influye en la 
regulación de rpoS, se cree que podría actuar como una señal que lleva a la acKvación 
de s38 en respuesta al estrés. Por lo tanto, el poli-P parece estar involucrado en la 
regulación en la transcripción de este gen, lo que a su vez permite una respuesta eficaz 
frente a condiciones de estrés (Gray and Jakob, 2015). 
 
En algunas BAL, como Lc. paracasei (Alcántara et al., 2014, 2018), Lc. rhamnosus (Correa 
Deza et al., 2017) y Limosilactobacillus reuteri (Basu Thakur et al., 2019), se ha 
comprobado que la síntesis de poli-P está involucrada en la resistencia a agentes 
oxidantes, pH ácido o temperaturas altas, aunque los mecanismos involucrados se 
desconocen por el momento. 
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4.3.6 Papel en la virulencia de patógenos 

Como se ha mencionado anteriormente, la Ppk se encuentra muy conservada en muchas 
especies bacterianas, tanto en microorganismos Gram-posiKvos y como en Gram-
negaKvos, incluyendo a la mayoría de las especies patógenas. En estudios donde se 
analizó el papel de la enzima Ppk en la fisiología de diferentes especies patógenas como 
P. aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella, E. coli y Klebsiella pneumoniae, se observó 
que al mutar el gen ppk, su movilidad se veía bastante afectada. Por los tanto, esta 
disminución en la movilidad sugiere un papel crucial de la Ppk o el poli-P en la 
patogénesis bacteriana (Rashid, Rao and Kornberg, 2000).  
 
Además, se ha observado que el poli-P es necesario también para otros factores 
asociados a la virulencia de ciertos patógenos, como son la formación de biofilms y la 
producción de esporas en Bacillus cereus (Shi, Rao and Kornberg, 2004). Otro ejemplo 
de una función recientemente descubierta para el poli-P en la patogénesis bacteriana es 
el reportado por Tang-Fichaux et al.(2020) en el que demuestra que la producción de la 
toxina colibacKna por parte de diversas cepas de E. coli, que daña el ADN, depende de 
la presencia de Ppk (Tang-Fichaux et al., 2020). Diversos estudios en modelos de 
infección en animales han demostrado que la virulencia de ciertos patógenos también 
se ve atenuada por la incapacidad de sinteKzar poli-P (Peng et al., 2012; Chuang, Belchis 
and Karakousis, 2013; Lv et al., 2022; Rojas et al., 2024).  
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El metabolismo del fosfato (Pi) es esencial para todos los seres vivos, tanto desde el 
punto de vista energéKco como de biosíntesis. Se ha postulado que en las BAL este 
metabolismo podría jugar un papel en algunas de sus caracterísKcas funcionales, como 
son la retención de metales tóxicos o la síntesis de moléculas con acKvidad probióKca 
sobre el huésped, como el polifosfato (poli-P). La incorporación de Pi en bacterias es un 
proceso que ha sido ampliamente estudiado en algunas especies modelo, pero se carece 
de información en miembros de la familia Lactobacillaceae. DisKntos lactobacilos 
poseen en su genoma genes (pstSCAB) que codificarían un transportador ABC específico 
de Pi que podría ser el responsable de la acumulación de arsenato [As(V)], un análogo 
estructural del Pi. Estos genes se encuentran habitualmente adyacentes a un sistema de 
dos componentes (TCS), phoPR, homólogo a sistemas que se ha demostrado en otras 
bacterias que intervienen en la regulación del metabolismo del Pi. Por otro lado, 
invesKgaciones recientes en lactobacilos han mostrado la implicación de genes que 
codifican poli-P quinasas (ppk) en la síntesis de poli-P. Estos genes se encuentran 
agrupados con diferentes genes (ppx) que codificarían exopolifosfatasas posiblemente 
involucradas en la degradación del poli-P. 

Con estos antecedentes, el objeKvo de este trabajo fue el estudio de cómo el 
metabolismo del Pi y su regulación en lactobacilos afectan a los dos aspectos funcionales 
anteriores: captación del metaloide As(V) y producción de poli-P. Para ello se plantearon 
los siguientes objeKvos específicos: 

• Evaluar si el transportador PtsSCAB o el TCS PhoPR de lactobacilos juegan algún 
papel en la incorporación de especies inorgánicas de As. 
 

• Estudiar la posible función del regulador transcripcional PhoP en el control de 
los genes pst y descubrir otros genes controlados por él, usando como modelo 
la bacteria Lac$caseibacillus paracasei. 
 

• Estudiar la acKvidad de las exopolifosfatasas Ppx1 y Ppx2 presentes en la familia 
Lactobacillaceae y su función en el mantenimiento de los niveles de poli-P en 
Lc. paracasei. 
 

• Determinar de qué manera está regulada la acumulación de poli-P y qué 
factores la desencadenan en este modelo bacteriano. 
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Capítulo 1  
 
 Captación de fosfato y su relación con la toxicidad 
del arsénico en lactobacilos 
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La captación de contaminantes químicos por microorganismos está mediada, en algunos 
casos, por sistemas de transporte específicos (ChioccheX et al., 2019). En el caso de las 
especies inorgánicas de As [As(III) y As(V)], estudios previos revelaron que la capacidad 
de retención de diversas cepas de BAL era  baja (Clemente et al., 2020). Además, se 
demostró que la captación de As por los lactobacilos disminuye considerablemente 
cuando se usan células no viables (Clemente et al., 2020) ,lo que sugiere que este 
proceso de captación está asociado a un proceso metobólico. 
 
Puesto que se dispone de evidencia de que algunas cepas de BAL disminuyen el daño 
asociado a la exposición a As inorgánico(Bora et al., 2022; Jain, Jain and Jain, 2023; 
Domene et al., 2024), decidimos estudiar con mayor profundidad la interacción y 
toxicidad del As en BAL parKendo de la hipótesis de que la incorporación de As(V) en los 
lactobacilos podría tener lugar a través de transportadores de Pi específicos, debido a su 
analogía estructural con el Pi. El sistema de captación de Pi más estudiado en las 
bacterias es el transportador de Pi de alta afinidad de Kpo PstSCAB (apartado 3.2.2), 
cuya transcripción está regulada por el TCS PhoPR en E. coli (apartado 3.2.1). Para 
evaluar la posible contribución de este sistema a la incorporación de As, decidimos 
construir mutantes en los genes pstC del transportador PstSCAB, en el gen regulador del 
transporte de Pi phoU y en el gen phoP del TCS PhoPR en la cepa Lac$plan$bacillus. 
plantarum Lpp+, estudiada previamente en el laboratorio por su captación de As y en la 
cepa de referencia Lp. plantarum WCFS1. Además, se construyeron mutantes en estos 
genes en nuestra bacteria modelo del laboratorio, Lac$caseibacillus paracasei BL23, 
incluyendo adicionalmente un mutante en el gen phoR del TCS PhoPR. El TCS PhoPR de 
esta cepa ha sido ya objeto de estudio y se ha demostrado que la mutación del regulador 
de la respuesta PhoP ocasiona un crecimiento lento y sensibilidad al pH ácido en medio 
MRS (Alcántara, Revilla-Guarinos and Zúñiga, 2011). Este TCS está ubicado adyacente a 
los genes pstSCAB1B2-phoU. Sin embargo, este operón no se ha estudiado en ningún 
miembro de la familia Lactobacillaceae.  
 
Por lo tanto, nuestro objeKvo en este capítulo fue dilucidar si los sistemas de transporte 
y regulación de los niveles intracelulares de Pi están implicados en la unión de As en 
lactobacilos. Mediante la construcción de estos mutantes, demostramos que es 
probable que el As(V) sea captado por el sistema de transporte PstSCAB en Lp. 
plantarum. Además, nuestros hallazgos informan sobre la existencia de un vínculo entre 
la acKvidad del regulador de respuesta PhoP y la sensibilidad al As(III) en Lc. paracasei.  
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Metodología 
 
1.Condiciones de cultivo bacteriano  

Las cepas usadas en este estudio (Tabla 2) fueron culKvadas ruKnariamente en medio 
de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (BD Difco) a 30 o 37 °C, en condiciones estáKcas. Para 
los ensayos de toxicidad de As se uKlizó el medio MEI (Alcántara et al., 2018) que 
contenía: 0.5% de extracto de levadura, 0.5% de triptona, 0.4% K2HPO4, 0.5% KH2PO4 
0.02% MgSO4·7H2O, 0.005% MnSO4, 0.05% cisteína, 0.05% glucosa y 1 ml de Tween 80 
por litro. Cuando se usaron condiciones de bajo Pi, no se agregó K2HPO4 ni KH2PO4 al 
medio MEI (medio MEI-LP). E. coli DH10B [F− endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rps 
ΔlacX74 Φ80 lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) λ−] fue 
usada para la clonación y se culKvó en medio LB a 37 °C bajo condiciones de agitación 
(200 rpm). Para la selección de clones de E. coli se uKlizó ampicilina a 100 µg/ml. 
Eritromicina a 5 µg/ml fue usada para la selección de los clones de lactobacilos. A los 
medios de culKvo sólidos se les añadió agar al 1.8% (p/v).  
 

Tabla 2. Cepas de Lp. plantarum , Lc. paracasei y sus mutantes u,lizados en este capítulo. 

Cepa  Geno)po Referencia 
Lp.plantarum WCFS1 Cepa silvestre (Kleerebezem  et al., 2003) 
Lp.plantarum DC421 WCFS1 pstC::pRV300;Eri! Este capítulo 
Lp.plantarum DC423 WCFS1 phoP::pRV300;Eri! Este capítulo  
Lp.plantarum DC425 WCFS1 phoU::pRV300;Eri! Este capítulo 
Lp. plantarum Lpp+ Cepa silvestre  (Alcántara et al., 2018) 
Lp.plantarum DC424 Lpp+ pstC::pRV300;Eri! Este capítulo 
Lc. paracasei BL23 Cepa silvestre (Mazé et al., 2010) 
Lc. paracasei DC399 BL23 pstC::pRV300;Eri! Este capítulo 
Lc. paracasei TC04 BL23 phoP::pRV300;Eri! (Alcántara,Revilla-Guarinos 

and Zuñiga, 2011) 
Lc. paracasei DC398 BL23 phoU::pRV300;Eri! Este capítulo 
Lc. paracasei DC487 BL23 DphoP Este capítulo  
Lc. paracasei DC488 BL23DphoP [pT1phoP]; Eri! Este capítulo 
Lc. paracasei DC489 BL23 DphoR  Este capítulo 
Lc. paracasei DC490 BL23DphoR [pT1phoR]; Eri! Este capítulo 

Eri!; Resistencia a eritromicina. 

 

2. Construcción de cepas mutantes en los genes pst y pho  

Los oligonucleóKdos usados en este capítulo están listados en la Tabla 3. El ADN 
cromosómico de Lp. plantarum y Lc. paracasei fue aislado con el DNA Isola$on Kit for 
Cells and Tissues (Roche Applied Science). Fragmentos internos de 300 pb a 500 pb de 
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los genes pstC, phoP y phoU, fueron amplificados con sus respecKvos pares de 
cebadores, mediante PCR a parKr del ADN cromosómico usando NZYTaq II ADN 
polimerasa (NZYtech). Los fragmentos obtenidos fueron purificados con GFX PCR DNA 
and Gel Band Purifica$on kit (CyKva), se digirieron con las enzimas de digesKón XhoI y 
PstI y se clonaron en el plásmido integraKvo pRV300 (Leloup et al., 1997) digerido con 
las mismas enzimas. Las ligaciones de los fragmentos se realizaron incubando toda la 
noche con ADN ligasa de T4 (1U en 20 µl de reacción a 16 °C; Roche). Posteriormente, 
las mezclas de ligación se transformaron en la cepa E. coli DH10B mediante 
electroporación (25 µF, 2500 V y 200 W, en un aparato GenePulser, Bio-Rad). Los clones 
recombinantes fueron seleccionados en placas de agar LB con 40 mg/ml X-gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-b-galactopiranósido), 0.1 mM IPTG (isopropil-b-D-Kogalactopiranósido) 
y ampicilina a 100 µg/ml. Se aislaron las colonias de color blanco como posibles posiKvas 
para la integración de los fragmentos en el plásmido. Estos clones de E. coli se 
comprobaron por PCR con dos oligonucleóKdos específicos de pRV300 (pRV300-For y 
pRV300-Rev; Tabla 3), que flanquean el polylinker de éste. 
. 
Una vez comprobados los clones en E. coli DH10B, se aislaron y purificaron los plásmidos 
con el NucleoSpin Plasmid Kit (Machery-Nagel) y fueron usados para transformar células 
electrocompetentes de Lp. plantarum WCFS1, Lp. plantarum Lpp+ y Lc. paracasei BL23 
por medio de electroporación con cubetas de 0.2 cm a 25 µF, 1500 V y 400 W, con 0.5-2 
µg de los plasmidos purificados. Las bacterias electrocompetentes de Lp. plantarum 
usadas fueron preparadas en polieKlenglicol (PEG) 1500 siguiendo el protocolo descrito 
por Aukrust and Blom (1992) con algunas modificaciones. Las bacterias se culKvaron en 
50 ml de MRS suplementado con 1% (p/v) de glicina hasta una DO595nm de 0.4-0.6. 
Después se lavaron con 1 volumen de 1 mM MgCl2 frío. Posteriormente, las células se 
lavaron con medio volumen de PEG 1500 al 30% frío y se resuspendieron en 500 μl de 
PEG 1500 al 30%. Después de la electroporación las células fueron resuspendidas en 1 
ml de MRS e incubadas por 1 h a 30 °C, para ser luego sembradas en placas de MRS con 
eritromicina 5 µg/ml, que se incubaron a 30 °C durante 48 h. Para el caso de las 
competentes de Lc. paracasei se siguió el protocolo descrito previamente (Posno et al., 
1991). Las celulas transformadas fueron sembradas en MRS con eritromicina 5 µg/ml e 
incubadas a 37 °C por 48 h. La integración del plásmido en el locus correcto en los 
transformantes resultantes se comprobó por PCR con un oligonucleóKdo que hibridaba 
en el gen diana, fuera del fragmento clonado, y otro que hibridaba en el plásmido 
pRV300. 
 
Para obtener las cepas derivadas de Lc. paracasei BL23 con eliminaciones DphoP y 
DphoR, se sinteKzaron fragmentos de 1kb upstream y downstream de la región que se 
desea eliminar por PCR, usando Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 
scienKfic). Estos fragmentos se solapaban 20 pb y se fusionaron mediante una segunda 
PCR usándolos como molde. Los fragmentos obtenidos de 2 kb fue digeridos con las 
enzimas de restricción apropiadas y se clonaron en pRV300. Estos plásmidos integraKvos 
fueron usados para transformar Lc. paracasei BL23 y se aislaron cepas con una primera 
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integracion del plasmido en el cromosoma en placas de MRS con eritromicina 5 µg/ml 
incubadas a 37 °C por 48 h. Se seleccionó un transformante de cada construcción y 
ambos clones fueron culKvados en medio MRS líquido por aproximadamente 200 
generaciones en ausencia del anKbióKco. Cepas que habian sufrido una segunda 
recombinación, que condujo a la perdida del plásmido, fueron seleccionadas por ser 
sensibles a eritromicina mediante réplica en placas de MRS con y sin eritromicina. Entre 
los clones sensibles a la eritromicina obtenidos de cada construcción, se comprobó la 
presencia de la eliminación deseada mediante PCR y se confirmó mediante 
secuenciación. 
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Tabla 3. Oligonucleó,dos usados en este capítulo.  

Oligonucleó<do Secuencia Uso 
Lp. plantarum   

Disrupción de 
phoP en Lp. 
plantarum 

phoP-For  TTTTCTCGAGTGTGACGGCTAAAAATGATG 
phoP-Rev TTTTCTGCAGAAATTCCTTTGGTGTCAAGC 
phoP-C CCACAAATTCGTAGCCAAAG 
pstC- For  TTTTCTCGAGTTCTACTTTGTTGCATCACG Disrupción de pstC 

en Lp. Plantarum pstC-Rev  TTTTCTGCAGAAAGGTCCCAGAAAGAATCC 
pstC-C TTTATAAATTGTTTGCCAGCG 
phoU-For  TTTTCTCGAGACGGGAAGTTGAACTAGAAC Disrupción de 

phoU en Lp. 
plantarum 

phoU-Rev  TTTTCTGCAGATACATCTCCCCGACTTTTG 
phoU-C  ATTCAGGTAATCCGTGGAAC 
 
Lc. paracasei  

  
 
Disrupción pstC en 
Lc. paracasei 

pstCLcas-For  TCAAAGCTTCGCACGGCAATCCCGAAGTTG 
pstCLcas-Rev  TCAGAATTCCCGGAATCGCAGCACGTAGAACC 
pstCLcas-C TCAGTTTAATTGTGATTGTGG 
phoULcas-For  ACGAAGCTTCGAATTGATTGCACTGCAG Disrupción phoU 

en Lc. paracasei phoULcas-Rev  ATGGAATTCCATTGATCCCATGGTCTTC 
phoULcas-C ATGAACGTGAAGTAGATTTGG 
dphoP-F1 ATATCGAATTCCTGCAGCCCAGGTGCGACCTTCATGAC

TC 
Amplificación del 
segmento 5’ de 
phoP  dphoP-R1 TCGCGTAAATGGCTGACCTGCGCAGGTTCGTCATCAA

CAA 
dphoP-F2 TTGTTGATGACGAACCTGCGCAGGTCAGCCATTTACG

CGA 
Amplificación del 
segmento 3’ de 
phoP dphoP-R2 CTAGAACTAGTGGATCCCCCGCAAAGGCAAGCGTTAG

GAG 
dphoR-F1 ATATCGAATTCCTGCAGCCCCATAATCTAGATCGCATCC

GTCG 
Amplificación del 
segmento 5’ de 
phoR dphoR-R1 CACAGGCAAAGTGACCGTGACATTCCCGACAAAGTCC

AG 
dphoR-F2 CTGGACTTTGTCGGGAATGTCACGGTCACTTTGCCTGT

G 
Amplificación del 
segmento 3’ de 
phoR dphoR-R2 CTAGAACTAGTGGATCCCCCCAGCTGTGCCATCGAGA

C 
CphoP-F  atgqataatacaagtatcaTTTCCGGAGGAGACAGCATG Clonación de phoP 

en pT1NX CphoP-R  qtgqagcagccggatctaTTATTCATGGGGTGCCTCC 
CphoR-F atgqataatacaagtatcaATACCAAATGGAGGCACCC Clonación de phoR 

en pT1NX CphoR-R qtgqagcagccggatctaTTTTTCATCCTCTGTGCGG 
pRV300-For  AACAGCTATGACCATG  Comprobación de 

los clones 
obtenidos 

pRV300-Rev 
GTAAAACGACGGCCAGT 

Los nucleó+dos subrayados corresponden a los si+os de restricción introducidos para la clonación en pRV300. Los oligonucleó+dos con el sufijo 
"-C" en sus nombres sirvieron para confirmar la integración del plásmido en el locus correcto. Los nucleó+dos en minúsculas son extensiones 
5' para crear homología con pT1NX para las reacciones de ensamblaje Gibson. 
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3. Complementación de las cepas  
 

Los genes phoP y phoR de Lc. paracasei BL23 fueron amplificados por PCR con Phusion 
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo ScienKfic) con los oligonucleoKdos apropiados 
(Tabla 4). Los fragmentos de PCR purificados fueron ligados con el GeneArt	Gibson 
Assembly EX kit, Invitrogen) en el plásmido pT1NX (Scho�e et al., 2000) previamente 
digerido con BgIII/SpeI, dando lugar a construcciones con los genes phoP y phoR bajo el 
control del promotor consKtuKvo P1 de Lactococcus lac$s. Los productos de la reacción 
de Gibson se usaron para transformar células electrocompetentes de Lc. lac$s MG1363 
las cuales se prepararon siguiendo el protocolo de Holo and Nes (1989). .Después de la 
electroporación, los clones transformantes fueron seleccionados en placas de agar M17 
(Oxoid) que contenían 0.5 % (p/v) de glucosa (GM17) con eritromicina 5 µg/ml. Las 
colonias se comprobaron mediante PCR y los clones posiKvos se culKvaron en 5 ml de 
GM17 para aislar el plásmido usando el kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) con 
algunas modificaciones. Las células se incubaron en tampón STE (20% de sacarosa, 10 
mM de Tris-HCl [pH 8,0], 10 mM de EDTA, 50 mM de NaCl) suplementado con lisozima 
(1 mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C antes de la lisis celular. Los pasos siguientes se 
llevaron a cabo según las indicaciones del fabricante. Los plásmidos aislados y 
purificados que contenian los genes phoP y phoR fueron secuenciados y uKlizados para 
transformar las cepas mutantes de Lc. paracasei DphoP y DphoR por electroporación 
para la expresión de estos genes.  

 
4. Ensayos de toxicidad, incorporación y especiación de As   

El As(V) (solución madre de 1000 mg/l, As2O5) se adquirió de Merck. La solución de 
arsenito [As(III) (1000mg/l)] se preparó disolviendo 1.32 g de As2O3 (Riedel-de Haën) en 
25 ml de KOH 20% p/v. Tras la neutralización con H2SO4 al 20% v/v, esta solución se 
completó hasta un volumen final de 1 l con H2SO4 1% v/v. 

 
Las diferentes cepas de lactobacilos fueron sembradas en medio MEI o MEI-LP con 
diferentes concentraciones de As(III) o As(V) e incubadas en placas de 96 pocillos (200 
µl por pocillo) a 30 °C (Lp. plantarum) o 37 °C (Lc. paracasei) en un lector de placas 
Spectrostar Nano (BMG-Labtech). Se monitorizó el crecimiento de las bacterias durante 
24 horas con medidas espectrofotométricas cada 30 minutos a DO595 nm. Por cada 
muestra, se hicieron tres réplicas de las curvas de crecimiento, para determinar las 
respecKvas desviaciones estándar. 
 
Los ensayos de inhibición de As(III) en placas de Petri se llevaron a cabo colocando discos 
de papel de filtro Whatman 3MM (5 mm de diámetro) impregnados con 3 µl de As(III) 
1000 mg/l en placas de agar MRS de 90 mm con una superposición de 5 ml de MRS con 
0.8 % de agar que contenían 106 UFC de diferentes cepas de Lc. paracasei. Tras 24 h de 
incubación, se midió el diámetro de los halos de inhibición. 
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Para los ensayos de incorporación de As(V) a lo largo del Kempo, las cepas fueron 
culKvadas toda la noche en 50 ml de MRS, se centrifugaron (5000 x g, 10 min) y se 
lavaron con 1 volumen de NaCl 0.9%. Luego se resuspendieron en NaCl 0.9% y se ajustó 
la DO595nm a 10. Se prepararon alícuotas de las células suspendidas (1ml) que fueron 
incubadas a 30 °C durante 5 minutos en un baño de agua antes de añadir el As(V) a una 
concentración final de 5 mg/l. Se tomaron muestras de 300 µl en diferentes intervalos 
de Kempo y se filtraron rápidamente al vacío uKlizando filtros de nitrocelulosa de 0.45 
µm (Millipore). Los filtros se lavaron dos veces con 5 ml de NaCl 0.9% y se secaron al aire 
antes de la cuanKficación. 

 
La capacidad de retención de As(III) de las cepas de Lc. paracasei se esKmó midiendo la 
canKdad de As(III) retenida por 1 ml de células a una DO595nm de 10. Las suspensiones 
celulares se incubaron con 5 mg/l de As(III) en NaCl 0.9%, 1 h a 37 °C. Después de 
centrifugar a 10000 x g 5 min, el sedimento bacteriano se lavó dos veces con 1 ml de 
NaCl 0.9 % y se determinó el As(III) en los sobrenadantes de los lavados y los sedimentos 
bacterianos. 

 
Para la determinación del As total en las muestras (sobrenadantes de lavado bacteriano, 
sedimentos celulares y filtros), tras un paso de calcinación en seco, la cuanKficación del 
As se llevó a cabo mediante espectrometría de Absorción Atómica con Generación de 
Hidruros por Inyección de Flujo (FI-HG-AAS), siguiendo el procedimiento descrito 
previamente (Clemente, Devesa and Vélez, 2017). 

 
Para determinar la oxidación de As(III) a As(V) por parte de Lc. paracasei. Se inocularon 
50 ml de medio MEI con 5 mg/l As(III) con Lc. paracasei BL23 y las cepas DphoP y DphoR 
a una DO595nm inicial de 0.01. Después de 16h de incubación a 37 °C, las células fueron 
lavadas a 4 °C con un volumen de NaCl 0.9% (4000 x g 10 min) y los sedimentos 
bacterianos se guardaron a -20 °C hasta su análisis. El arsénico se extrajo de los 
sedimentos bacterianos con 5 ml de HNO3 0.28 M a 95 °C durante 1.5 h (Huang, Ilgen 
and Fecher, 2010) y los contenidos de As(III) y As(V) se determinaron por HPLC con 
columna de intercambio aniónico (Hamilton PRP X100, 150 ×4,1 mm, tamaño de 
parGcula 5 μm) acoplada a una ICP-MS PerkinElmer Nex-Ion™300X según se describe en 
Du et al., (2019). 
 
5.Análisis estadísticos   

Se realizaron ANOVAs de una vía con la prueba de comparación múlKple de Tukey y la 
prueba t de Student con GraphPad Prism 5. Las diferencias se consideraron 
estadísKcamente significaKvas a p<0.05. 
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Resultados  
 
1.Obtención de las cepas mutantes de Lactobacillus  

El transportador de Pi PstSCAB se encuentra ampliamente distribuido en bacterias. En 
muchos casos, los genes que codifican para este trasportador se agrupan con los genes 
que codifican para el TCS PhoPR, el cual está implicado en la detección de la 
concentración de Pi extracelular y en controlar la expresión de los genes regulados por 
Pi. Al analizar las secuencias genómicas disponibles dentro de la familia 
Lactobacillaceae, se observó esta organización Gpica [Figura 20 (Botas et al., 2022)], 
donde el gen phoU se encuentra también agrupado con pstSCAB. Generalmente, este 
operón conKene dos copias consecuKvas del gen que codifica para las subunidades 
ATPasa PstB (pstSCAB1B2) y los genes phoPR se encuentran ubicados aguas arriba. 
 
 

 
 
Figura 20. Contexto genómico de los genes pstSCAB en miembros de la familia Lactobacillaceae. Los 
genes phoP, que en la mayoría de los casos preceden al gen que codifica el sensor quinasa PhoR, están 
representados en color azul oscuro. En algunas cepas existen dos operones pstSCBA, en los que uno de 
ellos está agrupado con genes phoPR. El gen que codifica una proteína transmembrana puta,va con un 
dominio PDZ, situado aguas arriba de phoP, se anota en la mayoría de los genomas como minJ, debido 
a las homologías con minJ de Bacillus sub0lis. Las comparaciones se realizaron con The Genomic Context 
Visualizer (GeCoViz; hqps://gecoviz.cgmlab.org/; Jorge Botas, Álvaro Rodríguez del Río, Joaquín Giner-
Lamia, y Jaime Huerta-Cepas. (2022). GeCoViz: genomic context visualisa,on of prokaryo,c genes from 
a func,onal and evolu,onary perspec,ve. Nucleic Acids Research, 50, W352-W357; 
doi.org/10.1093/nar/gkac367). 
 
Para invesKgar la contribución de este sistema a la incorporación de As(V), decidimos 
construir mutantes en la subunidad permeasa transmembranal de Pi PstC en Lp. 
plantarum Lpp+. Esta cepa se había caracterizado por poseer una tasa de incorporación 
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de As(V) alta en comparación con otras cepas de lactobacilos (Clemente et al., 2020) 
También se construyeron mutantes en la cepa de referencia de Lp. plantarum: WCFS1. 
Por úlKmo, también se empleó la cepa de laboratorio Lc. paracasei BL23 (Mazé et al., 
2010). Mientras que los mutantes en los genes pstC, phoP y phoU se obtuvieron con 
éxito para las cepas WCFS1 y BL23, por razones desconocidas y a pesar de varios 
intentos, en la cepa Lpp+ sólo se pudieron obtener disruptantes en pstC. 
 
2. La mutación de los genes pst que codifican para los transportadores 
ABC de fosfato afecta a la absorción y toxicidad del As(V) 

La determinación de la incorporación de As(V) a lo largo del Kempo en las cepas de Lp. 
plantarum con las mutaciones en los genes pstC, phoP y phoU (Figura 21) reveló que la 
ausencia de Pi facilitaba la captación de As(V) por las células, especialmente en el caso 
de la cepa WCFS1, que en estudios previos en el laboratorio había mostrado una baja 
captación en presencia de Pi. La mutación del componente PstC del transportador ABC 
de Pi en la cepa Lpp+ dio lugar a una menor captación de As(V), mientras que en la cepa 
WCFS1 pstC esta captación se vio fuertemente reducida. La capacidad de la cepa WCFS1 
phoU para incorporar As(V) fue comparable a la de la cepa pstC, mientras que un 
mutante phoP tuvo un comportamiento intermedio. Por otro lado, la capacidad de 
incorporación de As(V) por Lc. paracasei BL23 en estas condiciones fue muy baja (< 20 
ng As(V) por 300 µl de células bacterianas a una DO595nm de 10, para todos los Kempos 
ensayados) y no mostró diferencias entre la cepa silvestre y la cepa con la mutación en 
pstC. 
 
 
       

             
 
Figura 21. Incorporación de As(V) en cepas de Lp. plantarum y sus mutantes derivados afectados en los 
genes pst y pho (a) Lp. plantarum Lpp+; (b) Lp. plantarum WCFS1. Las columnas representan las 
can,dades medias de As retenidas por 300 µl de células bacterianas a una DO595nm de 10 cuando se 
exponen a 5 mg/l de As(V) (n=3). Las barras de error representan desviaciones estándar. * (p<0.05); ** 
(p<0.01), diferencias estadís,cas con respecto a la cepa silvestre para cada ,empo. 
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A conKnuación, determinamos el grado de toxicidad del As(V) culKvando las diferentes 
cepas en medios con alta o baja concentración de Pi (medio MEI y MEI-LP, 
respecKvamente), los cuales contenían diferentes concentraciones de As(V). La toxicidad 
y los efectos de las mutaciones variaron entre ambas cepas de Lp. plantarum, pero en la 
cepa WCFS1 se observó una menor toxicidad de As(V) en condiciones de alto contenido 
en Pi (Figura 22), en comparación con condiciones de bajo contenido en Pi (Figura 23). 
Además, la inacKvación de pstC o phoP mejoró la resistencia a As(V) cuando se realizaron 
experimentos de crecimiento en condiciones de bajo Pi en la cepa WCFS1. La 
inacKvación de phoU en la cepa WCFS1 también resultó en un ligero aumento de la 
resistencia frente al As(V) (Figura 23). 
 
Los efectos de las mutaciones fueron mucho menos evidentes cuando las cepas se 
culKvaron en medio MEI, lo que sugiere que la presencia de Pi ejerció un efecto 
protector sobre la toxicidad del As(V), probablemente a través de la competencia con un 
sistema de incorporación común. Además, la cepa de Lp. plantarum Lpp+ con la 
mutación pstC no mostró una menor sensibilidad al As(V) en comparación con la 
silvestre, independientemente de la concentración de Pi en el medio (Figura 24). De 
manera similar a WCFS1, se observó un aumento de la resistencia a As(V) en la cepa 
BL23 portadora de la mutación en pstC, sólo en condiciones de baja concentración de Pi 
(Figura 24). 
 
 

 
 
Figura 22. Curvas de crecimiento de Lp. plantarum WCFS1 y diferentes mutantes derivados en los genes 
pstC, y pho en medio MEI con diferentes can,dades de As(V) indicadas en mg/l. (a) cepa silvestre; (b) 
mutante pstC; (c) mutante phoP; (d) mutante phoU. 
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Figura 23. Curvas de crecimiento de Lp. plantarum WCFS1 y diferentes mutantes derivados de pst y pho 
en medio MEI-LP con diferentes can,dades de As(V) indicadas en mg/l. (a) cepa silvestre; (b) mutante 
pstC; (c) mutante phoP; (d) mutante phoU.  
 
 
  
 
 

(a) (b)

(c) (d)
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Figura 24. Crecimiento de las cepas Lp. plantarum Lpp+ y Lc. paracasei BL23, y sus mutantes derivados 
pstC, en medios MEI y MEI-LP con diferentes concentraciones de As(V). 
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3. Las mutaciones en el TCS PhoPR provocan una mayor resistencia al 
As(III) en Lc. paracasei  

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio donde se evaluó la toxicidad del 
As en una cepa Lc. paracasei BL23 con una disrupción del gen phoP (L. paracasei TC04, 
Tabla 2) se realizó una observación inesperada: esta mutación en phoP provocó un 
aumento de la resistencia a arsenito [As(III)]. La disrupción se había obtenido mediante 
la integración de un plásmido en el gen, lo cual podría haber ocasionado efectos polares 
en la expresión de los genes phoR o pst. Para abordar esto, y corroborar este hallazgo, 
decidimos construir una nueva cepa de Lc. paracasei BL23 phoP en la que se eliminó en 
fase un fragmento interno dentro el marco de lectura de phoP. Dicha cepa expresa una 
proteína PhoP mutante desprovista de 189 aminoácidos [PhoPD(13-201)], que incluía el 
residuo fosforilable Asp-52.  
 
En la Figura 25 se representan los diámetros de los halos de inhibición resultantes al 
colocar papeles de filtros impregnados con As(III) sobre un césped de bacterias en 
medios con contenidos alto o bajo de Pi. Mientras que en la cepa silvestre se observó 
una clara inhibición del crecimiento, en la cepa DphoP no se evidenciaron tales halos de 
inhibición en condiciones de bajo contenido de Pi, y estos se redujeron 
significaKvamente en condiciones de alto Pi. En comparación con la cepa silvestre, esta 
reducción en el diámetro de los halos causados por la toxicidad As(III) también pudo 
observarse en las cepas pstC y phoU sólo en condiciones de bajo nivel de Pi. Sin embargo, 
el efecto de estas mutaciones fue más débil en comparación con DphoP. 
 
 

 
 
Figura 25. Halos de inhibición de As(III) en placas MEI (alto Pi) y LP-MEI (bajo Pi) sembradas con 
diferentes cepas de Lc. paracasei BL23, silvestre y mutantes en los genes pst y pho. Las columnas 
representan los diámetros promedios (n=3). Las barras de error representan desviaciones estándar. Los 
asteriscos indican diferencias estadís,cas en comparación con la cepa silvestre para cada condición de 
crecimiento (p<0.01). 
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Los ensayos de crecimiento confirmaron la reducción de la sensibilidad a As(III) de la 
cepa DphoP (Figura 26), que había sido detectada previamente en el mutante con la 
disrupción en phoP. Además, la complementación de la cepa DphoP mediante la 
expresión de PhoP naKva a parKr de un plásmido restauró la sensibilidad a As(III). Esto 
excluyó la posibilidad de que los efectos polares en genes adyacentes debidos a la 
mutación (inserción o eliminación) fueran responsables del fenoKpo observado en la 
cepa DphoP. En la Figura 27 podemos ver que el fenoKpo de resistencia a As(III) tras la 
mutación de phoP fue exclusivo de Lc. paracasei, ya que en las cepas mutantes 
equivalentes de Lp. plantarum no se observaron cambios aparentes en la sensibilidad a 
As(III). 
 
 

 
 
Figura 26. Curvas de crecimiento de Lc. paracasei BL23, mutantes phoP o phoR y sus cepas 
complementadas en medio MEI con diferentes can,dades de As(III). (a) BL23 (cepa silvestre); (b) 
DphoP; (c) DphoP[pT1phoP], cepa complementada; (d) DphoR; (e) DphoR[pT1phoR], cepa 
complementada. 
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La funcionalidad de los TCS suele requerir la acción conjunta de una hisKdina quinasa, 
que actúa como un sensor, y un regulador de la respuesta (Buschiazzo and Trajtenberg, 
2019). Por lo tanto, invesKgamos si la eliminación de PhoR en la cepa BL23 producía un 
fenoKpo de resistencia a As(III) similar al detectado en la cepa DphoP. Para esto, se 
obtuvo una nueva cepa en la que phoR se eliminó por completo mediante doble 
recombinación. La toxicidad del As(III) se redujo en esta cepa en comparación con la 
cepa silvestre, alcanzando niveles similares a los de una cepa DphoP. Aunque la 
transformación de esta cepa con un plásmido con phoR no complementó íntegramente 
la inacKvación de phoR (Figura 26). Estos resultados sugirieron que la resistencia al As(III) 
estaba posiblemente ligada a genes bajo control de PhoPR. 
 
 

  
                       

Figura 27. Curvas de crecimiento de Lp. plantarum WCFS1 y su mutante phoP en medio MEI con 
diferentes can,dades de As(III). 

 
 
4. No se observan diferencias en la oxidación de As(III) en los mutantes 
phoP o phoR de Lc. paracasei  

El hecho de que la eliminación de PhoP desencadenara la resistencia a As(III) en Lc. 
paracasei resultó desconcertante, dado que esta especie de As inorgánico no se asemeja 
al Pi y sus vínculos con el transporte y metabolismo del Pi no son evidentes. Por lo tanto, 
nuestra hipótesis para explicar este hecho fue que, al ser un regulador transcripcional 
pleiotrópico, la ausencia de PhoP podría provocar cambios en la capacidad y 
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caracterísKcas de la superficie celular bacteriana para retener As(III), lo que conduciría 
a una menor toxicidad del metaloide. Cuando las cepas de Lc. paracasei se incubaron 
con 5 mg/l de As (III) a una DO595nm de 10, mostraron una baja capacidad para retener 
As(III). En estos ensayos, la mayor parte del As(III) añadido a las suspensiones celulares 
se pudo recuperar en un primer paso de lavado, tanto en la cepa silvestre como en la 
cepa DphoP (98.4 ± 0.5 % y 96.4 ± 3.0 %, respecKvamente). 
 
También se pudo comprobar que el As(III) retenido por las bacterias tras dos pasos de 
lavado fue algo mayor en la cepa DphoP (56.3 ± 40.2 ng de As por ml de células a una 
DO595nm de 10) en comparación con la silvestre (4.9 ± 2.3 ng de As por ml de células a 
una DO595nm de 10). Esto excluía la posibilidad de que una menor interacción o unión en 
la superficie provocara una menor toxicidad en las cepas phoP. Una segunda posibilidad 
era que en las cepas DphoP o DphoR se produjera una posible oxidación de As(III) a la 
especie menos tóxica As(V), afectando así a la toxicidad del As añadido a los culKvos. Por 
consiguiente, estudiamos esta posibilidad realizando experimentos en los que se 
adicionó As(III) durante el crecimiento en medio MEI en la cepa BL23 y sus mutantes 
DphoP y DphoR, y determinamos la especiación de las diferentes formas de arsénico 
presentes en las células. 
 
Se pudo comprobar que la oxidación de As(III) a As(V) no tuvo lugar en estos ensayos, ya 
que la proporción de As(V) detectada fue siempre muy baja y similar para todas las cepas 
(entre 0.9 y 2% del total de As) (Figura 28). Esto indicaba que el aumento de la resistencia 
al As(III) tras la eliminación de phoP o phoR probablemente reside en mecanismos 
diferentes a la oxidación del As(III). En estos experimentos, la capacidad de las bacterias 
mutantes para retener As(III) también fue mayor en comparación con la cepa silvestre. 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en estos ensayos, debido a la toxicidad 
intrínseca del As(III), la cepa de Kpo silvestre mostró un crecimiento inferior al de las 
cepas DphoP y DphoR. 
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Figura 28. Especiación de As inorgánico en pellets de células bacterianas de diferentes cepas de Lc. 
paracasei. Las células fueron cul,vadas en medio MEI que contenía 5 mg/L de As(III), los contenidos 
de As(III) y As(V) en las bacterias se cuan,ficaron y se refirieron a µg de As por gramo de masa húmeda 
(n=3). Las barras de error presentan desviaciones estándar. Los asteriscos indican diferencias 
estadís,cas en comparación con la cepa silvestre (p<0.01). 
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Discusión 
 
Con los resultados obtenidos hemos demostrado que la capacidad de captación de As(V) 
de Lp. plantarum WCFS1 puede estar asociada al transportador de Pi PstSCAB. Como se 
muestra en la Figura 20, el operón pstSCAB se encuentra ampliamente distribuido en los 
lactobacilos, lo que sugiere que este transportador podría ser un importante sistema de 
captación de Pi en este grupo bacteriano, aunque no se han realizado estudios previos 
sobre él en estos microorganismos.  
 
Aunque los transportadores Pst se han caracterizado ampliamente en otras bacterias y 
se han estudiado a fondo en organismos modelo como E. coli, también se han 
idenKficado otros transportadores de Pi, como las permeasas Pit (Atalla and Schumann, 
2003; Hsieh and Wanner, 2010). La existencia de transportadores de Pi alternaKvos y 
adicionales podría explicar los disKntos efectos de la inacKvación de pstC en la 
incorporación de As(V) en las dos cepas de Lp. plantarum uKlizadas. Por otro lado, para 
el caso de Lc. paracasei BL23, que no mostró ninguna capacidad de incorporación de 
As(V) destacable, la mutación de pstC también produjo un aumento de la resistencia al 
As(V) cuando las células se culKvaron en un medio con bajo contenido en Pi. Sin 
embargo, los efectos de las mutaciones phoP y phoU en las cepas WCFS1 y BL23 no 
Kenen una interpretación directa y pueden indicar que, en ausencia de estos 
reguladores putaKvos, los posibles cambios en la expresión de PstSCAB pueden afectar 
a la incorporación de As(V). 
 
En E. coli, las cepas que Kenen una mutación de phoU presentan una desregulación del 
transporte de Pi, lo que permite la incorporación de mayores canKdades de Pi 
(Morohoshi et al., 2002). En esta bacteria, PhoU cumple una función reguladora, 
vinculando la acKvidad de transporte a través de los componentes Pst a la 
autofosforilación de la quinasa PhoR. Este mecanismo proporciona un medio para 
detectar concentraciones externas de Pi y posteriormente regular la acKvidad de PhoP 
(Hsieh and Wanner, 2010; Gardner and McCleary, 2019). En la actualidad, se desconoce 
el papel exacto de PhoU en los lactobacilos. Mientras que PhoU está presente en algunas 
bacterias que poseen transportadores PstSCAB y ortólogos de PhoPR, está ausente en 
otras, incluidos algunos lactobacilos. También es destacable que en algunos miembros 
de las Lactobacillaceae (Lac$plan$bacillus, La$lactobacillus, Loigolactobacillus, 
Levilactobacillus, Len$lactobacillus, Liquorilactobacillus, Agrilactobacillus o 
Secundilactobacillus), un gen que codifica una proteína putaKva con ocho segmentos 
transmembrana y un dominio PDZ citoplasmáKco C-terminal (LCABL_10470 en Lc. 
paracasei BL23) se sitúa siempre aguas arriba de phoP, formando una probable 
estructura de operón con phoPR (Figura 20), por lo que la posible función de este gen 
en la red reguladora de Pho-Pst merece una invesKgación más profunda. 
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Respecto al fenoKpo inesperado de resistencia al As(III) encontrado en la cepas DphoP y 
DphoR derivadas de BL23, los resultados obtenidos en este capítulo descartaron la 
posibilidad de que la cepa BL23 DphoP estuviera incorporando menos As(III) o 
promoviendo su oxidación a As(V). De hecho, los mutantes phoP y phoR de Lc. paracasei 
acumularon más As(III) que la cepa silvestre, aunque la absorción de As(III) en Lc. 
paracasei se produce siempre a niveles muy bajos. Por lo tanto, se desconocen las 
razones de este efecto. En E. coli, el regulón Pho está bien caracterizado. Este regulón 
comprende genes encargados de la captación de Pi en condiciones de suministro 
limitado de éste, así como genes que codifican fosfatasas y los genes pst (Gardner and 
McCleary, 2019). Sin embargo, debido a la relevancia metabólica del Pi, un defecto en 
PhoP, y por tanto en el suministro de Pi celular, puede tener importantes efectos 
pleiotrópicos. Aún se desconoce cómo un defecto en phoP en la cepa BL23 aumenta la 
resistencia al As(III). Un defecto en el gen sensor quinasa que codifica phoR en Lc. 
paracasei BL23 también dio lugar a un fenoKpo de resistencia a As(III) similar al de phoP. 
Esto sugiere que la resistencia en un mutante phoR puede atribuirse a la ausencia de 
acKvación de PhoP a través de la fosforilación, debido a la falta de su quinasa a_n. Sin 
embargo, no puede excluirse la posibilidad de que la eliminación de phoR provoque una 
expresión alterada de phoP, ya que no pudimos confirmar la complementación cuando 
transformamos una cepa DphoR con un plásmido que contenía phoR.  
 
As(III) es transportado por la permeasa GlpF en E. coli (Garbinski, Rosen and Chen, 2019) 
aunque este gen no ha sido idenKficado como miembro del regulón Pho en este 
organismo. Lc. paracasei BL23 codifica dos homólogos de GlpF (LCABL_07210 and 
LCABL_08620) pero se carece de información funcional al respecto y su posible 
implicación en la captación de As(III) no se ha determinado. Se han descrito mecanismos 
para contrarrestar la toxicidad intrínseca del As(III) en varias bacterias. La resistencia al 
arsénico se basa generalmente en un mecanismo por el cual las moléculas de As(V) que 
entran en la célula (probablemente por su similitud con el Pi) son transformadas en 
As(III) por las enzimas arsenato reductasa (Ars). Posteriormente, esta especie de As, que 
es incluso más tóxica que el As(V), puede ser expulsada de las células por bombas 
específicas de detoxificación de As(III) (Rosen, 2002). Aunque estos mecanismos están 
presentes en algunos lactobacilos, por ejemplo en algunas cepas de las especies 
Limosilactobacillus fermentum y Len$lactobacillus hilgardii (Isokpehi et al., 2014; 
Gustaw et al., 2021), en el genoma de Lc. paracasei BL23 no se ha idenKficado ninguna 
bomba específica de As(III), ni genes codificantes de enzimas Ars, que pudieran 
sobreexpresarse eventualmente en un mutante phoP.  
 
También se han descrito vínculos entre As(III) y PhoPR en otras bacterias, lo que revela 
otras conexiones metabólicas entre As y el metabolismo del Pi. En Halomonas sp., el TCS 
PhoBR (equivalente a PhoPR) regula la expresión de los genes aioBA que codifican las 
oxidasas de As(III) que promueven la conversión de As(III) a As(V) dependiendo de la 
disponibilidad de Pi(Chen et al., 2015). En Agrobacterium tumefaciens también se ha 
descrito un mecanismo de detoxificación de anKmonito [Sb(III)] que promueve la 
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oxidación de Sb(III) a anKmonato [Sb(V)], mediado por la Sb(III) oxidasa AnoA, que 
muestra reacKvidad cruzada con As(III), y cuya expresión también está controlada por el 
Pi a través de PhoB (PhoP) (Li et al., 2019). Sin embargo, las mutaciones en phoB en estas 
bacterias conducen a una expresión reducida de estas oxidasas, lo que disminuye la 
conversión de As(III) y la detoxificación de Sb(III). A su vez, genes homólogos a aioBA o 
anoA no están presentes en el genoma de la cepa BL23. 
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Conclusiones 
 
En este capítulo determinamos la relación entre la captación de As(V) y el transporte de 
Pi en Lp. plantarum. Nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia del sistema 
PstSCAB en el metabolismo del Pi en los lactobacilos y apuntan a la existencia de 
transportadores alternaKvos de Pi. Al mismo Kempo, demuestran que la captación 
específica del As, y no la retención celular inespecífica, como es el caso de otros metales 
como el mercurio, desempeña un papel en la bioacumulación de As(V) por los 
lactobacilos. No obstante, los posibles efectos beneficiosos de los lactobacilos sobre la 
toxicidad del As(V) pueden depender tanto de la bioacumulación de As(V), que conduce 
a la reducción de la bioaccesibilidad en el tracto gastrointesKnal, como de mecanismos 
adicionales, como las propiedades anKinflamatorias y anKoxidantes exclusivas de 
determinadas cepas. A modo de ejemplo, experimentos recientes en modelos animales 
han demostrado que cepas como Lc. paracasei BL23, que no acumula As(III) [ni As(V)], 
reducen la mayoría de los efectos tóxicos intesKnales de la exposición al As(III) a través 
del agua potable en un modelo murino (Domene et al., 2024).  
 
También hemos demostrado que cepas de Lc. paracasei que carecen de phoP o phoR 
muestran una mayor resistencia a As(III) sin presentar una detoxificación (oxidación) 
aparente de As(III) a As(V). Este fenoKpo inesperado de resistencia en las cepas DphoP y 
DphoR de Lc. paracasei BL23, destaca la necesidad de comprender mejor los 
mecanismos de resistencia al As en lactobacilos. Este hallazgo suscita la necesidad de 
realizar una invesKgación exhausKva sobre el regulón Pho en Lb. paracasei, con el 
objeKvo de analizar los cambios a nivel transcriptómico asociados con la eliminación de 
phoP. Este enfoque nos permiKría una compresión más profunda de las alteraciones 
inducidas por la ausencia de este regulador, así como una mejor compresión de la red 
reguladora asociada a la detección de Pi a través de PhoPR en lactobacilos. Este estudio 
se abordará en el siguiente capitulo.  
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 Caracterización del regulador transcripcional PhoP 
y su relación con la resistencia a arsénico en 
Lac$caseibacillus paracasei BL23 
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El estudio y caracterización del TCS PhoPR en L. paracasei BL23 es importante en esta 
tesis, ya que como se ha mencionado previamente, es posible que en las BAL exista 
alguna relación entre el Pi y algunas de sus caracterísKcas funcionales, como es la posible 
bioabsorción de arsénico. Aunque las evidencias disponibles hasta el momento sugieren 
que el regulón Pho puede desempeñar un papel fisiológico relevante en 
Lactobacillaceae, no se dispone de información sobre los genes que están bajo el control 
de PhoPR y de la regulación de su acKvidad.  
 
En este capítulo, decidimos estudiar un fenómeno idenKficado en el Capítulo 1, por el 
cual al inacKvar el TCS PhoPR se producía un aumento de la resistencia al arsenito en Lc. 
paracasei BL23, especialmente en la cepa DphoP. Nos planteamos como objeKvo la 
caracterización del regulador transcripcional PhoP mediante un análisis transcriptómico 
comparaKvo de Lc. paracasei BL23 y de nuestro mutante deficiente en phoP, con el fin 
de intentar dar respuesta al fenoKpo de resistencia a As(III) idenKficado previamente. 
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Metodología  
 
1.Condiciones de cultivo bacteriano 

Las cepas usadas en este capítulo se enumeran en la Tabla 4. Las cepas de lactobacilos 
fueron culKvadas ruKnariamente siguiendo las mismas condiciones y los mismos medios 
de culKvo (MRS/MEI/MEI-LP) especificados en el Capítulo 1. Se usaron células de E. coli 
NZYStar (endA1 hsdR17(rkmk

+) supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F ́ proA+B+ laclq 

∆lacZM15:Tn10(TcR)]) químicamente competentes (NZYtech) como huésped para las 
clonaciones y se culKvaron en medio LB a 37 °C bajo agitación. E. coli BL21(DE3) [dcm 
ompT hsdS(rB

-,mB
-) gal λ(DE3)] se uKlizó como huésped de expresión para la purificación 

de proteínas. Cuando fue necesario, se añadió eritromicina 5 μg/ml para las bacterias 
lácKcas. Para E. coli se uKlizó ampicilina (100 μg/ml) y cloranfenicol (34 μg/ml). 

Tabla 4. Cepas de Lac0caseibacillus y plásmidos usados en este capítulo.  

Erir, resistencia a eritromicina; Ampr, resistencia a ampicilina. 

 
 
2. Clonaje, expresión y purificación de PhoP 

Los oligonucleóKdos usados en este capítulo se encuentran en la Tabla 5. A parKr de 
ADN genómico de la cepa Lc. paracasei BL23 se amplificó por PCR la región codificante 
del gen phoP con los oligonucleóKdos PhoP-F/PhoP-R (Tabla 5), uKlizando Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo). El producto de PCR se purificó con el kit PureLink™ 
Quick Gel Extrac$on and PCR Purifica$on Combo Kit (Invitrogen) y se clonó en el 
plásmido de expresión pQE80 (Qiagen) digerido con BamHI y SmaI usando el kit 
GeneArt™ Gibson Assembly EX (Invitrogen). De este modo, se obtuvo un gen que codifica 

Cepa/ plásmido  Caracterís)ca  Referencia  
Lc. paracasei BL23 Cepa silvestre (Mazé et al., 

2010) 
Lc. paracasei DC487 BL23 DphoP Capítulo 1 
Lc. paracasei DC491 BL23 phnD::pRV300; Erir Este capítulo  
Lc. paracasei DC492 BL23 DackA Este capítulo 
pRV300 Vector integra<vo; Erir Ampr   (Leloup et al., 

1997) 
pQE80 Vector para expresión de proteínas; 

Ampr 
Qiagen 

pQEphoP pQE80 expresando L. paracasei 
6×(His)PhoP 

Este capítulo 

pRVphnD pRV300 con fragmento interno 
phnD de 520 pb.  

Este capítulo 

pRVackA pRV300 con fragmentos de ackA 
para deleción.  

Este capítulo 
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una proteína con una eKqueta N-terminal 6×(His). La mezcla de ligación se transformó 
en E. coli NZYa (NZYtech) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las colonias 
transformantes se seleccionaron en placas de agar LB con ampicilina y se confirmaron 
mediante PCR de colonias con los cebadores pQE-F y pQE-R. Se seleccionaron los clones 
que producían fragmentos del tamaño esperado y se verificó la integridad de la 
secuencia phoP mediante secuenciación del ADN. Se seleccionó un plásmido (pQEphoP) 
para transformar E. coli BL21(DE3) [pLysS] para su uKlización como huésped de 
expresión. 
 
Para la expresión de la proteína PhoP, la cepa se culKvó en medio LB (0.5 l) suplementado 
con ampicilina y cloranfenicol a 37 °C con agitación (200 rpm) hasta alcanzar una DO595nm 
de 0.5. La expresión de la proteína se indujo añadiendo 0.3 mM de isopropil-b-D-1-
Kogalactopiranósido (IPTG) incubando a conKnuación a 27 °C durante 3 h. Las células se 
recogieron por centrifugación, se lavaron con un volumen de tampón A (fosfato sódico 
20 mM [pH 7,4], NaCl 500 mM, imidazol 40 mM) y se resuspendieron en 30 ml de 
tampón A suplementado con fluoruro de fenilmeKlsulfonilo (PMSF) 1 mM. La suspensión 
celular se someKó a sonicación a 200 W durante cuatro ciclos de 60 s seguidos de 60 s 
de enfriamiento con un sonicador Labsonic V (B. Braun). Los restos celulares se 
eliminaron por centrifugación a 12.000 × g durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se 
filtró a través de una membrana Filtropur S (Sarstedt) de 0.45 μm de tamaño de poro. El 
extracto filtrado se cargó directamente en una columna HisTrap FF (GE Healthcare Life 
Sciences) equilibrada con tampón A y acoplada a un sistema Äktaprime FPLC (CyKva). 
Tras el paso de la muestra, la columna se lavó con 10 ml de tampón A y la proteína se 
eluyó con un gradiente de imidazol (40 mM a 2 M) en tampón A. Las fracciones se 
analizaron por SDS-PAGE y las que contenían la proteína purificada se agruparon y se 
realizó un cambio de tampón (Tris-HCl 50 mM pH 7.4; NaCl 100 mM; glicerol 10%) con 
un disposiKvo de filtración centrífuga Amicon Ultra-15 10K (Millipore). La proteína se 
almacenó a -80 °C hasta su uKlización. 
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Tabla 5. Oligonucleó,dos usados en este capítulo.  

Oligonucleó<do  Secuencia* Uso 
PhoP-F GGATCGCATCACCATCACCATCACGTGAAGAAGAT

CTTGATTGTTGATG clonaje phoP PhoP-R ATTAAGCTTGGCTGCAGGTCGACCCTTATTCATGGG
GTGCCTCC 

PhnDc-F ATATCGAATTCCTGCAGCCCAGTCGATGTTGGGTTC
TTAC Inac,vación de 

phnD PhnDc-R CTAGAACTAGTGGATCCCCCAAGCCTTGCTAAGCTT
TTTG 

PhnD-chk AGTAAGAGTAGTTCTAGCAG Verificación de la 
inac,vación de 
phnD  

pQE-F ATAGATTCAATTGTGAGCGG Secuenciación de 
construcciones en 
pQE-80 

pQE-R TTCTGAACAAATCCAGATGG 

pRV300-F GTTTTCCCAGTCACGAC Secuenciación 
insertos pRV300  pRV300-R CAGGAAACAGCTATGAC 

AckA-F GATTCGCCGAAAACCAAGA Ensayos EMSA  AckA-R GAACTGCCTGCGTTGAC 
GlnA-F TGCCAAATTAGTGACGCTAT Ensayos EMSA  GlnA-R GGTTAAAAAACACCGTTACATATG 
PhnD-F AAAAGCAGGCCGTTTGTG Ensayos EMSA  PhnD-R CGAACAAGTCACTTGAACATTC 
PoxL-F CGACGACACCATAACAGTC Ensayos EMSA  PoxL-R TTGATCCATGATCCTGATCATC 
PstS-F GATGAAAAACTGCAGCCATC Ensayos EMSA  PstS-R ACACGAAATCCTCCATTTCA 
AckAd1-F GAATTCCTGCAGCCCGATTTTGCTAACGGGGATG 

Eliminación de ackA AckAd1-R TGAACCTCAGCTCACTTCAGGGTTGAACTGC 
AckAd2-F AACCCTGAAGTGAGCTGAGGTTCAGCTGGC 
AckAd2-R ACTAGTGGATCCCCCCTTCACAACGCGGTTAACg 
PstAq-F TTGGAAGATCAACTCGGAAG RT-qPCR 
PstAq-R CGAGATTAAACAGCAGAACG  
PstB2q-F CGCAGATCGAAAATATGCTG RT-qPCR 
PstB2q-R AAGCCGTTTTATCGGAAATC  
PstCq-F GTCATCGTGCCTTTTATTCG RT-qPCR 
PstCq-R CAGTGGGTAAAATCATGACG  
PstSq-F AGCCAAAAGGACTCACTAAG RT-qPCR 
PstSq-R CTTTCATTTGTGTCATCGGG  
PhoUq-F CTATCTTGAACGAATTGGCG RT-qPCR 
PhoUq-R AGCATTTGAGTTCAATTCGG  

* Subrayadas, se indican las colas añadidas a los cebadores para su ligación mediante ensamblaje Gibson 
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3. Experimentos de expresión génica 

Lc. paracasei BL23 y su cepa derivada ΔphoP se culKvaron en medio MEI o MEI-LP hasta 
alcanzar DO595nm de 0.3 y 0.6. Se lavaron las células con 50 mM EDTA pH 8 y se extrajo el 
ARN total con TRIzol siguiendo las instrucciones del proveedor (Life Technologies). Las 
muestras de ARN se trataron con el kit TURBO DNA-free™ (Invitrogen) siguiendo el 
tratamiento ruKnario con DNasa I indicado por el proveedor para eliminar el ADN 
contaminante, y se analizó su integridad con un bioanalizador 2100 (Agilent 
Technologies). Se descartaron las muestras con relaciones 23S/16S inferiores a 0.85. La 
síntesis de cDNA se realizó a parKr de 1 µg de RNA uKlizando SuperScript VILO-cDNA 
synthesis kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La qPCR en Kempo 
real se realizó uKlizando un sistema de PCR en Kempo real LightCycler®480 (Roche 
DiagnosKcs, EE.UU.) con la mezcla maestra NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) 
(NZYtech) con los pares de oligonucleoKdos dirigidos a los genes pstA, pstB2, pstC, pstS 
y phoU (tabla 5). Los cebadores se diseñaron uKlizando Pimer-BLAST 
(h�ps://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para generar amplicones de un 
tamaño comprendido entre 100 y 150 pb. Se uKlizaron como referencia los genes 
housekeeping fusA, ileS, mutL y recA (Landete et al., 2010). Las condiciones de 
amplificación fueron las siguientes: 95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos con tres 
pasos: desnaturalización a 94 °C durante 10 s, anillado a 55 °C durante 10 s y extensión 
a 65 °C durante 10 s. Para cada conjunto de cebadores, los valores umbral de ciclo (punto 
de cruce [CP]) se determinaron mediante el método automaKzado implementado en el 
sotware Lightcycler 480 1.5 (Roche). La expresión relaKva basada en la relación de 
expresión entre los genes diana y los genes de referencia se calculó uKlizando la 
herramienta de sotware REST (rela$ve expression sokware tool) (Pfaffl et al., 2002). Se 
determinaron la linealidad y la eficacia de amplificación de cada par de oligonucleoKdos. 
Se analizaron al menos seis réplicas de cada muestra.  
 
Para los análisis transcriptómicos, se uKlizaron tres muestras de ARN de cada cepa 
culKvada en MEI-LP hasta una DO595nm de 0.6 procedentes de culKvos independientes. 
La depleción del ARN ribosómico, construcción de bibliotecas, secuenciación y análisis 
diferencial se llevaron a cabo en la Unidad de Genómica del Servei Central de Suport a 
la InvesKgació Experimental (SCSIE) de la Universitat de València. La construcción de las 
bibliotecas se llevó a cabo con 250 ng de ARNm usando el Illumina stranded total RNA 
library prepara$on with Ribo-Zero Plus kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
secuenciación se llevó a cabo en una plataforma NextSeq 500. A las lecturas brutas 
obtenidas se les eliminó el adaptador, se recortaron y filtraron (reteniendo sólo aquellas 
con más de 60 pb) con Fastp v0.21 (Chen et al., 2018) FastQC v0.11.5(Chen et al., 2018)  
El alineamiento y cuanKficación de las lecturas se llevaron a cabo con STAR ver. 2.7.9a 
(Dobin et al., 2013)y Htseq v2.03 (Anders, Pyl and Huber, 2015)uKlizando como 
referencia el genoma de Lc. paracasei BL23 (Nº acceso NC_010999.1). La calidad del 
alineamiento de las lecturas se evaluó con Qualimap (Okonechnikov, Conesa and García-
Alcalde, 2016) el análisis diferencial se llevó a cabo con DESeq2 (Love, Huber and Anders, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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2014). El análisis de enriquecimiento (GSEA) (Subramanian et al., 2005) se llevó a cabo 
uKlizando las herramientas disponibles en OmicBox sotware (BioBam).  
 
Los archivos que conKenen las lecturas mapeadas de los experimentos de RNAseq se 
han depositado en la base de datos del NCBI (biosamples SAMN42836912 a 
SAMN42836917) y están disponibles en el Bioproject PRJNA1141229. 
 
4. Identificación de sitios putativos de unión a PhoP 

La secuencia Pho idenKficada en B. sub$lis (Eder et al., 1999; Qi et al., 1997) se uKlizó 
para buscar secuencias similares en bacterias estrechamente relacionadas. Se 
seleccionó un conjunto de catorce secuencias no idénKcas (Tabla 6) y se uKlizó para 
determinar un moKvo conservado con el programa GLAM2 (Frith et al., 2008) 
implementado en la suite MEME ver. 5.5.5. Este moKvo se uKlizó para rastrear con 
GLAM2Scan una base de datos de secuencias intergénicas de todos los genes de la 
secuencia genómica de la cepa BL23 (Acc. Nº ASM2648v1) en busca de posibles siKos de 
unión a Pho. El procedimiento se repiKó uKlizando tres secuencias de Lc. paracasei BL23 
que fueron reconocidas por PhoP (véase la sección Resultados) para buscar otros 
posibles siKos de unión a PhoP. 
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Tabla 6. Secuencias u,lizadas para rastrear si,os PHO en Lc. paracasei BL23 con GLAM2. 

Especie Acc. Nº Coordenadas Secuencia 
Bacillus 
amyloliquefaciens 

CP054415.1 2470105-
2470067 

TTTACAAAACCTTAACATTTGATTTATACGCATTTTACA 

Bacillus 
atrophaeus 

CP150480.1 2596982-
2596944 

TTTACAAAACCTTTACATTCGTTTAAAACGCTTTTTACA 

Bacillus 
atrophaeus BA59 

CP024051.1 1893159-
1893197 

TTTACAAAACCTTTACATTCGTTTAAAACGCTTTTCACA 

Bacillus cabrialesii CP096889.1 2498849-
2498811 

TTTACAAAACCTTAACATTTGATTCAAACCCTTTTTACA 

Bacillus 
halotolerans 

CP054584.1 2634078-
2634040 

TTTACAAAACCTTAACATTCGATTTAAACCTATTTTACA 

Bacillus siamensis CP025001.1 1714294-
1714332 

TTTACAAAACCTTAACATTCGATTTATACGCATTTTACA 

Bacillus spizizenii CP034943.1 2456191-
2456153 

TTTACAAAACCTTAACATTCGATTCAAACCCTTTTTACA 

Bacillus sub0lis CP136402.1 2583118-
2583080 

TTTACAAAACCTTAACATTCGGTTCAAACCCTTTTTACA 

Bacillus 
vallismor0s 

CP033052.1 2551165-
2551127 

TTTACAAAACCTTAACATTCAATACAAACCCTTTTTACA 

Bacillus sp. 
BPAMC26568 

CP060137.1 1380677-
1380715 

TTTACAAAACCTTAACATTCGATTAAAACCATGTTTACA 

Bacillus sp. BY1 CP030028.1 3483853-
3483815 

TTTACAAAACCTTTACAATCGATTAAAACCCCTTTAACA 

Cytobacillus 
spongiae 

CP089997.1 2867068-
2867032 

TTTACAAAAGCTTTACATTCGATTAAAACCAAGTTAATA 

Metabacillus 
dongyingensis 

CP082944.1 3567138-
3567100 

TTTACAAAACCTTAACATTCGATTAAAACCATGTTAACA 

Metabacillus sp. 
McB07 

CP069296.1 2807459-
2807421 

TTTACAAAACCTTAACATTTGATTAAAACCATGTTAACA 

 
5. Inactivación de los genes phnD y ackA 

Se amplificó un fragmento interno de 520 pb del gen phnD con ADN polimerasa NZYTaq 
II (NZYtech) a parKr de ADN cromosómico de Lc. paracasei BL23 con los oligonucleoKdos 
PhnDc-F y PhnDc-R (Tabla 5). El producto de la PCR se purificó como se ha indicado 
anteriormente y se clonó en pRV300 digerido con SmaI mediante el kit GeneArt™ Gibson 
Assembly EX (Invitrogen). Para inacKvar el gen ackA, se eliminó una sección de 18 pb 
que abarcaba las bases 48 a 65 de la secuencia codificante del gen. Esta eliminación 
genera un codón de parada que provoca la terminación prematura de la traducción. Para 
ello, se amplificaron dos regiones flanqueantes [AckAd1-F/AckAd1-R (857 pb) y AckAd2-
F/AckAd2-R (865 pb), respecKvamente] y se clonaron en pRV300 digerido con SmaI con 
el kit GeneArt™ Gibson Assembly EX (Invitrogen). Las mezclas de ligación se 
transformaron en E. coli NZYa (NZYtech) siguiendo las instrucciones del proveedor. Los 
transformantes se seleccionaron en placas de agar LB suplementadas con ampicilina, X-
Gal (50 µg/ml) e IPTG. Las colonias blancas se comprobaron mediante PCR de colonias 
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con los oligonucleóKdos pRV300-F/pRV300-R. Se seleccionaron los clones que producían 
fragmentos de los tamaños esperados y se verificó la integridad de las secuencias de 
inserción mediante secuenciación del ADN. Se seleccionó un clon para cada plásmido 
resultante (pRVphnD y pRVackA, respecKvamente) y se uKlizó para transformar Lc. 
paracasei BL23. La cepa se electroporó con un aparato Gene Pulser (Bio-Rad) como se 
describió anteriormente (Posno et al., 1991).  
 
Para los transformantes phnD, la integración del plásmido en el locus correcto se 
comprobó mediante PCR con un oligonucleóKdo que hibridaba en el gen diana fuera del 
fragmento clonado y un oligonucleóKdo que hibridaba en el plásmido pRV300 (PhnD-
chk/pRV300-R). Los transformantes se aislaron en placas de MRS con 5 µg/ml de 
eritromicina incubadas a 37 °C. El uso de pRVphnD permiKó obtener mutantes de 
disrupción de phnD por integración mediante cruzamiento simple. Un integrante 
obtenido con pRVackA se culKvó durante aproximadamente 200 generaciones en 
ausencia de anKbióKco. Clones que habían sufrido una segunda recombinación, que 
condujo a la pérdida del plásmido, fueron seleccionados por ser sensibles a eritromicina 
mediante réplica en placas de MRS con y sin eritromicina. Entre los clones sensibles a la 
eritromicina obtenidos de cada construcción, se comprobó la presencia de la eliminación 
deseada mediante PCR y se confirmó mediante secuenciación. 
 
6. Ensayos de crecimiento en diferentes concentraciones de fosfato y 
toxicidad frente al As(III) 

Se realizaron curvas de crecimiento en medio MEI con diferentes concentraciones de 
As(III) de las cepas mutantes en los genes phoP, phnD y ackA, siguiendo la metodología 
del capitulo 1, y se compararon con la cepa silvestre Lc. paracasei BL23. Igualmente se 
realizaron curvas de crecimiento en medio MEI y MEI-LP sin As(III) de la cepa silvestre y 
las mutantes en los genes phoP y phnD. Se monitorizó el crecimiento de las bacterias a 
lo largo del Kempo con medidas espectrofotométricas cada 20 minutos a DO595nm. Se 
hicieron 3 réplicas de las curvas de crecimiento por cada condición ensayada. 
 
7. Fosforilación de PhoP 

10 µg de 6×(His)PhoP se incubaron en 20 µl de Tris-HCl 50 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, 
MgCl2 100 mM con o sin aceKlfosfato (aceKl-P) 20 mM a 37 °C durante 30 min. Tras este 
periodo de incubación, las muestras se mezclaron con tampón de carga de proteínas 
(0.25 % azul de bromofenol, 0.25% xileno cianol, 30% glicerol) y se analizaron en geles 
SDS-PAGE al 8% que contenían 10 µM de reacKvo Phos-tag (Fujifilm Wako Chemicals) y 
20 µM de MnCl2. La electroforesis se desarrolló a voltaje constante de 100 V y los geles 
se Kñeron con una solución de azul de Coomassie. 
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8. Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA)  

Se amplificaron por PCR diferentes fragmentos de ADN que abarcaban las regiones 
promotoras putaKvas de los genes seleccionados (Tabla 5; Figura 29). Las reacciones de 
unión se llevaron a cabo en 15 µl de tampón de unión (2.5 mM Tris-HCl [pH 7.5], 100 
mM NaCl, 25 mM MgCl2, 0.25 mM EDTA, 0.25 mM diKotreitol, 15% glicerol) que contenía 
1 μg de ADN de esperma de salmón, 50 ng del ADN diana y canKdades variables de 
6×(His)PhoP (0-7.2 μM de concentración final). Se añadió aceKl-P 20 mM para 
comprobar el efecto de la fosforilación en la acKvidad de unión al ADN de PhoP. Tras 30 
min a 37 °C, los complejos proteína-ADN se resolvieron por electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 6% en tampón Tris-acetato-EDTA (TAE) a 100 V y se Kñeron con 
RedSafe™ (iNtRON Biotechnology). 
 
 

 
Figura 29. Regiones intergénicas en 5' de los genes seleccionados para los ensayos de EMSA. Las 
secuencias de los cebadores u,lizados para la amplificación de fragmentos para los ensayos se marcan 
en amarillo. Los posibles si,os PHO están indicados en rojo. 

TGTGGGTGAGGGCCCGCACAGAGGATGAAAAACTGCAGCCATCATGCCTTTACACAATCTTTACATTCAATGACAT 
GAACATTTACATGTAACTGATAAAATAATTGGAGCTTGAAATGGAGGATTTCGTGTGAAAAAAATTGTGACCCTGT 
TGAGCCTG 
Región intergénica en 5' del gen pstS. El codón de iniciación de pstS y el codón de parada de phoR se 
señalan en negrita. 
 
TAATGCTTGACAGCTAATAAGATGATGAACAGGACCGTCCCTCGACGGTCCCTTTTTTTGATCCATGATCCTGATC 
ATCATTAAGTTAATTTGTGAAAAAGGTTTACCAAGCATGTTATGGCGTGGTGATGCTGTATTAGTTCACTTGTTTG 
ACTGTTATGGTGTCGTCGCTTGCTAGTTTAAGCGTTTTATACGCTAAGGTCGCAATTTGGGCGTTAAGGTTGCTTA 
AACCAGATGAAAGGGCTTGCATTGTTATCAATAAATTGTTATACTCGTAATCGTAAAGAACTTACAAAATGTAAGT 
AATAATATTGGAGGCAAGTGTCATG 
Región intergénica en 5' del gen poxL. El codón de iniciación de poxL y el codón de parada de muaS se 
señalan en negrita. Los posibles sitios PHO se encuentran en orientación opuesta. Subrayado, se 
 señala un posible terminador Rho-independiente. 
 
TAAGGATGTTACGATTAGCTCGAATAACAGAACAAGCACCTGATCAGCTCAAAAATTCTTTGAGATTGGTCGGGTG 
CTTGTTTTATTTCGATGAAGGCCTTGGTGCTTCATGATTGTCGATAGTTTTTCGGGACAAGGACATGGTAGCTGCT 
GTAAAACCTGCCAAATTAGTGACGCTATTTGCAAATTCCCCCGCGACAATTTTTAGACAATCTTTCCTTTTATTTA 
AAATCATGTAACATTAGGGCCGAACGATACATATGTAACGGTGTTTTTTAACCGGGTGTATCTGAATAATTGGCGA 
GGGCATTCTAAGAGGAGGAAATCAACATG 
Región intergénica en 5' del gen glnA. El codón de iniciación de glnA y el codón de parada de puuD se 
señalan en negrita. 
 
TAATATTGTTTTCCAAACAGAATAAAAAAGTAATAGCAGTGCAGTTAATCTAATGAATTTTATATAATTTACGTTA 
TTTTTTGTCACGATCCGGGCACCGAAATTTTCAAAAAATCAGAAATGTTGTATCGGGTTAACCTCAGTATCGTTCT 
GCACCAGACTAAATCCAAGTATAACGGTCATCAAAAAGCAGGCCGTTTGTGTAAAAGCCGAACGAAATGTATAAAA 
TGTAAAATTATTGTAAAGTTATTGATTCAGATATTATAAAAAAGTATGATTTGAATGTTCAAGTGACTTGTTCGTC 
TCAGTTCACTCTTTTGCGTCGCCGAGACAAGCAAGGTTCTGCTTACAAATGATTGATTCTACTTTTATGGAGGAAA 
ACTGATG 
Región intergénica en 5' del gen phnD. El codón de iniciación de phnD y el codón de parada de eno2 se 
señalan en negrita. Los posibles sitios PHO se encuentran en orientación opuesta. 
 
GGCATGCGCAACACCCTGACCCCGATTCGCCGAAAACCAAGAAAAAGTCATGATGCTGTGCGATTACGTGTGCGGC 
AATCCGACTACCCGTTTAGAGGAGGAAAAAAACAATGGCAAAAATTCTCGCAGTCAACGCAGGCAGTTCAACCCTG 
AAGTGGAAGCTTTTTGATATGCCAGCTGAGGTTCAGCTGGCAGAAGGTTTGGTTGATCGGTTGGGACAGCCGCAAT 
CAAAAGTTAAAATTAAGTATGGTGATGGGCAGAAATATGAAAGCGATACGCCAATTGCTAACTATCAAGAAG 
Región intergénica en 5' del gen ackA. El codón de iniciación de ackA y el codón de parada de cshA2 se 
señalan en negrita. Subrayada, se señala una posible horquilla reguladora. 
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Resultados  
 
1.Expresión de los genes pstSCAB1B2-phoU en Lc. paracasei en 
condiciones de alto y bajo fosfato 

Para conocer mejor la regulación del grupo de genes pst por Pi y el papel del TCS PhoPR 
en Lc. paracasei BL23, se determinó la abundancia relaKva de transcritos del gen pst en 
la cepa silvestre y en nuestro mutante carente del regulador de respuesta PhoP (DphoP), 
obtenido en el Capítulo 1. Para ello, se analizaron por RT-qPCR muestras obtenidas de 
células culKvadas hasta la fase exponencial temprana o media en medios con alto o bajo 
contenido en Pi (medios MEI y MEI-LP, respecKvamente; Figura 30). Los datos obtenidos 
revelaron una ligera regulación a la baja de los transcritos pst, especialmente en medio 
MEI, en la fase exponencial temprana (Figura 30a). Por el contrario, a mitad de la fase 
exponencial, los genes pst aumentaron en MEI-LP en la cepa ΔphoP, mientras que no se 
observaron diferencias en MEI. Por otro lado, la comparación de la expresión en MEI o 
MEI-LP de cada cepa mostró un ligero aumento de la expresión de los genes pst en la 
cepa silvestre y una fuerte inducción en la cepa ΔphoP (Figura 30b). Estos resultados 
sugieren que PhoP regula la expresión de los genes pst en respuesta a la disponibilidad 
de Pi, de forma dependiente de la fase de crecimiento. Al ser Lc. paracasei una bacteria 
con altos requerimientos nutricionales para su culKvo, las canKdades de Pi aún 
presentes en el medio complejo MEI-LP pueden explicar las escasas diferencias 
observadas entre los medios MEI y MEI-LP. 
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Figura 30. Análisis de la expresión de genes pst en Lc. paracasei BL23 y en la cepa DphoP. Expresión 
rela,va [log2 (fold-change)] (a). Niveles rela,vos de transcripción de genes pst en Lc. paracasei BL23 
en comparación con su mutante derivado DphoP en medios MEI o MEI-LP en fase exponencial 
temprana (DO595nm 0.3) o media (DO595nm 0.6); (b). Expresión de genes pst en cepas Lc. paracasei BL23 
o DphoP en medio MEI comparado con MEI-LP en la fase exponencial media (DO595nm 0.6). *p<0.05; 
**p<0.01. 
 
 
2. Análisis del transcriptoma de Lc. paracasei y su mutante derivado 
DphoP 

Los niveles de transcripción en Lc. paracasei BL23 y su cepa derivada DphoP se esKmaron 
en las células culKvadas hasta la mitad de la fase exponencial en medio MEI-LP, ya que 
en esta condición fue donde se observó previamente una mayor diferencia en la 
expresión de genes pst entre las dos cepas. Se obtuvieron aproximadamente 20 millones 
de lecturas brutas mapeadas por muestra (Figura 31) con una mediana de lecturas por 
gen variando entre 1251 y 1562 (Tabla 7). El análisis de la densidad de lecturas mostró 



Capítulo 2. Resultados 

 80 

una distribución muy similar para cada grupo de muestra, corroborando así la robustez 
de los datos obtenidos (Figura 32). Además, el análisis de componentes principales (ACP) 
muestra una clara separación de las muestras pertenecientes a cada cepa, con el primer 
componente explicando el 94.55% de la varianza total (Figura 33). 
 
 

 
 

Figura 31. Número de lecturas brutas mapeadas por muestra. 

 

 

Tabla 7. Resumen de las lecturas brutas por muestra. 

Muestra Mínimo Mediana Media Máximo 
BL23 A 0 1437 6165 482076 
BL23 B 0 1562 6783 540155 
BL23 C 0 1332 5894 507533 
PhoP A 0 1445 7444 757543 
PhoP B 0 1374 7081 656922 
PhoP C 0 1251 6383 693449 

 
 

BL23
DphoP
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Figura 32. Distribución de la densidad de lecturas para cada muestra. 

 
 

 
 

Figura 33. Representación de los primeros dos componentes del ACP. Se indican los porcentajes de 
varianza asociados a cada eje. 

 

BL23
DphoP
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Un número notable de genes mostraron diferencias significaKvas en estas condiciones, 
lo que indica un fuerte efecto pleiotrópico de PhoP en la expresión génica (Figura 34). 
Aproximadamente el 57.5% de los genes anotados mostraron cambios estadísKcamente 
significaKvos en su transcripción (NCBI/biosamples SAMN42836912 a SAMN42836917), 
incluyendo tanto genes regulados al alza (968) como a la baja (868) cuando se comparó 
la cepa DphoP con la cepa silvestre. Sin embargo, aunque significaKvos, estos cambios 
fueron generalmente pequeños: de 1.1 a 4.1 veces para los genes regulados al alza y de 
1.1 a 10.6 veces para los genes regulados a la baja. Así, los genes con cambios en su 
expresión superiores a 2 veces fueron sólo 92 con mayor expresión en DphoP y 22 y con 
menor expresión, respecKvamente (Figura 35 y Anexo 1). 
 

 
 
Figura 34. Análisis transcripcional de Lc. paracasei DphoP frente a la cepa silvestre. Volcano plot que 
muestra los genes expresados diferencialmente en rojo. Se indican las posiciones del operón phnDCEB, 
de los genes ackA y phoP. El marco de lectura abierto del gen phoP no se eliminó por completo en la 
cepa DC487 (DphoP), lo que explica la presencia de lecturas que le corresponden en los experimentos 
de RNAseq. 
 
 
 
 
 
 

phoP 

phnDCEB 

ackA 
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Figura 35. Heat map (Z-score) de los genes diferencialmente expresados en el mutante DphoP de Lc. 
paracasei BL23 con cambios superiores a dos veces. 
 
 
Un análisis de las categorías funcionales de los genes afectados por la mutación phoP 
reveló que, mientras que el metabolismo de los ribonucleóKdos, la biogénesis de la 
pared celular, el transporte y la expresión de pepKdasas estaban regulados al alza, 
categorías como la organización de la pared celular, la morfogénesis y la biosíntesis 
pepGdica estaban reguladas a la baja (Figura 36). Entre los genes específicos regulados 
al alza, aquellos con mayor expresión en el mutante phoP estaban notablemente 
enriquecidos en genes que codifican proteínas fágicas de profagos presentes en el 
genoma BL23 (por ejemplo, LCABL_09800 a LCABL_10010 o LCABL_11090 a 
LCABL_11270). Además, los grupos de genes que codifican transportadores de 
oligopépKdos y pepKdasas (por ejemplo, los de LCABL_22420 a LCABL_22460, 
LCABL_21440 a LCABL_21470, y LCABL_03060 a LCABL_03070) también fueron 
regulados al alza, mostrando cambios de entre 2.4 y 4 veces. 
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Figura 36. Análisis de enriquecimiento GSEA (Gene Set Enrichment score Analysis) de diferentes 
categorías funcionales de genes tras la eliminación de phoP en Lc. paracasei BL23. Lolliplot del análisis 
GSEA mostrando el grado de enriquecimiento (up y down) como NES (Normalized Enrichment Score) 
de diferentes términos GO. 
 
Los genes con la regulación a la baja más considerable en ausencia de PhoP incluyeron 
el operón phnDCEB; (LCABL_26140 a LCABL_26170 (Figura 34) que codifica un 
transportador putaKvo de fosfonato, regulado a la baja hasta 10.6 veces, ackA 
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[LCABL_01600; acetato quinasa; 7.4 veces (Figura 34)] y LCABL_16090 (5 veces; Anexo 
1), anotado como una hemolisina. Este úlKmo gen se había encontrado previamente 
fuertemente inducido en células de Lc. paracasei BL23 someKdas a estrés por la 
presencia de sales biliares (Alcántara and Zúñiga, 2012). Otros genes regulados a la baja 
fueron genes implicados en la síntesis de arginina (argG, LCABL_30160, 2.5 veces; argH, 
LCABL_30170, 3.3 veces; Anexo 1), si bien debe adverKrse que Lc. paracasei BL23 carece 
de una ruta completa de biosíntesis de arginina. 
 
Los datos del transcriptoma corroboraron los resultados anteriores de la qPCR, 
mostrando sólo una ligera regulación al alza de los genes pst en la cepa ΔphoP (por 
ejemplo, pstS, 1.8 veces; pstC, 1.5 veces; pstA, 1.3 veces; pstB1, 1.3 veces; pstB2, 1.3 
veces; phoU, 1.2 veces). Un ortólogo huérfano de pstS (LCABL_15130), no agrupado con 
otros genes que codifican componentes de un transportador ABC, fue regulado a la baja 
en 2.2 veces. 
 
4. Análisis de la unión de PhoP a regiones promotoras de genes 
expresados diferencialmente en una cepa DphoP 

Se realizó una búsqueda de posibles siKos de unión a PhoP en las regiones promotoras 
de los genes de Lc. paracasei BL23 uKlizando un moKvo conservado idenKficado 
mediante GLAM2 (Figura 37) a parKr de las cajas PHO idenKficadas en Bacillus sub$lis y 
especies próximas (Tabla 6), puesto que es la especie más próxima de la que se dispone 
de evidencia experimental de siKos PHO. 
  

 
Figura 37. Mejor mo,vo conservado iden,ficado con GLAM2 a par,r de las secuencias listadas en la 
Tabla 6. 

 
La búsqueda reveló varias coincidencias en genes diferencialmente expresados en la 
cepa DphoP (Tabla 8), entre ellos pstS (LCABL_10500; 1.8 veces regulado en la cepa 
DphoP), el primer gen del clúster pstSCAB1B2, como el candidato con la puntuación más 
alta, seguido de glnA (LCABL_18680, que codifica una Gln sintasa putaKva) y poxL 
(LCABL_20020, piruvato oxidasa). El gene glnA fue regulado a la baja (0.83 veces), 
mientras que poxL fue regulado al alza (1.475 veces) en la cepa DphoP. También se 
encontraron cajas PHO putaKvas con baja puntuación aguas arriba de phnD, en el que la 
eliminación de phoP causó un efecto de regulación a la baja de 9.5 veces. Sin embargo, 
no se pudieron idenKficar cajas PHO en el gen ackA ni en otros genes/operones que 
también mostraron cambios relevantes en la transcripción (de 2.5 a 5 veces). Las cajas 
PHO idenKficadas en pstS consisGan en cuatro repeKciones del consenso (T/A)T(T/G)ACA 
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separadas por 4-6 pb. Estas cuatro cajas presentaban algunas desviaciones de este 
consenso en los promotores glnA, poxL y phnD y estaban orientadas en dirección 
opuesta a la transcripción en este úlKmo gen (Tabla 8; Figura 29). 
 

Tabla 8. Secuencias iden,ficadas con GLAM2Scan u,lizando el mo,vo derivado de cajas PHO presentes 
en Bacillus. 

Locus tag Gen Secuencia* 
Orienta-

ción 
** 

Valor 
Cambio 

expresión*
** 

LCABL_105
00 

pstS TTTACACAATCTTTACATTCAATGACAT
GAACATTTACA 

+(44) 18.9 1.752 

LCABL_050
60 

glnA TTTAGACAATCTTTCCTTTTATTTAAAA
TCAT.GTAACA 

+(90) 15.4 0.830 

LCABL_157
10 

fruR TTCAGAAAAACATGTCATTTGATTATAC
GCGATGTTTATA 

+ 8.74  

LCABL_157
20 

obgE TTCAGAAAAACATGTCATTTGATTATAC
GCGATGTTTATA 

- 8.74  

LCABL_200
20 

poxL ATCACCACGCCATAACATGCTTGGTAA
ACCTTTTTCACA 

-(197) 7.09 1.475 

LCABL_304
70 

 TTCACCAAATGCCTAAAATTGGGTTAA
ACTGAATTTAACC 

+ 6.06  

LCABL_304
70 

 TTCACCAAATGCCTAAAATTGGGTTAA
ACTGAATTTAACC 

- 6.06  

LCABL_132
60 

 TTGACAAAGCTTTAACCAACATTCAAA
AGGATATTAATT 

+ 6.04 1.456 

LCABL_118
30 

glmS TTTATCAAAAATTTAAACTTTATTTTAAC
CGAGTTGTCA 

+ 5.68 1.148 

LCABL_221
60 

 ATCAAAAAAACAGCTGATTTGCTTTAA
ACGAATTTACCA 

- 4.10 0.689 

LCABL_103
10 

ymfH ATGACAACCGATTATGGTTCGATTGATA
CGCAATTTGCA 

+ 4.05 1.113 

LCABL_171
20 

rexB TTCACAAAACCA.AATTTTTTATTTAGTC
CCTAATCATA 

+ 3.63  

LCABL_292
40 

 TCTGAAACATCGTTACCTTCAAAT.AAA
CCAATTTCACC 

- 3.34  

LCABL_286
10 

kduI TTTTCAAAAAGAACACAAGCCACTAAA
ACAAATTTTTTA 

- 3.02 0.816 

LCABL_261
40 

phnD TTTATAATATCTGAATCAATAACTTTAC
AATAATTTTACA 

-(117) 3.00 0.107 

* Los posibles si,os de unión de PhoP se indican subrayados y en negrita en las secuencias 
correspondientes a fragmentos u,lizados en los ensayos EMSA. 
** La distancia al si,o de inicio de la traducción se muestra entre paréntesis en los genes pstS, glnA, 
poxL y phnD. 
*** Sólo se incluyen valores de cambio de expresión estadís,camente significa,vos. 
 
Posteriormente, seleccionamos fragmentos correspondientes a las regiones promotoras 
de pstS, glnA, poxL, phnD y ackA y evaluamos su interacción con PhoP. Para ello, este 
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regulador se purificó como una proteína marcada con 6×(His) tras su sobreexpresión en 
E. coli. Se llevaron a cabo ensayos de fosforilación in vitro de PhoP uKlizando aceKl-P 
como fosfodonador, mostrando que la proteína podía formar un derivado fosforilado y 
termolábil cuando se incubaba con aceKl-P (Figura 38a). Esto evidenciaba una 
transferencia de fosfato, muy probablemente a nivel del residuo regulador fosforilable 
Asp-52. En los ensayos EMSA (Figura 38b), pudimos ver que PhoP se unió a la región 
promotora del clúster pst, aguas arriba de pstS, y que la unión se veía reforzada por la 
fosforilación de PhoP mediada por aceKl-P. PhoP∼P también mostró una interacción 
similar con el promotor de phnD. La unión de PhoP~P al promotor de glnA requirió unas 
diez veces más PhoP en comparación con pstS o phnD, lo que indica una interacción más 
débil, mientras que no se detectó ninguna unión entre PhoP∼P y las regiones poxL o 
ackA.  
 

 
 
Figura 38. PhoP fosforilada se une a las regiones promotoras de algunos genes regulados por PhoP. (a) Fosforilación in vitro 
de 6×(His)PhoP por aceAl-P (20 mM). Las muestras de proteína se incubaron con aceAl-P y se resolvieron en geles de 
poliacrilamida Phos-tag. Algunas muestras se calentaron a 95 °C antes de cargarlas, lo que defosforila el enlace termolábil 
Asp~P. Mw, peso molecular (NZYColour Molecular Weight Marker II). (b) Ensayos EMSA de fragmentos promotores de pstS, 
phnD, poxL, glnA y ackA con PhoP. Las muestras se incubaron con o sin aceAl-P antes de cargarlas en geles de poliacrilamida 
en tampón TAE. Los números indican la concentración de 6×(His)PhoP en µM. "c" indica la posición del ADN compeAdor 
uAlizado en los ensayos (ADN de esperma de salmón). 
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El rastreo de otros siKos de unión de PhoP uKlizando un moKvo conservado derivado de 
los siKos putaKvos encontrados en pstS, glnA y phnD (Figura 39) no recuperó ninguno 
de los genes idenKficados anteriormente con las secuencias de Bacillus, con la excepción 
de los tres uKlizados para construir el moKvo (Tabla 9 y véase también Tabla 8). Este 
resultado sugiere que la similitud de secuencia puede no ser suficiente para idenKficar 
siKos de unión de PhoP en Lc. paracasei BL23. Estos siKos adicionales no han sido 
invesKgados en este trabajo. 
 
 
 

          
 
Figura 39. Mo,vo conservado iden,ficado con GLAM2 a par,r de las regiones intergénicas aguas arriba 
de los genes de Lc. paracasei BL23 genes pstS, glnA y phnD (véase Figura 29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo 2. Resultados 

 89 

 

Tabla 9. Secuencias iden,ficadas con GLAM2Scan usando el mo,vo derivado de las regiones 
intergénicas de pstS, glnA y phnD (Figura 39) en Lc. paracasei BL23. 

Locus tag Gen Secuencia Orientación Puntuación 
Cambio 

expresión
* 

LCABL_10500 pstS ATTGAATGTAAAGATTGTGTAAA - 29.4 1.752 

LCABL_05060 glnA AATAAAAGGAAAGATTGTCTAAA - 27.0 0.830 

LCABL_26140 phnD ATAAAATGTAAAATTATTGTAAA + 26.2 0.107 

LCABL_25830 mntH2 TTTTAAAGGAAAAATTGTGAAAA - 19.0 0.812 

LCABL_25840 pacL1 TTTTAAAGGAAAAATTGTGAAAA + 19.0 0.585 

LCABL_26820 rpoB GTTGATTGTAAAAATAATGTAAA - 19.0  

LCABL_21880 glnH1 GTTGAATGGCAAAATTGTGGAAA + 18.5 1.295 

LCABL_07940  ATCAAATGTAAATTTTATGTATA + 18.5 3.097 

LCABL_00180  ATTGAATGTATTGCTTGTATAAA - 18.0  

LCABL_24880 cysS ATAAAAAGGAATGATTTTCCTAA - 17.0 1.155 

LCABL_06570  AAAGTATGTAGAAAATTTGTAAA + 17.0  

LCABL_08520 mutS TATGAATGAAAAGATTTTAAAAA + 16.5 0.877 

LCABL_25760  GTAAAATGCCAAAATTTTTTAAA - 16.5  

LCABL_29590  GATAAATGCAAAGATAATCAAAA - 16.5  

LCABL_00450  ATAGAAAGGAAAGATGCATTAAA + 16.2  

LCABL_24680  AATGAACGTAAAACTTTTTTCAA - 16.2 0.833 

* Sólo se incluyen valores de cambio de expresión estadís,camente significa,vos. 
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5. Caracterización de genes candidatos para explicar la resistencia a 
As(III) 

En este capítulo intentábamos dar una explicación al fenoKpo de una cepa DphoP 
mediante su estudio transcriptómico comparaKvo. Por lo tanto, decidimos centrarnos 
en aquellos genes que mostraron mayor variación en su expresión entre la cepa silvestre 
y el mutante DphoP como una primera aproximación para idenKficar genes responsables 
de la resistencia a As(III) observada en DphoP. Dado que los genes phn y ackA mostraron 
el mayor grado de regulación a la baja en la cepa ΔphoP, y estos estaban de alguna 
manera ligados al metabolismo del Pi, intentamos encontrar alguna posible relación 
entre ellos y la resistencia a As(III), estudiando su posible contribución a este fenoKpo 
específico encontrado en la cepa DphoP en el capítulo anterior. 
 
5.1 Un transportador putativo de fosfonato en el genoma de Lc. 
paracasei BL23 

Los genes phn idenKficados mediante el análisis del transcriptoma y cuya regulación se 
redujo (de 9.5 a 10.6 veces) tras la mutación phoP se organizan en un operón, phnDCEB, 
que probablemente codifica un transportador ABC completo. Este transportador incluye 
la proteína de unión a sustrato PhnD, la subunidad ATPasa PhnC y dos componentes 
permeasa, PhnE y PhnB. La proteína PhnD pertenece a la familia PBP2_PhnD_like 
(cd01071), PhnC a la familia ABC_PhnC_transporter (cd03256), PhnE y PhnB al grupo de 
permeasas de transporte de fosfonato PhnE (TIGR01097). Por ello, este transportador 
puede estar implicado en el transporte de fosfonatos, que son ésteres de ácido fosforoso 
con compuestos orgánicos. Así, PhnDCEB podría funcionar como un sistema de 
obtención de Pi inducido por PhoP en condiciones de bajo Pi o podría servir como un 
sistema de transporte de Pi alternaKvo además de PstSCAB.  
 
Una inspección de los genomas de Lactobacillaceae mostró que operones phnDCEB con 
estructuras similares están presentes en muchas especies de esta familia. Para 
comprobar la funcionalidad de los genes phn en la cepa BL23, construimos un mutante 
con el gen phnD inacKvado. Esta cepa mutante no mostró defectos aparentes de 
crecimiento en comparación con el Kpo silvestre cuando se culKvó en condiciones de 
bajo nivel de Pi (Figura 40).  
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Figura 40. Curvas de crecimiento de Lc. paracasei BL23, mutantes phnD y DphoP en medio alto (MEI y 
bajo (MEI-LP) Pi.  
 
 
Analizamos a conKnuación si la expresión disminuida del transportador PhnDCEB podría 
estar implicada en la resistencia a As(III). Sin embargo, no se encontraron diferencias en 
la toxicidad de As(III) entre la cepa silvestre y una cepa mutante en phnD, mientras que 
la cepa DphoP siguió mostrando una alta resistencia (Figura 41). Este resultado indica 
que el transportador PhnDCEB no está implicado en este fenoKpo. 
 
5.2 El déficit de acetato quinasa es el responsable de la resistencia a 
As(III) en un mutante DphoP de Lc. paracasei 

El gen ackA (LCABL_01600) codifica una posible acetato quinasa, un enzima que cataliza 
la defosforilación reversible del aceKl-fosfato a acetato y transferencia del grupo fosfato 
al ADP para sinteKzar ATP. Lc. paracasei BL23 conKene un segundo gen ackA 
(LCABL_23490) que no es afectado por la inacKvación de phoP. El gen ackA posiblemente 
se cotranscribe con el gen cshA2 que codifica un posible factor de recombinación de la 
superfamilia RarA (COG2256). Aunque la abundancia de transcritos de este gen fue 
significaKvamente menor en el mutante DphoP, la diferencia entre las dos cepas fue 
mínima (0.915) comparada con la diferencia de expresión de ackA (0.137). No obstante, 
con el fin de evitar efectos sobre la expresión de cshA2, se construyó el mutante 
deficiente en ackA mediante la eliminación de un pequeño fragmento en la zona 5' del 
gen que resulta en la pérdida de la pauta de lectura y terminación prematura de la 
traducción. Los ensayos de crecimiento mostraron que este mutante poseía una 
resistencia a As(III) idénKca a la cepa DphoP, siendo capaz de crecer a concentraciones 
altas de As(III) (Figura 41). Por tanto, podíamos concluir que la falta de toxicidad del 
As(III) en un mutante DphoP era causada por una baja expresión del gen ackA. 
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Figura 41. Curvas de crecimiento de Lc. paracasei BL23, mutantes en phnD , ackA y phoP,  en medio 
MEI con diferentes can,dades de As(III). (a) BL23 (cepa silvestre); (b) phnD; (c) DackA; (d) DphoP.  
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Discusión  
 
En el capítulo anterior vimos como la inacKvación de phoP en Lc. paracasei conducía a 
una mayor resistencia a As(III), sin embargo, no logramos idenKficar el mecanismo detrás 
de esto. Además, estudios previos habían demostrado que la inacKvación de phoP 
conducía a un crecimiento lento y a una respuesta diferencial a disKntas condiciones de 
estrés (Alcántara et al. 2011), indicando que esta mutación Kene un efecto pleiotrópico. 
Estos resultados nos llevaron a enfocar nuestro estudio en invesKgar los cambios 
transcriptómicos asociados a la falta de PhoP en Lc. paracasei BL23, y así poder dar 
respuesta a la resistencia a As(III) idenKficada previamente en nuestra cepa DphoP. 
 
Los resultados obtenidos en este capítulo nos llevaron a determinar que la disminución 
de la expresión del gen ackA es la responsable del fenoKpo de resistencia a As(III). Este 
hallazgo es desconcertante, ya que la acKvidad de la acetato quinasa, que convierte el 
aceKl-P en acetato, no implica ningún metabolito obvio que interactúe directamente con 
el As(III). Sin embargo, el coenzima A (CoA), que posee un grupo sul¢idrilo reacKvo, es 
un intermediario clave en la mayoría de las vías que conducen a la síntesis de aceKl-P 
(Figura 42). Una expresión deficiente o la ausencia de AckA puede conducir a la 
acumulación de aceKl-P, lo que a su vez puede afectar a los niveles de CoA y aceKl-CoA 
a través de la inhibición por sustrato de la fosfotransaceKlasa (Pta). En Staphylococcus 
aureus, la inacKvación de ackA o pta conduce a un aumento masivo de los niveles de 
aceKl-CoA (Sadykov et al., 2013). Se han descrito resultados similares en Bacillus 
anthracis (Won et al., 2021). 
 
Aunque no se ha medido, la acumulación de aceKl-CoA posiblemente resulte en una 
disminución de los niveles intracelulares de CoA. Debido a la afinidad del As(III) por los 
grupos Kol, es posible que reaccione con la CoA. Desafortunadamente, no hemos 
encontrado ningún estudio sobre esta reacción o sus efectos tóxicos. También hay que 
tener en cuenta que el grupo Kol del CoA es menos reacKvo que los que se encuentran 
en otros compuestos Kol de bajo peso molecular como la cisteína o el glutaKón (Gout, 
2019). Además, deben considerarse otras posibilidades. El aceKl-P desempeña un papel 
importante como molécula de señalización en muchas bacterias como fosfodonador, por 
ejemplo, a reguladores de la respuesta de TCS (Wolfe, 2010), o como agente aceKlante 
de proteínas (Lammers, 2021). Por tanto, un aumento de los niveles de aceKl-P puede 
afectar a una amplia gama de vías metabólicas o de señalización. 
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Figura 42. Vías catabólicas del piruvato que conducen a ace,l-P, presentes en Lc. paracasei BL23. AckA, 
acetato quinasa; Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pfl, piruvato:formiato liasa; Pox, piruvato oxidasa; Pta, 
fosfotransace,lasa. 
 
 
El mecanismo de regulación de PhoP sobre la expresión de ackA también plantea una 
serie de preguntas. Los ensayos EMSA no detectaron la unión de PhoP a la región 
intergénica de cshA2 ackA. La inspección de los datos transcriptómicos del gen ackA 
mostró que la disminución de las lecturas de RNAseq en la cepa ΔphoP no abarcaba todo 
el marco de lectura abierto de ackA y sólo era idenKficable a parKr de unos 100 pb del 
siKo de inicio de la traducción de ackA. Esta región contenía una secuencia palindrómica 
de 23 pb con la secuencia repeKda inverKda TGCCAGCTGA (Figura 43).  
 
Este resultado sugiere que la regulación de ackA por PhoP está mediada por otro factor 
que reconoce esta estructura en horquilla y bloquea la elongación de la transcripción. 
La búsqueda de estructuras similares indica que este mecanismo regulador es específico 
de las cepas de Lc. paracasei, ya que la estructura de horquilla está ausente en los genes 
ackA de especies estrechamente relacionadas como Lc. casei, Lc. rhamnosus o 
Lac$casebacillus zeae (Figura 44). 
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Figura 43. Análisis transcripcional del gen ackA. Se muestran las lecturas de los experimentos de 
RNAseq a lo largo del gen ackA y los genes circundantes. Se muestra un terminador transcripcional 
situado entre los genes ackA y pphA, junto con una secuencia repe,da inver,da de 10 pb situada en la 
región 5' de ackA, ambas representadas por horquillas. Los números en la secuencia de ackA mostrada 
son posiciones de nucleó,dos con respecto al punto de inicio traslacional de ackA. 
 
 

 
Figura 44. Alineación parcial de la secuencia de los genes ackA de Lc. paracasei y especies 
estrechamente relacionadas. Se muestra la región que abarca el elemento regulador puta,vo de la 
horquilla. Las bases idén,cas dentro de los brazos de la horquilla se indican en negrita. 
 
 
Este estudio también nos ha permiKdo conocer mejor el regulón Pho de Lc. paracasei, 
ya que el transporte y metabolismo de Pi en la familia Lactobacillaceae no ha sido 
ampliamente estudiado. En invesKgaciones previas se idenKficaron genes pst y el TCS 
phoPR en diferentes especies de este grupo (Zúñiga et al., 2011) pero aún no está claro 
cómo estos genes coordinan la respuesta bacteriana a la disponibilidad de Pi. Las 
pequeñas diferencias en la transcripción de los genes pst en condiciones de alto y bajo 
Pi y su regulación al alza tras la mutación de phoP en Lc. paracasei aparentemente 
contradice el modelo de regulación propuesto en E. coli u otros microorganismos 
modelo. En este modelo, PhoP acKva genes implicados en la adquisición y metabolismo 

 
Lc. paracasei BL23 
Acc. Nº CP000423.1 ATGCCAGCTGAGGTTCAGCTGGCAGAAGGTTTGGTTGATCGGTTGGGACAGCCGCAATCA 
Lc. paracasei ATCC 334 
Acc. Nº FM177140.1 ATGCCAGCTGAGGTTCAGCTGGCAGAAGGTTTGGTTGATCGGTTGGGACAGCCGCAATCA 
Lc. paracasei LC2W 
Acc. Nº CP002616.1 ATGCCAGCTGAGGTTCAGCTGGCAGAAGGTTTGGTTGATCGGTTGGGACAGCCGCAATCA 
Lc. casei ATCC 393 
Acc. Nº AP012544.1 ATGCCGGCTGAGGTTCAATTGGCCGAGGGCTTGGTTGATCGTTTGGGCCAGCCACAATCG 
Lc. casei LC130 
Acc. Nº CP143264.1 ATGCCGGCTGAGGTTCAATTGGCCGAGGGCTTGGTTGATCGTTTGGGCCAGCCACAATCG 
Lc. rhamnosus LV108 
Acc. Nº CP053619.1 ATGCCGGCTGAAGTGCAGTTGGCTGAGGGGTTGGTTGATCGATTGGGTCAGCCGCAATCG 
Lc. rhamnosus TCI366 
Acc. Nº CP156744.1  ATGCCGGCTGAAGTGCAGTTGGCTGAGGGGTTGGTTGATCGATTGGGTCAGCCGCAATCG 
Lc. zeae CECT 9104 
Acc. Nº CP053619.1 ATGCCGGCTGAGGTTCAATTGGCCGAGGGCTTGGTTGATCGTTTGGGCCAGCCACAATCG 
Lc. zeae NCIMB 15475 
Acc. Nº CP132485.1 ATGCCGGCTGAGGTTCAATTGGCCGAGGGCTTGGTTGATCGTTTGGGCCAGCCACAATCG 
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de Pi, incluyendo el cluster pstSCAB, bajo condiciones limitantes de Pi(Gardner and 
McCleary, 2019). 
 
En Lc. paracasei BL23, por el contrario, los resultados obtenidos sugieren que PhoP 
inhibe la expresión del operón pst. Aunque PhoP generalmente actúa como un acKvador 
transcripcional, en muchas bacterias, algunos genes son reprimidos por PhoP para 
opKmizar la supervivencia y adaptación bacteriana en condiciones de Pi limitado. Estos 
incluyen genes implicados en una amplia gama de funciones como la movilidad, la 
virulencia, las respuestas al estrés y el metabolismo secundario (Chekabab et al., 2014; 
MarGn et al., 2017). Aquí demostramos que algunas funciones que fueron reprimidas 
por PhoP en Lc. paracasei BL23 (es decir, reguladas al alza en la cepa DphoP) estaban 
relacionadas con funciones específicas que podrían necesitar ser reguladas a la baja en 
condiciones de bajo Pi (por ejemplo, metabolismo de pépKdos y aminoácidos). En otros 
microorganismos, la señalización PhoPR está integrada con otros procesos reguladores 
como la esporulación, la respiración, la respuesta al estrés o la virulencia (Hule� 1996; 
Lamarche et al., 2008).  
 
En otros estudios se ha observado que la transcripción de los genes pst en la cepa BL23 
se incrementa entre 3 y 4 veces en presencia de bilis (Alcántara and Zúñiga, 2012) y la 
expresión de pstS en Lc. rhamnosus fue inducida por pH básico (Wallenius et al., 2011), 
lo que sugiere que la expresión de estos genes responde a otras señales de estrés más 
allá de la escasez de Pi. Nuestros resultados indican que la ausencia de PhoP en Lc. 
paracasei conduce a efectos pleiotrópicos significaKvos, como lo demuestran los 
cambios sustanciales en el transcriptoma. Sin embargo, la mayoría de las dianas directas 
del control de PhoP siguen sin ser idenKficadas, y cómo PhoP modula o integra su señal 
en otros procesos en Lactobacillaceae requiere más invesKgación. 
 
En B. sub$lis, el regulón Pho abarca más de 30 genes (Allenby et al., 2005), mientras que 
alrededor de 10 genes/operones están regulados directamente por PhoP en E. coli 
(Gardner and McCleary, 2019; Fitzgerald et al., 2023). En B. sub$lis, se ha sugerido que 
los siKos de unión a PhoP~P se localizan en la cadena codificante en la región promotora 
en genes inducidos, mientras que los genes reprimidos por PhoP Kenen los siKos de 
unión a PhoP~P en la cadena no codificante (Liu et al., 1998), aunque se pueden 
encontrar excepciones a esta regla (Sun et al., 1996). En Lc. paracasei, las cajas PHO 
idenKficadas en los promotores de los genes pstS y glnA, que fueron reprimido y 
acKvado por PhoP, respecKvamente, están localizadas en la cadena senKdo. Por el 
contrario, las cajas PHO en el promotor del gen phnD, cuya expresión es posiblemente 
acKvada por PhoP, se encuentran en la cadena no codificante. Las supuestas cajas PHO 
en el promotor de poxL (reprimido) también se encontraban en la cadena no codificante, 
pero no se detectó la unión de PhoP~P a esta región, lo que cuesKona su funcionalidad.  
 
El éxito limitado de la búsqueda de cajas PHO uKlizando moKvos conservados sugiere 
que PhoP puede reconocer cajas PHO con un alto grado de variación. Además, aunque 
generalmente se encuentran cuatro cajas PHO en los promotores regulados por PhoP, 
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en algunos casos se ha demostrado que un número par de dos a ocho son funcionales 
(Allenby et al., 2005). Los ensayos EMSA confirmaron la unión de PhoP~P a las regiones 
promotoras pstS, glnA y phnD. Además, la afinidad de unión diferencial de PhoP~P a los 
tres promotores sugiere una unión jerárquica a diferentes promotores como se ha 
descrito para otros organismos (MarGn et al., 2012; Santos-Beneit 2015). Estos hallazgos 
idenKfican por primera vez tres genes/operones pertenecientes al regulón Pho en una 
especie de Lactobacillaceae. 
 
La unión de PhoP~P al promotor glnA sugiere un posible vínculo regulador entre el 
metabolismo del Pi y del nitrógeno en Lc. paracasei. La acKvidad de la glutamina 
sintetasa GlnA juega un papel importante en la regulación de los niveles de nitrógeno 
como vía principal de asimilación del amonio y modulando la acKvidad de unión al ADN 
de reguladores del nitrógeno como GlnR en Streptococcus pneumoniae (Kloosterman et 
al., 2006) o TnrA en B. sub$lis (Wray et al., 2001). En Streptomyces coelicolor, PhoP 
controla la expresión de varios genes del metabolismo del nitrógeno, incluido glnA 
(MarGn et al. 2011). Lc. paracasei BL23 codifica dos glutamina sintetasas putaKvas 
(LCABL_05060 y LCABL_18680). La expresión de los dos genes se ve afectada por la 
inacKvación de phoP. LCABL_05060 está regulado a la baja en el mutante phoP, mientras 
que LCABL_18680 se encuentra regulado al alza (Anexo 1). Desafortunadamente, 
ninguno de estos genes ha sido caracterizado. Por otro lado, un sistema regulador clave 
del metabolismo del nitrógeno en Lc. paracasei es el sistema TCS PrcRK, que afecta a la 
expresión de numerosos genes metabólicos de pépKdos y aminoácidos (Alcántara et al. 
2016), pero no se detectaron genes codificantes de GlnA entre ellos. 
 
En contraste con el débil efecto sobre la expresión del operón pst, se detectó una notable 
regulación a la baja del clúster phn en la cepa DphoP. En E. coli, el operón 
phnCDEFGHIJKLMNOP (Metcalf et al.,1991) codifica un transportador ABC (phnCDE), un 
regulador transcripcional (phnF) y genes que codifican enzimas implicadas en el 
transporte y catabolismo de fosfonatos, fosfito ([HPO₃]²-) y ésteres de Pi, codificados por 
phnGHIJKLMNOP. El enlace C-P presente en los fosfonatos se rompe mediante un 
complejo enzimáKco con acKvidad C-P liasa (PhnGHIJKLM). En E. coli K-12, el clúster phn 
es crípKco debido a una inserción de 8 pb a nivel del gen phnE. Sin embargo, en cepas 
portadoras de una deleción de pitA, que codifica para una permeasa simportadora de 
complejos metal-Pi/H+ de baja afinidad (Harris et al. 2001), y de deleciones de pst, se 
pueden obtener reverKentes en phnE que son capaces de uKlizar Pi como fuente de P 
(Stasi et al., 2019).  
 
En Mycolicibacterium smegma$s coexisten los sistemas Pst y Phn, que funcionan como 
transportadores de Pi de alta afinidad (Km para ambos en el rango µM) (Gebhard et al. 
2006) y su transcripción está controlada por la disponibilidad de Pi a través del regulador 
PhnF (Gebhard et al,.2014). La ausencia de genes catabólicos de fosfonatos en muchos 
operones phn de Streptomyces también sugiere que pueden funcionar como susKtutos 
de los transportadores de Pi(MarGn and Liras, 2021). La falta de genes catabólicos (por 
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ejemplo, C-P liasas) en el genoma de Lc. paracasei cuesKona su función en el 
catabolismo de fosfonatos. Por lo tanto, no se puede excluir la parKcipación de genes 
phn en el transporte de Pi en la cepa BL23. En el capítulo anterior, se observó como la 
deleción del gen pstC del transportador de Pi no tuvo un fuerte efecto sobre el 
crecimiento en medio con bajo Pi, de manera similar al mutante phnD.  
 
Las contribuciones de los transportadores Pst y Phn en la captación de Pi en Lc. paracasei 
quedan por establecer. Una inspección de los genomas de Lactobacillaceae mostró que 
genes phnDCEB con estructuras similares están presentes en muchas especies de esta 
familia. Sin embargo, con algunas excepciones, este operón no estaba adyacente o no 
formaba estructuras de operón con otros genes implicados en el catabolismo de los 
fosfonatos. Las excepciones notables incluyen algunas especies de Agrilactobacillus, 
Companilactobacillus, Len$lactobacillus, Schleiferlactobacillus y Lac$plan$bacillus, 
donde phnDCEB forma posibles operones con phnX y phnW que codifican una posible 
fosfonoacetaldehído hidrolasa y una posible 2-aminoeKlfosfonato-piruvato 
transaminasa, respecKvamente. 
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Conclusiones  
 
Nuestros resultados indican que la ausencia de PhoP en Lc. paracasei conduce a efectos 
pleiotrópicos significaKvos, como lo demuestran los cambios sustanciales en el 
transcriptoma. Sin embargo, la mayoría de las dianas directas bajo control de PhoP aún 
no han sido idenKficadas, y la forma en que PhoP modula o integra su señal en otros 
procesos en las Lactobacillaceae requiere más invesKgación. Mientras que el 
transportador Pst está implicado en la señalización que conduce a la acKvación de PhoP, 
es necesario establecer las contribuciones de los transportadores Pst y Phn a la 
captación de Pi. 
 
Por otro lado, el hallazgo de la resistencia a As(III) por parte de la cepa DackA nos 
proporciona nuevas perspecKvas sobre los mecanismos de toxicidad del As(III) en Lc. 
paracasei. El mecanismo indirecto por el cual PhoP regula la expresión de ackA y la 
probable implicación de la estructura en horquilla que puede formarse en la región 5’ 
del gen ackA necesitan ser estudiados. Además, las bases metabólicas por las cuales una 
cepa incapaz de transformar el aceKl-P en acetato presente una alta resistencia al As(III), 
la posible parKcipación del CoA y si estos hechos son extensibles a otros lactobacilos, 
son cuesKones sin resolver que requieren de una invesKgación adicional.  
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Capítulo 3 
 
 Regulación y función de las exopolifosfatasas Ppx1 
y Ppx2 en la síntesis de polifosfato en 
Lac$caseibacillus paracasei BL23 
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Esta tesis se centra en el estudio del papel que poseen diferentes procesos relacionados 
con el metabolismo del Pi en las BAL en algunas de sus cualidades probióKcas, uKlizando 
Lc. paracasei BL23 como bacteria modelo. Como hemos visto en los Capítulos 1 y 2, una 
relación Pi-funcionalidad puede establecerse a través de la posible bioabsorción de 
arsénico llevada a cabo por el transportador de Pi PstSCAB (apartado 3.2.2) y el TCS 
PhoPR (apartado 3.2.1). Otra posible relación, es la síntesis de biomoléculas con 
propiedades funcionales a parKr del Pi, como el poli-P (apartado 4.1). Como se 
mencionó en el apartado 2.1, existen estudios que respaldan dicha relación de la 
acKvidad probióKca de ciertas BAL con el poli-P sinteKzado, como es el caso de Lc. 
paracasei JCM 1163 (Saiki et al., 2016) y Lp. plantarum (Alcántara et al., 2018). 
 
A pesar de las extensas invesKgaciones llevadas a cabo en los úlKmos años sobre la 
síntesis del poli-P, la regulación de su producción en bacterias aun presenta ciertos 
aspectos poco claros. Como se ha mencionado previamente en la Introducción, las 
principales enzimas involucradas en la síntesis o uKlización de poli-P son las poli-P 
quinasas (Ppk; EC 2.7.4.1) (apartado 4.2.1) y las exopolifosfatasas (Ppx; EC 3.6.1.11) 
(apartado 4.2.2), encargadas de polimerizar e hidrolizar el poli-P, respecKvamente. Sin 
embargo, aún no se conoce completamente cómo estas enzimas, que en algunos casos 
se encuentran codificadas por genes adyacentes organizados en el mismo operón, 
coordinan sus acKvidades opuestas para modular los niveles intracelulares de poli-P. Un 
ejemplo de lo anterior se observa en los lactobacilos, donde los genes ppk se encuentran 
comúnmente en un operón con dos genes que codifican para dos posibles 
exopolifosfatasas (ppx1 y ppx2).  
 
Por consiguiente, nos pareció interesante profundizar en el proceso de síntesis del poli-
P en Lc. paracasei BL23. El objeKvo de este capítulo fue explorar en detalle los 
mecanismos implicados en la síntesis y degradación de poli-P en lactobacilos, con un 
enfoque especial en invesKgar las funciones de los genes que codifican para las 
exopolifosfatasas Ppx1 y Ppx2, en Lc. paracasei BL23. Para ello, se obtuvieron mutantes 
en sus respecKvos genes, se estudió su impacto en la síntesis de poli-P y se ensayaron 
las acKvidades catalíKcas de Ppk, Ppx1 y Ppx2. 
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Metodología 
 
1.Condiciones de cultivo bacteriano 

Las cepas de lactobacilos usadas en este estudio (Tabla 10) fueron culKvadas 
ruKnariamente siguiendo las mismas condiciones y los mismos medios de culKvo 
(MRS/MEI/MEI-LP) del Capítulo 1. Se uKlizaron células de E. coli NZYStar (endA1 
hsdR17(rkmk+) supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F ́proA+B+laclq∆lacZM15:Tn10(TcR)]) 
químicamente competentes (NZYtech) como huésped para las clonaciones y se 
culKvaron en medio LB a 37 °C bajo agitación. E. coli BL21(DE3) [dcm ompT hsdS(rB

-,mB
-

) gal λ(DE3)] se uKlizó como huésped de expresión para la purificación de proteínas. 
También se uKlizó Lactococcus lac$s MG1363 como huésped para la construcción del 
plásmido derivado de pT1NX y se culKvó en medio M17 que contenía un 0.5% de glucosa 
a 30 °C. Cuando fue necesario, se añadió eritromicina o cloranfenicol a 5 μg/ml para las 
bacterias lácKcas. Para E. coli se uKlizó ampicilina (100 μg/ml) o kanamicina (25 μg/ml). 
 

Tabla 10. Cepas de Lac0caseibacillus y plásmidos usados en este capítulo.  

Cepa/plásmido                   Caracterís<ca  Referencia 
Lc. paracasei BL23  Silvestre  (Mazé et al., 2010) 
Lc. paracasei BL379  ppk::pRV300; Erir (Alcántara et al.,2014) 
Lc. paracasei DC405  Dppx1:Ppx1D139-399  Este capítulo 
Lc. paracasei DC475  ppx2:: pRV300; Erir Este capítulo 
Lc. paracasei DC478  Dppx1 ppx2:: pRV300; Erir Este capítulo 
pRV300 Vector integra<vo; Erir Ampr (Leloup et al., 1997) 
pRVDppx1 pRV300Dppx1 Este capítulo  
pRVppx2 pRV300ppx2 Este capítulo 
pT1NX  Vector de expresión  (Schose et al.,2000) 
pT1ppk pT1NXCAT::ppk; Cmr (Alcántara et al.,2014) 
pT1ppx1 pT1NX::ppx1; Erir Este capítulo 
pET28a  Vector para expresión de 

proteínas; Kmr 
Novagen 

pQE80  Vector para expresión de 
proteínas; Ampr 

Qiagen 

pETppx1  pET28a::ppx1;C-terminal 
6×(His)Ppx1  

Este capítulo 

pQEppk  pQE80::ppk;N-terminal 
6×(His)Ppk  

Este capítulo 

pQEppx2  pQE80::ppx2;N-terminal 
6×(His)Ppx2  

Este capítulo 

 Erir, resistencia a eritromicina; Ampr, resistencia a ampicilina; Cmr, resistencia a cloranfenicol; Kmr, resistencia a kanamicina. 
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2. Construcción de cepas deficientes en ppx1 y ppx2 

Se obtuvieron dos fragmentos de ADN de 0.5 kb del gen ppx1 de Lc. paracasei BL23 
(LCABL_27830) mediante amplificación por PCR con Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase (Thermo) y con los pares de oligonucleóKdos Ppx1-1/Ppx1-2 y Ppx1-3/Ppx1-
4, respecKvamente (Tabla 11). Los cebadores externos (Ppx1-2 y Ppx1-4) tenían siKos de 
restricción EcoRI e HindIII, respecKvamente, en sus extremos 5ʹ. Los cebadores internos 
(Ppx1-2 y Ppx1-3) se solapaban 20 pb en sus extremos, permiKendo así su fusión por 
PCR. El producto resultante de 1 kb contenía una deleción en el marco de lectura de 
ppx1 que dio lugar a la codificación de una proteína Ppx1 mutante carente de los 
aminoácidos 139 a 399. El producto de fusión PCR se digirió con EcoRI e HindIII, se ligó 
a pRV300 (Leloup et al., 1997) digerido con las mismas enzimas, y se transformó en E. 
coli NZYStar siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor.  
 
El plásmido resultante, pRVΔppx1 (Tabla 10), se verificó mediante secuenciación y se 
uKlizó para transformar la cepa Lc. paracasei BL23 mediante electroporación (Posno et 
al., 1991) con un aparato Gene Pulser (Bio-Rad). Los integrados en el locus ppx1 se 
seleccionaron en placas de MRS suplementadas con eritromicina. Se culKvó uno de estos 
clones durante aproximadamente 150 generaciones en medio MRS líquido sin 
anKbióKco y se seleccionaron mediante réplica en placa los aislados en los que una 
segunda recombinación provocó la escisión del plásmido del cromosoma y la pérdida de 
resistencia al anKbióKco. Los aislados en los que la segunda recombinación dio lugar al 
intercambio de ppx1 por la variante Δppx1 se idenKficaron mediante PCR con 
oligonucleóKdos apropiados que abarcaban ppx1 y se confirmaron mediante 
secuenciación. Se seleccionó un aislado para estudios posteriores (cepa Lc. paracasei 
DC405). 
 
El gen ppx2 (LCABL_27810) se mutó por inacKvación insercional. Para ello, se amplificó 
un fragmento interno de ppx2 de 0.4 kb con los oligonucleóKdos ppx2F y ppx2R, que 
contenían siKos de restricción EcoRI e HindIII en sus respecKvos extremos 5ʹ (Tabla 11). 
El fragmento se digirió con estas enzimas, se ligó a pRV300 y se transformó en E. coli 
NZYStar, obteniéndose pRVppx2 (Tabla 10). La electroporación de este plásmido en Lc. 
paracasei BL23 produjo la disrupción de ppx2 (cepa DC475). El plásmido pRVppx2 
también se uKlizó para transformar la cepa DC405, dando lugar a la cepa doble mutante 
DC478 (Δppx1 ppx2::pRV300). 
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Tabla 11. Oligonucleó,dos usados en este capítulo. 

Oligonucleó<do                         Secuencia*  uso 

Ppx1-1  ATGGAATTCGAGCATGATGAC   
 
 
Disrupción  
ppx1 

Ppx1-2  ATCAATCAGCACCGTGCCTTTTTGCGTAATCGATTTAAAC  
Ppx1-3  AAGGCACGGTGCTGATTGATGATCTTGAAGTAACCATGGT  
Ppx1-4  AGAAAGCTTTGCGTAATACCC 

ppx2F AAAGAATTCCTCAAACGGGTGAAG Inac,vación ppx2 
ppx2R CGAAAGCTTCCGCCAAGCG  
cppx1-F  ATGTTATAATACAAGTATCATGACAGTCAGGTAGCAAACG  Amplificación 

ppx1 para 
complementació
n 

cppx1-R  TTTGTTAGCAGCCGGATCTATCATAAAATGTTTCTTCCTTTCA
GC 

RppkF  ATACAACATTGGTTCGTTCG RT-qPCR 
RppkR  ACAAAATCGTGCTGTTTCTC  RT-qPCR 
Rppx1F  TGCAGAACATGAAATCTTGC RT-qPCR 
Rppx1R  TACATTAACAGTCGGTACGC RT-qPCR 
Rppx2F  TGATCTTGGCAGTAACTCAG RT-qPCR 
Rppx2R  ACAATCGCACCATTTCTTTG  RT-qPCR 
Hppx1F  ACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGTGGAACGAGAATGG

CA  
 
Clonaje  
Ppx1 
 

Hppx1R  AGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTAAAATGTTTCTTCCT
TTCAGCTC  

HppkF  GGATCGCATCACCATCACCATCACGTGAAGAAACTAGATTT
TTCAAG  

 
Clonaje  
Ppk HppkR  ATTAAGCTTGGCTGCAGGTCGACCCTCATGCGTCATCGTCCT

C  
Hppx2F  GGATCGCATCACCATCACCATCACGTGACGCATCATTTTGCA  Clonaje  

Ppx2 Hppx2R  ATTAAGCTTGGCTGCAGGTCGACCCCTAATGCTCACGCTGT
GT  

* Subrayadas, se indican las colas añadidas a los cebadores para su ligación mediante ensamblaje Gibson 
 
 
3. Complementación de Dppx1 

Se construyó un plásmido que expresaba ppx1 amplificando ppx1 con Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase y oligonucleóKdos cppx1-F y cppx1-R (Tabla 11). El producto de 
PCR se clonó en pT1NX (Scho�e et al., 2000) digerido con BglII y SpeI por ensamblaje de 
Gibson con el kit GeneArt Gibson Assembly EX (Invitrogen) siguiendo las 
recomendaciones del proveedor. El plásmido pT1ppx1 obtenido portaba ppx1 de Lc. 
paracasei bajo el control del promotor consKtuKvo P1 y se confirmó mediante 
secuenciación. 
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4. Aislamiento y cuantificación de Poli-P 

El Poli-P se aisló a parKr de células bacterianas (culKvos de 10 ml) mediante extracción 
con hipoclorito sódico como se ha descrito previamente (Alcántara et al., 2014). El poli-
P obtenido de estas bacterias se disolvió en agua y se cuanKficó por fluorescencia con 
4ʹ,6ʹ-diamino-2-fenilindol (DAPI; 10 μM en tampón 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl) 
(Aschar-Sobbi et al., 2008) en un lector de placas Clariostar (Ex. 425 nm, Em. 550 nm). 
Se construyeron curvas patrón de poli-P con diferentes canKdades de poli-P y se 
cuanKficaron con DAPI. Las curvas patrón se calibraron determinando el Pi total. Para 
ello, el poli-P se someKó a hidrólisis ácida (1 vol de HCl 2M, 95 °C, 15 min, seguido de 
neutralización con 1 vol de NaOH 2M), y el Pi total se determinó con el kit Biomol Green 
(Enzo Life Sciences). A conKnuación, los resultados se expresaron como nmol de Pi 
normalizado a la canKdad de células bacterianas expresada como DO595nm. 
 
5. Electroforesis y tinción de Poli-P 

Las fracciones de poli-P se analizaron en geles de poliacrilamida al 8% con 8 M de urea 
y 1× Tris-borato-EDTA (TBE) como tampón. Tras la electroforesis, los geles se Kñeron con 
azul de toluidina (Ghorbel et al., 2006). Los gránulos de poli-P en cepas de Lc. paracasei 
se evidenciaron mediante Knción de Neisser: las células bacterianas de culKvos líquidos 
se depositaron en portaobjetos de microscopio, se secaron al aire y se Kñeron con una 
solución de azul de meKleno al 0.1%, ácido acéKco al 5% y etanol al 5% mezclada (1:2) 
con una solución de violeta cristal al 0.33% en etanol al 10%, durante 1 minuto. Tras 
aclarar con agua, las bacterias se contrastaron con crisoidina G al 0.3% en agua y se 
observaron al microscopio a 100x.  
 
6. Determinación de la expresión génica mediante RT-qPCR 

El ARN total se aisló de las bacterias culKvadas en MEI o LP-MEI con TRIzol (Invitrogen) 
como se ha descrito previamente (Zúñiga, Miralles and Pérez-MarGnez, 2002). La calidad 
y concentración de las muestras de ARN se evaluaron posteriormente mediante el 
sistema de electroforesis automaKzado Experion (Bio-Rad). Se descartaron las muestras 
con relaciones 23S/16S inferiores a 0.85. El ARN se trató con el kit Ambion Turbo DNA-
free (Applied Biosystems) y el ADNc se sinteKzó a parKr de 5 μg de ARN con el kit de 
síntesis de ADNc SuperScript VILO (Invitrogen). La qPCR en Kempo real se realizó 
uKlizando un sistema de PCR en Kempo real LightCycler®480 (Roche DiagnosKcs, EE.UU.) 
usando LightCycler 480 SYBR Green I Master Mix (2×, Roche) y los pares de cebadores 
RppkF/RppkR para el gen ppk de Lc. paracasei BL23 (LCABL_27820), Rppx1F/Rppx1R 
para ppx1, y Rppx2F/Rppx2R para ppx2 (Tabla 11). Los genes housekeeping recA, fusA, 
pyrG y mutL se uKlizaron como referencia (Landete et al., 2010). Las condiciones de 
ciclado fueron las siguientes: 95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de tres pasos 
consistentes en desnaturalización a 95 °C durante 10 s, hibridación del cebador a 55 °C 
durante 10 s y extensión del cebador a 72 °C durante 10 s. La expresión génica relaKva 
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se determinó con las herramientas implementadas en el Rela$ve Expression Sokware 
Tool (Pfaffl, Horgan and Dempfle, 2002). 
 
7. Análisis filogenético de las proteínas Ppx1 

Se realizaron búsquedas mediante BLAST-P (Altschul et al., 1990) de la secuencia de 
aminoácidos de L. paracasei BL23 Ppx1 (Acc. N° CAQ67834.1) en la base de datos no 
redundante de secuencias proteicas GenBank. La búsqueda se limitó a los taxones 
pertenecientes al filo Bacillota. Se descartaron las secuencias con una cobertura inferior 
al 80%. Para cada género se seleccionó una secuencia representaKva. Las secuencias 
uKlizadas se enumeran en el Anexo 2. La alineación múlKple se realizó con M-Coffee (Di 
Tommaso et al., 2011). Las posiciones de homología incierta y los huecos se eliminaron 
con GBLOCKS (Castresana, 2000). La selección del mejor modelo de susKtución por 
máxima verosimilitud se realizó en Mega 11.0.3 (Tamura, Stecher and Kumar, 2021). El 
árbol de máxima verosimilitud se reconstruyó con iq-tree (Nguyen et al., 2015) con el 
modelo LG (Le and Gascuel, 2008) con una distribución gamma discreta para tener en 
cuenta la heterogeneidad en las tasas evoluKvas entre siKos. Los valores de soporte se 
obtuvieron a parKr de 1.000 pseudoreplicados mediante la aproximación bootstrap 
ultrarrápida (Minh, Nguyen and Von Haeseler, 2013). 
 
8. Expresión y purificación de proteínas con cola de histidinas 

Las regiones codificantes de los genes ppx1 (LCABL_27830), ppk (LCABL_27820) y ppx2 
(LCABL_27810) de Lc. paracasei BL23 se amplificaron mediante PCR con los pares de 
oligonucleóKdos Hppx1F/Hppx1R, HppkF/HppkR y Hppx2F/Hppx2R (Tabla 5), 
respecKvamente, uKlizando la Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo 
ScienKfic). Los fragmentos de PCR purificados se clonaron en plásmidos de expresión 
pET28a, digeridos con NcoI/XhoI (para ppx1) o pQE80, digeridos con SmaI-BamHI (para 
ppk y ppx2), con el kit GeneArt Gibson Assembly EX (Invitrogen), para expresar proteínas 
con eKquetas 6×(His) en C-terminal o N-terminal, respecKvamente. Las mezclas de 
ligación se uKlizaron para transformar E. coli NZYStar y, tras la secuenciación, los 
plásmidos construidos se transfirieron a E. coli BL21(DE3). Para la expresión proteica, las 
cepas (0.5 l) se culKvaron en caldo LB a 37 °C con agitación (200 rpm) hasta una DO595nm 
de 0.5. La expresión proteica se indujo añadiendo 0.3 mM de IPTG e incubando a 27 °C 
durante 3 h (Ppx1 y Ppx2) o 0.3 mM de IPTG e incubando toda la noche a 16 °C (Ppk). 
Tras la centrifugación, los sedimentos bacterianos se lavaron con 200 ml de tampón A 
[Tris-HCl 50 mM (pH 7.4), NaCl 500 mM], y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Las 
células se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 30 ml de tampón A 
suplementado con 1 mM de PMSF. La suspensión celular se sonicó a 200 W durante 
cuatro ciclos de 60 s seguidos de 60 s de enfriamiento en hielo con un sonicador Labsonic 
V (B. Braun). Los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 12.000 × g durante 
15 min a 4 °C y el sobrenadante se filtró a través de una membrana Filtropur S (Sarstedt) 
de 0.45 μm de tamaño de poro. El extracto aclarado se cargó directamente en una 
columna HisTrap FF crude (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada con tampón A y 
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acoplada a un sistema Äktaprime FPLC (CyKva). Tras el paso de la muestra, la columna 
se lavó con 10 ml de tampón A y las proteínas se eluyeron con un gradiente de imidazol 
(40 mM a 2 M) en tampón A. Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE y las que 
contenían proteína purificada se agruparon y se someKeron a intercambio de tampón 
(50 mM MES pH 6.5, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2 para Ppx1 y Ppx2, mientras que el KCl se 
aumentó a 200 mM para Ppk), uKlizando un disposiKvo de centrifugación Amicon Ultra 
10K (Merck Millipore). Se añadió glicerol hasta una concentración final del 20 % (vol/vol) 
y las proteínas recombinantes se conservaron a -80 °C. 
 
9. Actividades enzimáticas 

La acKvidad exopolifosfatasa se midió en 150 μl de 50 mM MES pH 5.5, 100 mM KCl, 1 
mM MgCl2, poli-P aislado de Lc. paracasei BL23 (equivalente a 2 nmol de Pi) y diferentes 
canKdades (0.3 a 0.7 μg) de 6x(His)Ppx1 o 6x(His)Ppx2 purificada. La mezcla se incubó a 
37 °C y se extrajeron alícuotas de 10 μl a diferentes intervalos de Kempo que se 
mezclaron con 140 μl de reacKvo Biomol Green (Enzo Life Sciences) para determinar la 
liberación de Pi. La acKvidad poli-P quinasa se determinó en 100 μl de 50 mM de HEPES-
KOH pH 7, 5 mM de MgCl2, 40 mM (NH4)2SO4, 2 mM de ATP, 0.05 nmol de poli-P (como 
Pi), 0.2 μg de 6×(His)Ppk, 2.5 mM de fosfoenolpiruvato (PEP) y 2U de piruvato quinasa 
(Sigma). El PEP y la piruvato quinasa en las reacciones se uKlizaron para regenerar el ATP 
y evitar la acumulación de ADP, que puede tener acKvidad inhibidora sobre la Ppk 
(Jagannathan, Kaur and Da�a, 2010). Cuando fue necesario, se añadieron 0.2 μg de 6× 
(His)Ppx1 o seroalbúmina bovina (BSA) a las reacciones. La falta de acKvidad poli-P 
quinasa de 6×(His)Ppx1 o BSA también se comprobó en reacciones en las que se 
añadieron estas proteínas en ausencia de 6×(His)Ppk. Las mezclas se incubaron a 37 °C 
y, a diferentes intervalos de Kempo, se mezclaron alícuotas de 10 μl con 10 μl de EDTA 
500 mM pH 8 para detener la reacción. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta que 
se cuanKficó la formación de poli-P mediante fluorescencia con DAPI (apartado 4) en un 
lector de placas de fluorescencia Clariostar. 
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Resultados 
 
1.La síntesis y degradación de poli-P están ligadas a la disponibilidad 
de fosfato y a la fase de crecimiento en Lacticaseibacillus paracasei 
BL23 

Se ha observado previamente que el crecimiento en un medio rico en Pi favorece la 
formación de inclusiones intracelulares de poli-P en muchos lactobacilos, incluido Lc. 
paracasei (Alcántara et al., 2014). Nuestros resultados muestran que durante la fase de 
crecimiento exponencial tardío (6 h de culKvo, DO595nm ~2.5; Figura 45a) las canKdades 
de poli-P fueron unas cinco veces mayores en células de Lc. paracasei BL23 culKvadas 
en medio rico en Pi (MEI) en comparación con aquellas culKvadas en medio bajo en Pi 
(MEI-LP). En las células en fase estacionaria culKvadas en MEI (16 h de culKvo, DO595nm 
~3.1) el contenido en poli-P disminuyó, llegando a los niveles observados en las células 
culKvadas en MEI-LP durante la fase exponencial tardía. La diferencia en los niveles de 
poli-P entre células en fase exponencial y estacionaria también se observó cuando las 
bacterias se culKvaron en MEI-LP (Figura 45a). Al analizar el poli-P aislado mediante 
electroforesis en acrilamida-urea, también se evidenciaron diferencias en las longitudes 
de cadena en las células culKvadas en MEI. La fracción de poli-P obtenida de bacterias 
en crecimiento exponencial mostró un mayor contenido de poli-P de cadena larga en 
comparación con aquella obtenida de células en fase estacionaria (Figura 45b). 
 
No se observaron diferencias en la longitud del poli-P aislado en diferentes estadios de 
crecimiento a parKr de células culKvadas en MEI-LP (Figura 45b). Para comprobar si las 
diferencias en el contenido de poli-P podían estar relacionadas con la expresión 
diferencial del grupo de genes ppx-ppk, se determinó la expresión de ppx1, ppk y ppx2 
(Figura 46). Se demostró que la expresión de los genes ppx y ppk disminuyó ligeramente 
en las células culKvadas en condiciones de bajo Pi en comparación con las culKvadas en 
condiciones de alto Pi, tanto en la fase exponencial tardía como en la estacionaria. Este 
resultado sugiere que la disponibilidad de Pi Kene un efecto moderado sobre la 
expresión de los genes ppx/ppk. 
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Figura 45. Acumulación de poli-P en Lc. paracasei. (a) Niveles de poli-P como nmol Pi/DO en Lc. 
paracasei BL23 silvestre cul,vada en medio MEI (6 h, DO 2.5; 16 h, DO 3.1) y MEI bajo en Pi (MEI-LP) 
(6 h, DO 1; 16 h, DO 1.6). (b) Análisis de poli-P mediante electroforesis en acrilamida del poli-P aislado 
de Lc. paracasei BL23 cul,vada en las mismas condiciones que en (a). Cada carril con,ene el poli-P 
extraído de células bacterianas equivalente a 4 unidades DO. 
 
 

    
 
Figura 46. Expresión de los genes ppk y ppx. Expresión rela,va (fold-change) de ppk, ppx1 y ppx2 en 
células de Lc. paracasei BL23 cul,vadas en MEI-LP en comparación con células cul,vadas en MEI. (a) 
ARN aislado de células cul,vadas durante 6 h. (b) ARN aislado de células cul,vadas durante 16 h. Los 
asteriscos indican diferencias significa,vas con respecto a las condiciones de referencia, *p<0.05; 
**p<0.005. 
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2. La inactivación del gen ppx1 que codifica una exopolifosfatasa 
putativa resulta en la ausencia de acumulación de poli-P 

El gen ppk de muchos lactobacilos, incluido Lc. paracasei, está agrupado junto con ppx1 
y ppx2, presentando una estructura de operón ppx1-ppk-ppx2 [(Alcántara et al., 2014); 
Figura 47]. Los codones de terminación y de inicio de los pares de genes ppx1/ppk y 
ppk/ppx2 se solapan, respecKvamente, lo que sugiere un acoplamiento traduccional en 
la síntesis de las tres enzimas. Ppx1 Kene una arquitectura proteica similar a la de otras 
exopolifosfatasas pertenecientes a la familia GppA/Ppx, como la de E. coli, que constan 
de un dominio catalíKco N-terminal perteneciente a la superfamilia acetato y azúcar 
quinasa/Hsp70/acKna (ASKHA) y un dominio HDc C-terminal presente en las 
fosfohidrolasas dependientes de metales (Song et al., 2020). La exopolifosfatasa Ppx2 
comparte una idenKdad aminoacídica baja (15%) con Ppx1. Ppx2 conKene el dominio 
ASKHA, mientras que carece del dominio HDc. 
 
Con el fin de comprender mejor la función de estas enzimas Ppx durante la acumulación 
de poli-P, se construyó una cepa de Lc. paracasei con una eliminación parcial en fase del 
marco de lectura del gen ppx1, lo que resultó en la eliminación de los aminoácidos 139 
a 399 de la proteína Ppx1, privándola así del siKo acKvo putaKvo de la enzima y de una 
parte sustancial de su secuencia de aminoácidos. Además, se obtuvo una cepa con una 
interrupción del gen ppx2, así como una cepa con una doble mutación, en la que se 
interrumpió ppx2 en la cepa Δppx1 (Figura 47a). De forma similar a la cepa de Lc. 
paracasei BL23 con una mutación en ppk descrita previamente (Alcántara et al., 2014), 
ninguna de las cepas construidas en este capítulo mostró un impacto significaKvo en el 
crecimiento en las condiciones ensayadas (Figura 47b).  
 
Para nuestra sorpresa, al analizar los niveles de poli-P sinteKzados por estas cepas, no 
detectamos poli-P en la cepa Δppx1 (Figura 48a). Sin embargo, tanto el contenido de 
poli-P como la distribución de tamaños en la cepa ppx2 fueron similares a los 
encontrados en la cepa silvestre (Figura 48b). Además, la cepa ppx2 siguió el mismo 
patrón de acumulación de poli-P que la cepa silvestre, siendo dependiente de la fase de 
crecimiento. Tras la observación microscópica de los gránulos intracelulares, se 
confirmaron las mediciones de poli-P obtenidas previamente (Figura 48c); ya que se 
detectaron gránulos de poli-P en las cepas silvestre y ppx2, mientras que no fue posible 
detectar gránulos en el mutante ppk, la cepa Dppx1 y el doble mutante Δppx1ppx2. 
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Figura 47. Cepas mutadas en el operón ppx1-ppk-ppx2. (a) Representación esquemá,ca del operón 
ppx1-ppk-ppx2 en Lc. paracasei BL23. Se muestran los codones de inicio y parada solapados para ppx1-
ppk y ppk-ppx2. Las secuencias subrayadas indican si,os Shine-Dalgarno. También se muestran las 
diferentes estructuras del operón en los mutantes ppx construidos para las cepas DC405 (eliminación 
en fase dentro de ppx1), DC475 (integración del plásmido en ppx2) y DC478 (integración del plásmido 
en ppx2 en el mutante Δppx1). (b) Curvas de crecimiento de diferentes derivados de Lc. paracasei BL23. 
Las cepas se incubaron en medio MEI a 37 °C y el crecimiento se monitorizó a una DO595nm. 
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Figura 48. Efecto de las mutaciones ppx en la síntesis de poli-P. (a) Niveles de poli-P como nmol Pi/DO 
en Lc. paracasei BL23 (silvestre) y cepas mutantes en ppx1, ppx2 o ppk a diferentes ,empos de 
crecimiento en medios MEI (6 h, DO595nm 2,5 y 16 h, DO595nm 3,1) y MEI-LP (6 h, DO595nm 1 y 16 h, DO595nm 
1,6); (b) Análisis de poli-P por electroforesis en acrilamida en cada cepa cul,vada en las mismas 
condiciones que en (a). Cada carril con,ene la poli-P extraído de células bacterianas equivalentes a 4 
unidades de DO595nm. Los datos de la cepa silvestre (BL23) son las mismas mediciones que se muestran 
en la Figura 45 (n = 9), derivadas de experimentos independientes realizados en días diferentes. Para 
el resto de las cepas, n = 3-6. (c) Formación de gránulos de poli-P en Lc. paracasei BL23 y mutantes 
derivados. Las células se cul,varon en MEI durante 16 h, se ,ñeron con ,nción de Neisser y se 
visualizaron a 100x.  
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3. Ppx1 es esencial para la síntesis de poli-P en Lc. paracasei 

Para invesKgar la falta de síntesis de poli-P tras la inacKvación de ppx1, medimos los 
niveles de expresión del gen ppk en la cepa Δppx1, los cuales mostraron que no había 
diferencias significaKvas en comparación con la cepa silvestre (Figura 49a). A pesar de la 
expresión similar de ppk entre las cepas silvestre y Dppx1, la ausencia de la síntesis de 
poli-P como consecuencia de la inacKvación de ppx1 podría seguir dependiendo de las 
diferencias en la expresión de Ppk causadas por los cambios aguas arriba en ppx1. Por lo 
tanto, para confirmar esta hipótesis, se transformó la cepa Δppx1 con un plásmido 
portador del gen silvestre de ppx1, lo que restauró la síntesis de poli-P y la formación de 
gránulos (Figura 49bcd). Además, esta cepa se transformó también con un plásmido que 
expresaba el gen silvestre ppk, que en el mutante ppk fue capaz de restablecer la 
producción de poli-P y la formación de gránulos. Por el contrario, la expresión de ppk en 
la cepa Δppx1 no dio lugar a la detección de poli-P (Figura 49 b y c). 
 
De acuerdo con esto, la expresión del plásmido ppk en el mutante Δppx1 no dio lugar a 
la formación de gránulos (Figura 49d). Aunque se observó la complementación de las 
mutaciones Δppx1 y ppk por sus respecKvos alelos de Kpo silvestre, en las cepas 
complementadas los niveles y el patrón (distribución de la longitud de la cadena) de poli-
P nunca alcanzaron los del Kpo silvestre. Hay que tener en cuenta que en estos 
experimentos los genes ppk y ppx1 estaban fusionados a un promotor consKtuKvo y se 
expresaban a parKr de un plásmido mulKcopia, por lo que probablemente no estaban 
sujetos a la misma regulación que los genes cromosómicos. 
 
Como se mencionó anteriormente, la proteína Ppx1 de Lc. paracasei pertenece al 
protoKpo GppA/Ppx de E. coli. Sin embargo, una inspección detallada de la secuencia de 
la Ppx1 de Lactobacillaceae reveló mutaciones en aminoácidos claves que han sido 
idenKficados en las proteínas Ppx como cruciales para su acKvidad catalíKca (Figura 50). 
Las proteínas Ppx de la familia GppA/Ppx poseen bucles de unión a Pi ricos en glicina (P-
loop) en sus dominios catalíKcos N-terminales, que desempeñan un papel crucial en la 
interacción con las moléculas de Pi del polímero poli-P (Song et al., 2020). En el caso 
específico de la proteína Ppx1 de L. paracasei BL23, se observó que carecía del primer 
P-loop, el cual presenta una secuencia consenso DXGS[N/Y]S, mientras que el segundo 
P-loop, con una secuencia consenso [D/E]XGG[G/A]SXE, mostraba una desviación 
significaKva de ella, presentando la secuencia DISSGSVE, en la cual los residuos centrales 
de glicina altamente conservados estaban reemplazos por serina (Figura 50; Anexo 3). 
Para algunas especies de lactobacilos, la conservación de la secuencia a este nivel es 
incluso menor, mostrando una falta total de conservación para los residuos de aspárKco 
y glutámico presentes en los extremos del P-loop 2, como fue el caso de Ppx1 de Lp. 
plantarum (WP_103851489. 1), Levilactobacillus brevis (AYM03703.1), 
Limosilactobacillus reuteri (MCH5356744.1) o Lactobacillus acidophilus 
(MCT3601606.1). 
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Figura 49. Contribución de Ppx1 a la biosíntesis de Poli-P en Lc. paracasei. (a) Expresión rela>va del gen ppk en la 
cepa Δppx1. La expresión de ppk se cuan>ficó mediante RT-qPCR a par>r de células cul>vadas en MEI durante 6 o 
16 h. Los datos expresan diferencias en número de veces (fold-change) en relación con la cepa silvestre. (b) Niveles 
de poli-P como nmol Pi/DO en Lc. paracasei BL23 (silvestre) y cepas mutantes Δppx1, o ppk y sus respec>vas 
variantes portadoras de plásmidos que expresan Ppx1 o Ppk. Las células se cul>varon en MEI (6 h, DO595nm 2.5 y 16 
h, DO595nm 3.1) o MEI-LP (6 h, DO595nm 1 y 16 h, DO595nm 1.6). Los datos de la cepa silvestre (BL23) son las mismas 
mediciones mostradas en la Figura 45 (n = 9), derivadas de experimentos independientes realizados en días 
diferentes. Para el resto de las cepas n = 3-6. (c) Análisis de poli-P mediante electroforesis en acrilamida en cada 
cepa cul>vada en las mismas condiciones que en (b). Cada carril con>ene el poli-P extraído de células bacterianas 
equivalente a 4 unidades DO. (d) Tinción de gránulos de poli-P. Células bacterianas de diferentes cepas de Lc. 
paracasei se cul>varon en MEI durante 16 h, se >ñeron mediante >nción de Neisser y se visualizaron a 100×. 
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El residuo ácido-base de glutámico de gran importancia catalíKca, que en la familia 
GppA/Ppx se encuentra situado proximalmente al P-loop 2 (E121 en Ppx de E. coli), se 
idenKficó en ciertas proteínas Ppx1 de la familia Lactobacillaceae. Sin embargo, este 
residuo estaba notablemente ausente en otras (por ejemplo, Lm. reuteri o L. 
acidophilus). Este glutámico se alinea a través de una arginina (R93 en Ppx de E. coli) 
para facilitar la acKvación de una molécula de agua (nucleófilo), promoviendo su ataque 
al Pi terminal en el poli-P (Alvarado et al., 2006; Zhang et al., 2021). Sin embargo, este 
residuo crucial de arginina no está presente en las proteínas Ppx1 de los miembros de 
Lactobacillaceae. Por el contrario, la proteína Ppx2 de Lc. paracasei, así como las de otros 
miembros de la familia Lactobacillaceae que poseen operones ppx1-ppk-ppx2, 
conservan los P-loop 1 y 2 (por ejemplo, las secuencias de aminoácidos DLGSNS y 
DTGGASTE, respecKvamente, para Ppx2 de Lc. paracasei) y los aminoácidos catalíKcos 
clave (Figura 50; Anexo 3). 
 
Se llevó a cabo un análisis filogenéKco de los homólogos de Ppx1 presentes en taxones 
pertenecientes al filo Bacillota para conocer mejor la evolución de los genes ppx1 (Figura 
51). La reconstrucción filogenéKca tuvo un fuerte soporte en la mayoría de los nodos; 
sin embargo, el árbol resultante no reflejó las relaciones evoluKvas esperadas entre los 
diferentes taxones, lo que sugiere que la historia evoluKva de Ppx1 no puede ser 
explicada únicamente por herencia verKcal. El análisis reveló la existencia de dos grandes 
grupos (Figura 51). El grupo I incluye proteínas Ppx1 presentes en taxones 
pertenecientes a los órdenes Bacillales y Lactobacillales, excluyendo aquellos 
pertenecientes a la familia Lactobacillaceae. Por otro lado, el grupo II está formado 
principalmente por taxones pertenecientes a Lactobacillaceae y a las clases Clostridia y 
NegaKvicutes. Al examinar las secuencias, se observó que las Ppx1 del grupo I conservan 
moKvos y residuos implicados en la acKvidad polifosfatasa, mientras que las 
pertenecientes al clúster II muestran cambios en algunos o la mayoría de estos residuos 
(Figura 51). Este resultado indica que las proteínas Ppx1 presentes en Lactobacillaceae 
son disKntas de aquellas encontradas en sus taxones más estrechamente relacionados, 
como Aerococcaceae, Carnobacteriaceae y Streptococcaceae. La conservación de 
residuos catalíKcos en las proteínas Ppx1 del clúster I sugiere que posiblemente actúen 
como polifosfatasas, mientras que las pertenecientes al clúster II podrían desempeñar 
un papel similar al descrito aquí para Ppx1 de L. paracasei BL23. 
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Figura 51. Árbol filogené,co de máxima verosimilitud de las proteínas Ppx1 de especies seleccionadas 
del filo Bacillota. Los valores de soporte se dan para aquellos nodos con un soporte superior al 75%. El 
árbol se ha enraizado arbitrariamente para facilitar la visualización. Colores: negro: clase Nega,vicutes; 
marrón: clase Clostridia; azul: clase Tissierellia; verde: orden Lactobacillales; y rojo: orden Bacillales. 
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4. Actividades exopolifosfatasa y poli-P quinasa de las enzimas de Lc. 
paracasei BL23  

Para confirmar las acKvidades enzimáKcas de las proteínas codificadas dentro del 
operón ppx1-ppk-ppx2 de Lc. paracasei BL23, las tres proteínas se expresaron y 
purificaron a parKr de E. coli como proteínas His-tagged (Figura 52). La proteína Ppx2 
recombinante mostró acKvidad sobre el poli-P de Lc. paracasei, liberando 2.54 ± 0.41 
nmol de Pi/min/μg de proteína, lo que confirmo su función como exopolifosfatasa. Sin 
embargo, no pudo evidenciarse acKvidad para la proteína Ppx1 purificada (<0.003 nmol 
de Pi/min/μg de proteína; por debajo del nivel de detección). Tampoco se detectó 
acKvidad exopolifosfatasa de Ppx1 (por debajo del nivel de detección) cuando se añadió 
Ppk a la mezcla de reacción. En contraste con la falta de acKvidad polifosfatasa de Ppx1, 
se evidenció acKvidad poli-P quinasa para la enzima Ppk de Lc. paracasei. En 
comparación con la acKvidad de la enzima en solitario, la acKvidad poli-P quinasa de Ppk 
aumentó en las reacciones en las que se incluyó la proteína Ppx1 (Figura 53). 
 
 

 
 
Figura 52. Geles PAGE que muestran Ppx1 (57.3 kDa), Ppx2 (35.3 kDa) y Ppk (82.7 KDa) purificados de 
Lc. paracasei BL23. Marcador de peso molecular NZYColour II. 
 
 
 

Supplementary Figure S3

PAGE gels showing purified Ppx1 (57.3 kDa), Ppx2 (35.3 kDa) and Ppk (82.7 KDa) from

Lc. paracasei BL23. The molecular weight reference is the NZYColour Molecular Weight

Marker II.
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Figura 53. Ac,vidad poli-P quinasa de Lc. paracasei Ppk. La 6×(His)Ppk purificada de Lc. paracasei BL23 
se some,ó a ensayos de ac,vidad poli-P quinasa en ausencia o presencia de 6×(His)Ppx1. Se empleó 
BSA como proteína no relacionada de control y también se comprobó la ac,vidad poli-P quinasa de la 
6×(His)Ppx1 añadida. 
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Discusión  
 
Se ha aceptado comúnmente que los niveles de poli-P en bacterias están controlados 
por las acKvidades antagónicas de Ppk (síntesis) y Ppx (hidrólisis). Sin embargo, 
recientemente se ha cuesKonado el modelo que implicaba a (p)ppGpp como la molécula 
reguladora clave que inhibía la acKvidad de Ppx y, por tanto, desencadenaba la 
acumulación de poli-P (Gray MJ.,2019). Aún se desconoce cómo se regula la síntesis de 
poli-P en los lactobacilos. Se ha demostrado que sus niveles en Lc. paracasei BL23 varían 
dependiendo de la canKdad de Pi en el medio [(Alcántara et al., 2014) y resultados 
obtenidos en este capítulo], un hecho que también se ha observado en Lc. rhamnosus 
CRL 1505 (Correa Deza et al., 2017). Al igual que se ha descrito en este capítulo, otros 
invesKgadores han informado que en Lc. paracasei JCM1163 se observa una 
acumulación inicial de poli-P en fases tempranas de crecimiento, seguida por una 
disminución de la concentración de poli-P. Además, las células tras un periodo de ayuno 
de Pi, acumularon poli-P tras el suministro de éste (Saiki et al., 2016). Esto concuerda 
con los datos de acumulación de poli-P en E. coli, Pseudomonas aeruginosa o 
Acinetobacter johnsonii, que se acKva después de una restricción nutricional y es 
también transitoria (Ault-Riché et al., 1998). Las diferencias en las longitudes de las 
cadenas de poli-P que se observaron en nuestros resultados en las disKntas fases de 
crecimiento probablemente reflejan el proceso de degradación que se produce a lo largo 
del crecimiento, tras la acumulación de poli-P en las etapas iniciales.  
 
La cuesKón de si la regulación de la transcripción de ppk desempeñaría un papel en el 
control de la síntesis de poli-P es controverKda. Pudimos observar que los niveles de 
expresión de los genes ppk y ppx de Lc. paracasei fueron mayores en condiciones de alto 
contenido en Pi, aunque los tres genes (ppk, ppx1 y ppx2), que teóricamente codifican 
enzimas con funciones opuestas, siguieron el mismo patrón de expresión. Esto 
concuerda con la organización genéKca del grupo de genes en un operón (Figura 31a). 
En P. aeruginosa, ppk y ppx no están localizadas en el mismo operón y presentan una 
regulación diferencial entre ellos (Munévar, de Almeida and Spira, 2017). En esta 
bacteria, los genes ppk y ppx no forman parte del regulón Pho y no responden 
directamente la disponibilidad de Pi. Sin embargo, se ha observado que su transcripción 
se regula tras la mutación de phoU (Munévar, de Almeida and Spira, 2017), que aumenta 
la captación de Pi y contribuye a la acumulación de poli-P (de Almeida et al., 2015). Un 
comportamiento similar tras la mutación de phoU también se ha observado en E. coli 
(Morohoshi et al., 2002). Por el contrario, la expresión de ppk en Acinetobacter 
(Geißdo¨rfer et al., 1998) o Streptomyces lividans (Ghorbel et al., 2006) se induce tras el 
ayuno de Pi. Además, otros estudios demostraron que en P. aeruginosa, la transcripción 
de ppx está controlada por el regulador de respuesta PhoB, que se une a su promotor 
en condiciones limitantes de Pi (Gallarato et al., 2014). Po otro lado, en Pseudomonas 
fluorescens ppk forma parte del regulón Pho y esta sobreexpresado en respuesta a 
condiciones de bajo Pi (Silby, Nicoll and Levy, 2009). Por lo tanto, la regulación 
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transcripcional de los genes ppk y ppx posiblemente responde a diversas vías de 
señalización en diferentes bacterias. No obstante, los datos obtenidos en el Capítulo 2 
indican que los genes ppx y ppk no forman parte del regulón Pho en Lc. paracasei. 
 
Si la acKvidad Ppx fuera un factor limitante para la acumulación de poli-P en Lc. 
paracasei, se esperaría que la ausencia o la disminución de su acKvidad condujera a un 
aumento en el contenido de poli-P celular. Por lo tanto, el hecho de que la inacKvación 
de ppx1 resultara en la ausencia total de poli-P en Lc. paracasei fue sorprendente. Hasta 
donde sabemos, es la primera vez que se informa de este efecto. En E. coli, las cepas con 
una mutación en ppx acumulan sólo ligeramente más poli-P en comparación con las 
células silvestre. Esto sugiere que la acKvación de Ppk puede ser el principal mecanismo 
en la regulación de la canKdad de poli-P y que Ppx sólo controlaría sus niveles una vez 
Ppk esta acKvada (Rudat et al., 2018). Asimismo, la inacKvación simultánea de los genes 
ppx1 y ppx2 en Campylobacter jejuni (ambos codifican Ppx que conKenen dominios 
ASKHA y HDc), sólo dio lugar a un aumento de menos de 1.4 veces en el poli-P (Malde 
et al., 2014) y la eliminación del gen ppx2 de Corynebacterium glutamicum afectó la 
concentración de poli-P en dos veces (Lindner et al., 2009). Por úlKmo, la eliminación de 
ppx en Pseudomonas pu$da, que se encuentra aguas abajo de ppk pero se transcribe de 
forma convergente, redujo las canKdades de poli-P tanto en células en fase exponencial 
como estacionaria en un 30%-40% (Nikel et al., 2013). 
 
Las enzimas Ppx de Lactobacillaceae no se han estudiado hasta el momento, por lo tanto, 
se desconocen sus funciones en el metabolismo del poli-P. Mientras que la Ppx1 se 
asemeja a las exopolifosfatasas Gpicas de muchos microorganismos, la Ppx2, es más 
corta y carece del dominio HDc C-terminal (Aravind.,1998), que en la Ppx de E. coli juega 
un papel en la procesividad de la enzima (Bolesch and Keasling, 2000). Sin embargo, la 
interrupción de ppx2 en Lc. paracasei no tuvo efecto sobre la acumulación de poli-P en 
las condiciones ensayadas. Algunas especies de Ac$nomycetales también poseen dos 
genes ppx2 en sus cromosomas (Lindner et al., 2009; Choi et al., 2012), pero estos no 
están agrupados con ppk y carecen de homólogos ppx1. Por otro lado, en la bacteria 
verde del azufre Chlorobium tepidum se han caracterizado dos Ppx diferentes con 
arquitecturas proteínicas similares a las de Lc. paracasei. Para algunas de estas enzimas 
caracterizadas, los datos bioquímicos revelaron diferentes preferencias de sustrato (por 
ejemplo, hacia (p)ppGpp o poli-P con diferentes longitudes de cadena (Lindner et al., 
2009; Choi et al., 2012; Albi and Serrano, 2014). 
 
Las diferencias de aminoácidos en posiciones críKcas para la acKvidad exopolifosfatasa 
en Ppx1 de Lc. paracasei y en proteínas ortólogas de otros Lactobacillaceae son 
desconcertantes. La introducción de mutaciones en aminoácidos específicos en estas 
posiciones provoca una pérdida completa de la acKvidad enzimáKca en enzimas 
protoKpo de Kpo Ppx1 de E. coli (Alvarado et al., 2006), Helicobacter pylori (Song et al., 
2020) o P. aeruginosa (Beassoni et al., 2015). Así, nuestra incapacidad para detectar 
cualquier acKvidad exopolifosfatasa con Ppx1 purificada en las condiciones ensayadas 
plantea la cuesKón de si esta proteína funciona realmente como una exofosfatasa que 
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actúa sobre poli-P. El análisis filogenéKco de las secuencias de la proteína Ppx1 reveló 
que las proteínas Ppx1 de Lactobacillaceae se agrupan con otros homólogos de Ppx1 
(grupo II; Figura 36) que comparten una escasa conservación de los aminoácidos 
idenKficados como críKcos para la acKvidad exopolifosfatasa de las enzimas Ppx. Esta 
observación sugiere que las proteínas Ppx1 del grupo II pueden desempeñar un papel 
similar al de su homóloga de Lc. paracasei. Desafortunadamente, hasta el momento no 
se ha llevado a cabo ninguna caracterización bioquímica o fisiológica de otras proteínas 
Ppx1 del grupo II para confirmar o refutar nuestra hipótesis. Los mecanismos 
moleculares por los que se acKva la síntesis de poli-P siguen siendo desconocidos. El 
hecho de que en Lc. paracasei se requiera de Ppx1 para la síntesis de poli-P fue 
totalmente inesperado y reflejaría una acción coordinada de Ppx1 y Ppk por la cual la 
enzima Ppk podría requerir Ppx1 para la síntesis de Poli-P in vivo. En el caso de E. coli se 
ha planteado la hipótesis de la existencia de factores que acKvan la función quinasa de 
Ppk. En esta bacteria, se han idenKficado susKtuciones específicas de aminoácidos en 
Ppk que dieron lugar a un marcado aumento de la acumulación de poli-P sin afectar a la 
acKvidad específica de la enzima (Rudat et al., 2018). Las cepas que portaban estos 
alelos mutantes de ppk sinteKzaban consKtuKvamente poli-P, aunque su nivel seguía 
respondiendo (aumentando) al disminuir la disponibilidad nutricional. Por lo tanto, se 
ha planteado la hipótesis de que los cambios de aminoácidos en estas Ppks mutantes 
hacen que las enzimas se vean afectadas en la interacción in vivo de Ppk con factores 
que acKvan la función quinasa (Rudat et al., 2018).  
 
El hecho de que la Ppk recombinante de Lc. paracasei pueda sinteKzar poli-P in vitro 
sugiere que la falta de acKvidad in vivo de Ppk en ausencia de Ppx1 puede deberse a 
algún mecanismo de regulación estricta que sólo se alivia en presencia de Ppx1. Una 
hipótesis de trabajo para explicar el fenoKpo de la inacKvación de ppx1 en Lc. paracasei 
sería que, in vivo, la acKvación de Ppk en Lc. paracasei requiere una interacción directa 
con Ppx1 o que Ppx1 parKcipa en la señalización molecular que conduce a la acKvación 
de Ppk. La observación de que la inclusión de Ppx1 en reacciones de Ppk in vitro mejora 
la síntesis de poli-P sugiere uno de estos posibles escenarios. 
 
El mecanismo por el que este posible proceso podría operar in vivo y la señal o señales 
a las que respondería son temas de invesKgación futura. Se sabe poco sobre la 
ultraestructura de los gránulos donde se acumula el poli-P y donde debería estar 
asociada la maquinaria para su síntesis. DisKntos análisis proteómicos y bioquímicos han 
idenKficado varias proteínas unidas a los gránulos de poli-P, como la proteína similar a 
histonas AlgP de P. aeruginosa (Chawla et al., 2022), o proteínas portadoras de dominios 
Conserved His$dine α-helical Domain (CHAD), que interaccionan con poli-P, en Ralstonia 
eutropha, Magnetospirillum gryphiswaldense y P. pu$da (Tumlirsch and Jendrossek, 
2017). También se ha observado que diversas enzimas Ppk están asociadas a gránulos 
de poli-P en R. eutropha (Tumlirsch, Sznajder and Jendrossek, 2015), Caulobacter 
crescentus (Henry and Crosson, 2013) o P. aeruginosa (Chawla et al., 2022), aunque la 
enzima Ppx aún no ha sido idenKficada en este Kpo de análisis (Chawla et al., 2022). 
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Conclusiones  
 
Los resultados obtenidos en este capítulo mostraron que, al igual que ocurre en otras 
bacterias, la síntesis de poli-P en los lactobacilos está estrechamente regulada. También 
revelaron un fenoKpo inesperado para la falta de Ppx1 en Lc. paracasei, que es 
radicalmente diferente del descrito para mutantes ppx de E. coli o mutantes de otras 
especies bacterianas en las que se eliminó ppx1 y/o ppx2.  
 
Por otro lado, la regulación de la producción de poli-P puede tener implicaciones en la 
funcionalidad de muchas cepas probióKcas, donde el poli-P puede considerarse un 
factor funcional con consecuencias en la homeostasis intesKnal. Además, la cuesKón de 
cuáles son los mecanismos que controlan la síntesis de poli-P sigue abierta y debería 
invesKgarse si se quieren obtener cepas con mayor capacidad para producir este factor 
probióKco. Por lo tanto, en el siguiente capítulo conKnuaremos explorando en detalle su 
síntesis, además estudiaremos cómo el poli-P podría estar involucrado en ciertos 
procesos celulares en Lc. paracasei BL23. 
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Como se ha mencionado previamente, el poli-P ha sido estudiado por su papel en el 
mantenimiento de la homeostasis intesKnal a nivel probióKco. Sin embargo, también se 
ha visto que desempeña un papel crucial en varios procesos fisiológicos microbianos, 
como fuente de energía, reservorio de Pi, protección contra el estrés, plegamiento de 
proteínas o virulencia, entre otros (apartado 4.3).  
 
Con los resultados del capítulo anterior hemos demostrado que una de las dos 
exopolifosfatasas de Lc. paracasei BL23 es esencial para la síntesis de poli-P ya que, in 
vivo, Ppk es incapaz de producir poli-P sin la presencia de Ppx1. Además, las 
peculiaridades de la secuencia de aminoácidos de Ppx1 y su falta de acKvidad enzimáKca 
detectable in vitro plantean dudas sobre su papel como exopolifosfatasa. 
 
En este capítulo se explora la regulación de la síntesis de poli-P y su posible implicación 
en la supervivencia de Lc. paracasei BL23. Hemos demostrado que la transición a la fase 
estacionaria y la posible limitación de nutrientes desencadenan la acumulación de poli-
P. Además, evaluamos cómo la mutación de un residuo conservado específico en Ppx1 
afecta a la acumulación de poli-P en la cepa BL23, y analizamos cómo la variación de los 
niveles de poli-P influye en la supervivencia bacteriana durante la fase estacionaria. Por 
úlKmo, demostramos que la supresión de un gen ppk2 idenKficado en el genoma de Lc. 
paracasei BL23 también afecta negaKvamente a la supervivencia durante esta fase, lo 
que sugiere su papel en el metabolismo del poli-P en los lactobacilos. 
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Metodología 
 
1.Condiciones de cultivo bacteriano 

Las cepas de lactobacilos usadas en este estudio (Tabla 12) fueron culKvadas 
ruKnariamente siguiendo las mismas condiciones y los mismos medios de culKvo 
(MRS/MEI) del Capítulo 1. Se uKlizaron células de E. coli NZYStar cells [endA1 
hsdR17(rkmk+) supE44 thi1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F'proA+B+lacIq ΔlacZM15::Tn10(TcR)] 
(NZYtech) químicamente competentes como huésped para las clonaciones y se 
culKvaron en medio LB a 37°C bajo agitación. Cuando fue necesario, se añadió 
eritromicina a 100 μg/ml para E. coli y 5 μg/ml para las cepas de Lc. paracasei.  

Tabla 12. Cepas de Lac0caseibacillus y plásmidos usados en este capítulo. 

Cepa/plásmido Caracterís)cas  Referencia  
Lc. paracasei BL23 Silvestre (Mazé et al., 2010) 
Lc. paracasei BL379 ppk::pRV300; Erir (Alcántara et al., 2014) 

Lc. paracasei DC405 Dppx1 Capítulo 3  
Lc. paracasei DC475 ppx2::pRV300; Erir Capítulo 3 
Lc. paracasei DC493 ppx1(E112A) Este capítulo 
Lc. paracasei DC494 Dppk2 Este capítulo 
pMGDldh Derivado de pMG36e;Erir Gu et al., 2022 
pMGppx1E112A Derivado de pMG36e para 

introducir la mutación 
ppx1E112A mediante CRISPR-
Cas  

 
Este capítulo 

pMGDppk2 Derivado de pMG36e para 
eliminar el gen ppk2 mediante 
CRISPR-Cas  

 
Este capítulo  

Erir; resistencia a Eritromicina. 

 
 
2. Construcción de un mutante en el residuo catalítico de Ppx1 (Glu-
112) y una cepa deficiente en ppk2 utilizando el sistema CRISPR-Cas9 
endógeno de Lc. paracasei BL23. 

Para la construcción de las cepas mutantes, nos basamos en el sistema endógeno 
CRISPR-Cas9 de Kpo II presente en la cepa BL23, estudiado y uKlizado previamente en la 
cepa Lc. paracasei ATCC 27092 (Gu et al., 2022). Para la edición de los genomas se uKlizó 
un derivado del plásmido pMG36e (Gu et al., 2022), cedido amablemente por el Dr. Jin 
Zhong de la University of Chinese Academy of Sciences, Beijing, China. El esqueleto de 
este plásmido se amplificó por PCR con el par de oligonucleóKdos pMG_1/pMG_2 (Tabla 
13) que amplificaban desde aproximadamente el siKo HindIII hasta el siKo XhoII, 
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obteniendo así el origen de replicación y el gen de la resistencia a eritromicina. Para las 
ediciones génicas se uKlizó un sgARN y dos brazos homólogos. La secuencia conteniendo 
un promotor consKtuKvo (del gen pgmA de Lactobacillus crispatus) para expresar el 
sgARN fue sinteKzada por GeneArt (Thermo Fisher ScienKfic) e incluía 30 pb homólogas 
a la secuencia específica del gen diana en el genoma de Lc. paracasei BL23 y la secuencia 
del gARN de sistema CRISPR-Cas de esta cepa (Figura 54). Los dos brazos homólogos 
(1000 pb) con las mutaciones deseadas fueron amplificados por PCR a parKr del ADN 
genómico de Lc. paracasei BL23 aislado con el DNA Isola$on Kit for Cells and Tissues 
(Roche Applied Science).  
 
Para realizar la susKtución de nucleóKdo A>C y generar un cambio de aminoácido del 
siKo catalíKco de Ppx1 se amplificaron del ADN genómico de Lc. paracasei BL23 dos 
brazos homólogos solapantes de 1000 pb cada uno, con las parejas de oligonucleóKdos 
F1REV/ppx1D112A_F y F1FOR/ppx1D112A_R, que introducían la mutación deseada, el 
cambio del codón codificante del Glu-112 de GAA a GCA (E112A). A su vez, se 
introdujeron otros cambios, como la creación de un nuevo siKo HindIII y una mutación 
de la secuencia PAM (Protospacer Adjacent Mo$f; de 5´-CGAAA-3´ a 5’-CTGAA-3’) que 
generaba a su vez un nuevo siKo AcuI en la zona, sin afectar a la secuencia de 
aminoácidos de Ppx1. La secuencia del sgARN sinteKzado con las 30 pb homólogas a 
ppx1 de Lc. paracasei BL23 se amplificó por PCR con la pareja de oligonucleóKdos 
F2FOR/F2REV a parKr de la secuencia clonada en un plásmido proporcionada por 
GeneArt. Para la eliminación de ppk2, el sgARN que contenía una secuencia de 30 pb 
homologas a ppk2 de Lc. paracasei BL23 aguas arriba de la PAM (5´-TGAAA-3´), se 
amplificó con los oligonucleóKdos crisp-ppk2-F/F2REV a parKr del ADN sinteKzado por 
GeneArt. Los dos brazos homólogos para la reparación fueron amplificados con las 
parejas de oligonucleóKdos dppk2-F1/dppk2-R1 y dppk2-F2/dppk2-R2, los cuales se 
solapan entre sí, obteniendo un producto con un marco de lectura de ppk2 que solo 
conservaba 24 bases del gen en el extremo 3’ y la consiguiente eliminación de la 
secuencia PAM. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo uKlizando Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo). 
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Tabla 13. Oligonucleó,dos usados en este capítulo. 

Oligonucleó<do  Secuencia* Uso 
pMG_1 ATTGCAAAGTCTGAAAACGAAG Amplificación 

plásmido 
pMG36e 

pMG_2 TGAATATTTCAGATGCGATTC 

F1REV AATCGCATCTGAAATATTCATCTGTTGGCGAGATGC Amplificación del 
segmento 5’ de 
ppx1 

ppx1E112A_F CTACAAGCTTATCAGAAGCAGCCTTCTTCAGAACC
CAAGCG 

F1FOR ATGTGAGCTCTTTTCGATCATTGACGATACCG Amplificación del 
segmento  3’ de 
ppx1 

ppx1E112A_R GGCTGCTTCTGATAAGCTTGTAGTTTTAATG 

ppx1-4 GGGTATTACGCAAAGCAATCT Comprobación 
clones 
ppx1(E112A) en 
Lc. paracasei 
BL23. 

dppk2-F1 GAAAGAAAGTTATGTGAGCTCCGGTCATATTGACC
AGCAAG 

Amplificación del 
segmento5’ de 
ppk2 dppk2-R1 GTCTTTCAAAGCCTCAACAGCAGAAGTTTCAAGGA

CATTGTGC 
dppk2-F2 GCACAATGTCCTTGAAACTTCTGCTGTTGAGGCTTT

GAAAGAC 
Amplificación del 
segmento  3’ de 
ppk2 dppk2-R2 GAATCGCATCTGAAATATTCACTGAACGATCCATTG

CACC 
crisp-ppk2-F CTTGCTGGTCAATATGACCGGAGCTCACATAACTTT

CTTTCATTAAAT 
Amplificación  del 
promotor pgmA + 
sgARN  F2FOR TGATCGAAAAGAGCTCACATAACTTTCTTTCATTAA

AT 
F2REV TTCGTTTTCAGACTTTGCAATCTAGAAAAAAAATGT

ATGGCCCA 
Los nucleóAdos en negrita corresponden a los cambios introducidos en el gen ppx1.  
* Subrayadas, se indican las colas añadidas a los cebadores para su ligación mediante ensamblaje Gibson 
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(a) 
GAGCTCACATAACTTTCTTTCATTAAATTTTTTCTTCTAGTATAGCAAGAATAACGTTACAAAATTGAAA
AAACACGATTTTTTTAGTCTTAACTCTATGAAAAAATTTGTGAAATGTGTAAAATATGGATGAAACATT
GAATTTTAAATGCGGAAACTTCACCATGATCGCTTGGGTAGTCTCAGGTAGATGTCGAATCAATCTTC
GACATCTACACGTTGAGATCAAACAAAGCTTCGGCTGAGTTTCAATTTTTGAGCCCATGTTGGGCC
ATACATTTTTTTTCTAGA 
 
(b) 
GAGCTCACATAACTTTCTTTCATTAAATTTTTTCTTCTAGTATAGCAAGAATAACGTTACAAAATTGAAA
AAACACGATTTTTTTAGTCTTAACTCTATGAAAAAATTTGTGAAATGTGTAAAATATGGATGAAACATT
GAATTTTAAAATCGGTTTGACGGTAAAGGCAAGTTTGATAGTCTCAGGTAGATGTCGAATCAATCTTC
GACATCTACACGTTGAGATCAAACAAAGCTTCGGCTGAGTTTCAATTTTTGAGCCCATGTTGGGCC
ATACATTTTTTTTCTAGA 
 
Figura 54. Fragmentos de DNA sinte,zados para expresar los sgARN para la edición por CRISPR-Cas en 
Lc. paracasei BL23. La secuencia del gARN del sistema CRISPR de la cepa BL23 está en negrita. En rojo 
se muestran los 30 pb homólogos a los genes ppx1 (a) y ppk2 (b) genes, respec,vamente. El fragmento 
en 5’ al sgARN se corresponde al promotor cons,tu,vo fuerte del gen pgmA de Lactobacillus crispatus. 
 
Una vez obtenidos todos los fragmentos de PCR, estos fueron purificados y ligados con 
el kit GeneArt Gibson Assembly HiFi (Invitrogen) para la generación tanto del plásmido 
para mutar ppx1 (pMGppx1E112A) como para eliminar ppk2 (pMGDppk2). Las mezclas 
de ligación se uKlizaron para transformar E. coli NZYStar siguiendo el protocolo 
recomendado por el proveedor. Los clones obtenidos se confirmaron mediante PCR con 
la pareja de oligonucleóKdos F1REV/F2REV para ppx1(E112A) y fragment2-r/dppk2-r2 
para Dppk2 usando NZYTaq II ADN polimerasa (NZYtech). Se confirmó también la 
creación en ppx1(E112A) del nuevo siKo HindIII mediante digesKón de los productos de 
PCR amplificados previamente. Una vez comprobados los clones en E. coli NZYStar, se 
aislaron y purificaron los respecKvos plásmidos con el NucleoSpin Plasmid Kit (Machery-
Nagel), se secuenciaron y fueron usados para transformar células electrocompetentes 
de Lc. paracasei BL23 preparadas siguiendo el protocolo descrito previamente (Posno et 
al., 1991). Las células transformantes fueron sembradas en placas de MRS con 
eritromicina 5 µg/ml que fueron incubadas a 37 °C por 48 h. La introducción de las 
mutaciones tras la transformación de los plásmidos se comprobó por PCR en diferentes 
transformantes de Lc. paracasei con oligonucleóKdos que hibridaban en el gen diana 
fuera del fragmento clonado en el plásmido: para ppx1(E112A) (ppx1-4/F1FOR) y para 
Dppk2 (ppk2-F1/ppk2-R2). En el caso de ppx1(E112A) se confirmó la introducción de la 
mutación en el cromosoma por la aparición de un nuevo siKo HindIII como se mencionó 
anteriormente, mientras que la deleción de ppk2 se evidenció por un fragmento de PCR 
de menor tamaño comparado con la cepa silvestre. La eficacia de la edición con el 
sistema CRISPR-Cas endógeno de la cepa BL23 fue superior al 90% en ambos casos. 
Clones portadores de las mutaciones se culKvaron durante varias generaciones en 
ausencia de eritromicina para propiciar la pérdida del plásmido. Cepas que habían sido 
curadas del plásmido fueron seleccionadas por ser sensibles a eritromicina mediante 
réplica en placas de MRS con y sin eritromicina. Entre los clones sensibles a la 



Capítulo 4. Metodología 

 134 

eritromicina obtenidos se comprobó nuevamente la presencia de las mutaciones por 
PCR, que fueron posteriormente confirmadas mediante secuenciación. La Figura 55 
muestra el sistema CRISPR-Cas de Lc. paracasei BL23, un esquema de los plásmidos 
uKlizados y el ejemplo de la construcción del mutante ppx1(E112A). 
 
 

 
 
Figura 55. Mutación puntual en el residuo catalí,co de Ppx1 (Glu-112) y deleción del gen ppk2 usando 
el sistema CRISPR-Cas9 endógeno de ,po II en L. paracasei ATCC 27092. (a) Sistema CRISPR-Cas9 
endógeno de ,po II en L. paracasei. El cual incluye 21 espaciadores (cuadrados rosas) intercalados con 
repe,ciones (rombos verdes). (b) Esquema de los plásmidos para edición; el plásmido original 
(pMG36e) fue amplificado desde el si,o HindIII hasta el si,o XhoII; repB y repC, genes de replicación 
del plásmido; ermC, resistencia a eritromicina; brazo 1 y 2 con la mutación puntual o deleción deseada; 
PpgmA, promotor de la fosfoglicerato mutasa de Lactobacillus crispatus; los respec,vos sgARN se 
muestran en la Figura 54. (c) Resultados de la secuenciación de la cepa silvestre y de la cepa 
ppx1(E112A) con el cambio de nucleó,do A>C, la creación del nuevo si,o HindIII, la eliminación de la 
secuencia PAM y nuevo si,o AcuI.  
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3.Acumulación de poli-P en cepas mutantes y silvestre bajo diferentes 
condiciones del cultivo 

Las cepas Lc. paracasei BL23 y mutantes derivados se culKvaron toda la noche en medio 
MRS. Los culKvos se centrifugaron, lavaron con PBS y las suspensiones celulares 
resultantes se uKlizaron para inocular alícuotas de medio MEI (DO595 nm inicial de 0.1). 
Estos culKvos se incubaron durante 3 horas a 37 °C. Transcurrido este Kempo se 
centrifugaron durante 10 min a 4000 ×g y los sedimentos bacterianos resultantes se 
resuspendieron en medio de culKvo con diferentes condiciones: MEI sin triptona pH 5.9; 
MEI sin extracto de levadura pH 5.9 y MEI sin extracto levadura y sin triptona pH 5.9. 
Este pH correspondía al pH alcanzado por los culKvos tras 3h de crecimiento. También 
se evaluó el efecto de diferentes anKbióKcos, resuspendiendo las células en MEI con 
ciprofloxacina 64 ng/ml, rifampicina 4 µg/ml, cloranfenicol 4 µg/ml, ampicilina 4 µg/ml 
o mupirocina 50 µg/ml. Como referencia se uKlizó un culKvo que fue resuspendido en 
medio MEI a pH 5.9. Para las diferentes concentraciones de anKbióKco se confirmó que 
a estas concentraciones las cepas eran capaces de crecer, además de verificar su 
viabilidad por citometría de flujo uKlizando el LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit 
de Invitrogen. Una vez realizado el cambio de medio de culKvo, las bacterias se 
incubaron durante 2 horas adicionales. Transcurrido el Kempo se recogieron por 
centrifugación (10 min a 4000 ×g) y se aisló y se cuanKficó el poli-P siguiendo el 
protocolo mencionado anteriormente en la metodología del Capítulo 3. 
 
5.Determinación de la viabilidad 

Para determinar la evolución de la viabilidad a lo largo del Kempo, se muestrearon 
culKvos de las diferentes cepas en medio MEI transcurridas 16h, 24h y 48h de incubación 
a 37 °C. Las bacterias fueron preparadas según las instrucciones dadas por el kit 
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability kit. Se centrifugó 1 ml de culKvo durante 2 min a 
12000 ×g, las bacterias se resuspendieron en 1 ml de solución NaCl 0.9% y se 
centrifugaron nuevamente (2 min a 12000 ×g). Se hicieron las diluciones adecuadas para 
tener aproximadamente 1×106 células/ml y se Kñeron 200 µl de cada muestra con 0.6 µl 
de la solución A+B del kit. Las suspensiones celulares se incubaron durante 15 min a 37 
°C antes de ser medidas por citómetria de flujo (MACSQuant Analyzer 16 de Miltenyi 
Biotec) con un láser de excitación de 488 nm (50 mW) y detectores de emisión 525/50 
nm para SYTO 9 (fluorescencia verde/células vivas) y 615/20 nm para yoduro de propidio 
(fluorescencia roja/células muertas). Todas las determinaciones se hicieron por 
triplicado. Los resultados se analizaron con el programa MACSQuanKfy. Para calibrar las 
medidas, se mezclaron diferentes proporciones de suspensiones bacterianas vivas o 
muertas. Una suspensión bacteriana de células de la cepa BL23 incubada durante 20 min 
a 80°C definió un 100% de células muertas. El análisis de las mezclas de poblaciones 
comparando el gráfico log-integrado de fluorescencia verde frente a fluorescencia roja 
mostró que las poblaciones bacterianas se distribuían en tres poblaciones (células vivas, 
células muertas y una población menor de viabilidad indeterminada) y el número de 
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bacterias encontradas dentro de estas regiones se uKlizó para esKmar el porcentaje de 
organismos viables en las poblaciones. 
 
6.Supervivencia bajo diferentes condiciones de estrés  

Para estudiar la posible asociación del poli-P con la resistencia a disKntos Kpos de estrés, 
se tomaron culKvos de 16 h en medio MEI de la cepa silvestre Lc. paracasei BL23 y de la 
cepa Dppk, incapaz de sinteKzar poli-P. Estos culKvos fueron centrifugados y 
resuspendidos en solución salina hasta alcanzar una concentración de 106 UFC/ml. 
Luego, se expusieron a diferentes Kpos de estrés (pH 3.5 y 55 °C), durante disKntos 
periodos de Kempo (15 min; 30 min; 45 min; 1h). Cinco µl de diluciones de las alícuotas 
tomadas a estos Kempos se colocaron en placas de medio MRS que fueron incubadas a 
37 °C durante 48h. 
 
7. Análisis estadísticos 

Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional con la prueba de comparaciones 
múlKples de Dunne� y la prueba de la t de Student implementadas en GraphPad Prism 
8.00 (GraphPad Sotware). Las diferencias se consideraron estadísKcamente 
significaKvas a p<0.05. 
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Resultados 
 
1.Lc. paracasei acumula poli-P durante la entrada en la fase 
estacionaria. 

En el capítulo anterior observamos que Lc. paracasei BL23 acumulaba poli-P en 
respuesta a la disponibilidad de Pi presente en el medio de culKvo, con canKdades 
variables detectadas en diferentes puntos de muestreo (células en fase exponencial 
tardía y células en fase estacionaria). La medición de los niveles de poli-P a lo largo de la 
curva de crecimiento (Figura 56) reveló una acumulación mínima durante las primeras 
horas de crecimiento, seguida de un aumento constante a lo largo de la fase de 
crecimiento, que alcanzó su máximo al inicio de la fase estacionaria. Posteriormente, los 
niveles de poli-P disminuyeron rápidamente, volviendo a los niveles iniciales observados 
al comienzo del crecimiento. 
 
 

 
 
Figura 56. Síntesis de Poli-P en Lc. paracasei. (a) curva de crecimiento de la cepa BL23 en medio MEI. 
(b) Can,dades de poli-P extraídas de células recogidas a diferentes ,empos de incubación. Los datos 
se han normalizado con la DO del cul,vo. 
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2.El poli-P se acumula como respuesta a la falta de nutrientes  

Realizamos una serie de experimentos en los que los culKvos se transfirieron a diferentes 
condiciones de crecimiento, imitando el agotamiento de nutrientes, y se cuanKficaron 
los niveles de poli-P tras dos horas de incubación. La Figura 57a muestra que la 
transferencia de células en crecimiento a un medio MEI carente de extracto de levadura, 
triptona o ambos, produjo un aumento de los niveles de poli-P (de 2 a 3 veces), en 
comparación con las células transferidas a un medio MEI completo. Del mismo modo, la 
exposición de las células en crecimiento a diversos anKbióKcos afectó a los niveles de 
poli-P. El cloranfenicol, un anKbióKco que bloquea la síntesis proteica, mostró el efecto 
más pronunciado con un aumento de 3 veces en poli-P. En cambio, la ciprofloxacina 
(síntesis de ADN), la rifampicina (síntesis de ARN) y la ampicilina (síntesis de la pared 
celular) tuvieron efectos menores; de hecho, esta úlKma provocó una disminución de 
los niveles de poli-P (Figura 57b). 
 
Estos resultados sugieren que el agotamiento de nutrientes desencadena la 
acumulación de poli-P. El observar que el cloranfenicol también inducía la acumulación 
de poli-P nos llevó a invesKgar si pudiese exisKr una conexión entre la respuesta estricta 
y la síntesis de poli-P como en otros organismos (Albi and Serrano, 2016). Para invesKgar 
esto más a fondo, medimos los niveles de poli-P tras la exposición a la mupirocina, un 
anKbióKco que induce una deficiencia de ARNt-Leu cargado (Hughes and Mellows, 
1980), imitando la falta de aminoácidos. En estas condiciones, los niveles de poli-P 
fueron elevados en comparación con las células no tratadas, proporcionando pruebas 
adicionales de la conexión entre la respuesta estricta y el inicio de la síntesis de poli-P 
(Figura 57b). 
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Figura 57. Can,dad de Poli-P en Lc. paracasei en experimentos de transferencia. Las células se 
cul,varon durante 3h en medio MEI y se transfirieron a diferentes condiciones de cul,vo. (a) medio 
MEI completo (5h), MEI sin extracto de levadura (EL); MEI sin triptona (T) o MEI sin extracto de levadura 
y triptona (ELT). (b) MEI con diferentes an,bió,cos; medio MEI sin an,bió,co (5h), Clo, cloranfenicol; 
Cipro, ciprofloxacino; Amp, ampicilina; Rifam, Rifampicina; Mup, mupirocina. Tras la transferencia, las 
células se incubaron durante 2 h más, para un total de 5h. **** p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01; ns, 
no significa,vo, en relación con las bacterias transferidas a MEI completo (5h). 
 
 
3.Una mutación en Glu-112 en la exopolifosfatasa Ppx1 resulta en una 
mayor acumulación de poli-P.  

En la familia Lactobacillaceae, el gen que codifica la Ppx1 (ppx1) precede al gen que 
codifica la Ppk. En los análisis llevados a cabo en Capítulo 3, no se detectó acKvidad 
polifosfatasa in vitro de la enzima Ppx1 de Lc. paracasei BL23. Además, se observó que 
las enzimas Ppx1 codificadas por especies de Lactobacillaceae presentan cambios de 
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aminoácidos en posiciones críKcas esenciales para la acKvidad exopolifosfatasa. Para 
explorar el papel de los aminoácidos conservados en la Ppx1 en los niveles de poli-P, 
diseñamos una cepa de Lc. paracasei en la que el Glu-112 se susKtuyó por Ala en la 
enzima Ppx1. Sorprendentemente, la cepa que expresaba la proteína mutante 
Ppx1E112A mostró un aumento de 4 veces en los niveles de poli-P en comparación con 
la cepa silvestre (Figura 58). En experimentos de transferencia, el cambio de culKvos de 
la cepa mutante ppx1E112A a condiciones que imitaban el agotamiento de nutrientes 
(falta de extracto de levadura, tratamiento con anKbióKco) no promovió una mayor 
acumulación de poli-P, como se observó en la cepa silvestre (Figura 59). 
 
 

 
 
Figura 58. Can,dades de poli-P en diferentes cepas de Lc. paracasei. Las células se cul,varon en medio 
MEI durante 6 y 16 h; se extrajo y cuan,ficó el poli-P.  **** p<0.0001; **p<0.01, en comparación con 
la cepa silvestre para cada ,empo. 
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Figura 59. Can,dad de Poli-P en la cepa Lc. paracasei ppx1E112A en experimentos de transferencia. 
Las células se cul,varon durante 3 h en medio MEI y se transfirieron a medio MEI completo (5h), MEI 
sin extracto de levadura (EL); MEI con cloranfenicol (Clo) o MEI con mupirocina (Mup) y se incubaron 
durante 2 h más para un total de 5 h.** p<0.01; ns, no significa,vo, en relación con las bacterias 
transferidas a MEI completo (5h). 
 
 
4. Una poli-P quinasa de tipo Ppk2 de Lc. paracasei 

La inspección del genoma de Lc. paracasei BL23 reveló la presencia de un gen (locus 
LCABL_12290) que codifica una segunda enzima Ppk perteneciente al Kpo Ppk2 (Neville, 
Roberge and Jia, 2022). De acuerdo con la clasificación de enzimas Ppk2 de Motomura 
et al. (2014) la enzima Ppk2 de Lc. paracasei está englobada en la clase III, que se 
caracteriza por fosforilar ambos nucleósidos mono o difosfatos con poli-P como donante 
de Pi (Motomura et al., 2014). El gen ppk2 se eliminó en la cepa BL23, demostrando que 
su ausencia no tenía ningún efecto aparente sobre la acumulación de poli-P (Figura 58). 
Estos resultados concuerdan con los observados previamente, en los cuales la 
inacKvación de ppk es suficiente para provocar la ausencia total de síntesis de poli-P 
(Alcántara et al., 2014 y en el Capítulo 3) 
 
5. Efectos de los niveles de poli-P en la supervivencia bacteriana en la 
fase estacionaria  

La síntesis de poli-P se ha asociado a la resistencia a diversas condiciones de estrés en 
numerosas especies bacterianas. Nuestro estudio demostró que en ausencia de síntesis 
de poli-P (debido a una mutación en ppk), el choque ácido (pH 3.5) o térmico (55 °C) no 
afectaba significaKvamente a la viabilidad celular (Figura 60). 
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Empleando cepas mutantes ppk, Δppx1, ppx2, ppx1E112A y Δppk2 invesKgamos el 
impacto de diferentes niveles de poli-P en la supervivencia bacteriana durante la fase 
estacionaria. Las cepas mutantes ppk y Δppx1, que son incapaces de sinteKzar poli-P, 
mostraron un menor porcentaje de células viables a las 24 y 48 horas de culKvo, en 
comparación con la cepa silvestre (Figura 61). No se observó ningún cambio aparente en 
la viabilidad de una cepa mutante ppx2, pero, en cambio, la cepa portadora del alelo 
ppx1E112A, que sinteKzaba más poli-P, mostró una mayor supervivencia durante la fase 
estacionaria en comparación con la silvestre. Curiosamente, una cepa defectuosa en 
ppk2, a pesar de su capacidad para sinteKzar poli-P, mostró una viabilidad reducida 
durante la fase estacionaria que fue comparable a la encontrada en las cepas ppk o 
Δppx1 que carecían de poli-P. 
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Figura 61. Supervivencia de diferentes cepas de Lc. paracasei durante la fase estacionaria. Las células 
se cul,varon en medio MEI y la can,dad de células vivas se determinó a las 16, 24 y 48 h mediante 
citometría de flujo u,lizando el kit LIVE/DEADTM. El porcentaje de células vivas de la cepa silvestre BL23 
se fijó en 1 a cada ,empo para la comparación. *** p<0.001; ** p<0.01, en relación con la cepa silvestre 
BL23. 
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Discusión 
 
Los primeros estudios sobre la síntesis de poli-P en varios microorganismos modelo 
revelaron que la acumulación de poli-P suele ser un fenómeno transitorio que se inicia 
tras un descenso nutricional (Ault-Riché et al., 1998). En nuestros resultados, tanto en 
este capítulo como en el anterior, hemos observado un patrón similar en Lc. paracasei, 
donde el poli-P se acumuló al inicio de la fase estacionaria. Adicional a esto, en este 
capítulo pudimos corroborar que la reducción nutricional o las condiciones que la imitan 
(por ejemplo, la exposición al cloranfenicol o a la mupirocina) provocan un aumento de 
la acumulación de poli-P en esta especie.  
 
Como se ha mencionado previamente en esta tesis, se creía que los niveles intracelulares 
de poli-P eran controlados por las acKvidades opuestas de las enzimas Ppk y Ppx [la cual 
era inhibida por (p)ppGpp)] (Kuroda et al., 1997). No obstante, el modelo que 
relacionaba la acumulación de poli-P con la respuesta estricta, mediante los efectos 
inhibidores de la alarmona (p)ppGpp sobre la Ppx, ha sido recientemente cuesKonado 
(Downey, 2019). Por lo tanto, los mecanismos que desencadenan la acumulación de poli-
P aún no están claros. Además, generalizar ciertos aspectos de la dinámica del poli-P 
basándose en E. coli presenta limitaciones, dado que otras bacterias pueden presentar 
diferencias en el número y la función de las enzimas Ppk y Ppx. 
 
Las cepas de E. coli con mutaciones específicas en ppk que conducen a niveles 
significaKvamente más altos de poli-P, siguen mostrando un aumento de la síntesis de 
poli-P después de una reducción nutricional (Rudat et al., 2018). Análisis bioquímicos 
recientes de estas Ppks mutantes revelaron que algunas, a pesar de tener acKvidades 
específicas idénKcas a las de la enzima silvestre, eran más resistentes a los efectos 
inhibidores del ADP sobre su acKvidad quinasa (Bowlin et al., 2024). Este hallazgo 
explicaría el aumento de los niveles de poli-P en las cepas portadoras de estos alelos 
mutantes ppk, pero aún deja sin respuesta la cuesKón de cuál es la señal o señales que 
provocan la síntesis de poli-P. 
 
Los análisis filogenéKcos realizados en el Capítulo 3 de las Ppx revelaron que las enzimas 
Ppx1 de las Lactobacillaceae forman un grupo diferenciado junto con otras Ppx de 
miembros de las clases Clostridia y NegaKvicutes. Estas enzimas comparten 
caracterísKcas que las separan de las Ppx clásicas y cuesKonan su función catalíKca, ya 
que acumulan diferentes cambios en aminoácidos que se han descrito como críKcos 
para la acKvidad exopolifosfatasa (Song et al., 2020). Por ejemplo, en el Capítulo 3 se 
observó que la Ppx1 de Lc. paracasei BL23 presentaba P-loops degenerados, que en las 
enzimas Ppx son los responsables de unir el poli-P, y carecía de uno de los dos 
aminoácidos catalíKcos (Arg en la posición 93 en la Ppx de E. coli). No obstante, el residuo 
catalíKco Glu, que está ausente en algunas Ppx1 de las Lactobacillaceae, estaba presente 
en la enzima de Lc. paracasei (Glu-112). Paradójicamente, los resultados obtenidos en 
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el capítulo anterior mostraron que la supresión de ppx1, sin afectar a la expresión de 
ppk, resultó en la ausencia de síntesis de poli-P, al igual que el efecto observado en la 
cepa Dppk. Esto nos llevó a postular que Ppx1 podría parKcipar en la señalización que 
conduce a la acKvación de Ppk. 
 
La mutación del residuo Glu-112 por Ala en Ppx1 dio lugar a un aumento de los niveles 
de poli-P. Aunque es necesario invesKgar si este resultado se debe a que la proteína 
mutante Ppx1E112A ha perdido el control hipotéKco ejercido sobre la acKvidad Ppk y 
esta enzima está desregulada, o simplemente se debe a que Ppx1 desempeña una 
acKvidad de hidrólisis de poli-P in vivo que se vio afectada por este cambio de 
aminoácido. Es importante mencionar que, en muchas bacterias, la inacKvación de 
genes ppx no conduce a aumentos significaKvos en las canKdades de poli-P (Malde et 
al., 2014; Rudat et al., 2018), lo que sugiere que Ppx puede simplemente controlar los 
niveles de poli-P una vez que su síntesis por Ppk ha sido acKvada (Rudat et al., 2018). En 
varias especies de Lactobacillaceae el clúster de genes ppx-ppk codifica una segunda 
enzima Ppx (Ppx2) que muestra una conservación completa de aminoácidos en 
posiciones claves Gpicas de la Ppx catalíKcamente acKva. Sin embargo, los resultados 
obtenidos en el capítulo anterior mostraron que la interrupción de ppx2 en Lc. paracasei 
BL23 no tuvo un impacto aparente en la acumulación de poli-P.  
 
Entre las diversas funciones atribuidas al poli-P, se ha asociado su acumulación con la 
resistencia bacteriana a varios Kpos de estrés, incluyendo el estrés oxidaKvo y el estrés 
debido a pH ácido, así como con la supervivencia bacteriana en la fase estacionaria 
(Kornberg, Rao and Ault-Riché, 1999; Rao, N.N and Kornberg, A. 1999). Resultados 
obtenidos previamente en el laboratorio demostraron que una cepa Dppk de Lc. 
paracasei era menos resistente a los productos químicos generadores de radicales libres 
y mostraba un menor crecimiento bajo un pH ácido (Alcántara et al., 2014). En este 
capítulo demostramos que la acumulación de poli-P no afectaba a la supervivencia tras 
la exposición a estrés por temperatura o por ácido. No obstante, los niveles de poli-P 
afectan claramente a la supervivencia durante la fase estacionaria, como se evidenció 
por la disminución y aumento de la viabilidad en las mutaciones ppk y ppx1E112A, que 
resultan en ausencia o aumento de poli-P, respecKvamente. Los mecanismos detrás de 
esto aún no se comprenden completamente, pero se ha sugerido que el poli-P podría 
servir como una molécula de almacenamiento de energía que puede uKlizarse en estas 
condiciones (Achbergerová and Nahálka, 2011). 
 
Lc. paracasei codifica una enzima Ppk2 perteneciente a la clase III, que estaría implicada 
en la síntesis de ADP/ATP y GDP/GTP a parKr de AMP/ADP y GMP/GDP, respecKvamente, 
uKlizando poli-P (Motomura et al., 2014). Esta clase parece ser la Ppk2 predominante en 
los lactobacilos, ya que también se ha idenKficado en Lv. brevis y Lm. reuteri (Motomura 
et al., 2014). Sin embargo, otros lactobacilos, como Lp. plantarum o Lactobacillus 
delbrueckii carecen de Ppk2 y sólo Kenen Ppk (Rao, Gómez-García and Kornberg, 2009). 
La función de las enzimas Ppk2 en bacterias no ha recibido el mismo interés que la Ppk. 
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En algunos microorganismos, la mutación de ppk2 se ha relacionado con una reducción 
de la virulencia, así como con una disminución de la supervivencia en fase estacionaria 
(Ishige, Zhang and Kornberg, 2002; Neville et al., 2021; Neville, Roberge and Jia, 2022). 
Las enzimas Ppk2 se han estudiado más exhausKvamente en P. aeruginosa, que además 
de Ppk posee tres Ppk2. La expresión de la enzima Ppk2A de P. aeruginosa fue inducida 
100 veces durante la fase estacionaria (Ishige, Zhang and Kornberg, 2002) y las cepas 
carentes de ppk y de los otros dos genes ppk2 siguen siendo capaces de sinteKzar poli-P 
debido a la acKvidad de Ppk2A (Racki et al., 2017). La sobreexpresión de Ppk2C en R. 
eutropha, una de las cinco Ppk2 codificadas por este microorganismo, también indujo la 
formación de gránulos de poli-P en una cepa que carecía de todas las enzimas Ppk 
(Hildenbrand, Reinhardt and Jendrossek, 2019). De forma similar, se ha planteado la 
hipótesis de que el gen ppk2 de Lm. reuteri es responsable de la reducción de sólo el 
50% en la síntesis de poli-P tras la mutación de ppk (Pokhrel et al., 2019). Sin embargo, 
el gen ppk2 de Lc. paracasei BL23 no parece desempeñar ningún papel en la síntesis de 
poli-P, ya que la inacKvación de ppk abolió por completo la síntesis del polímero en esta 
cepa y la de ppk2 no afectó a la síntesis de poli-P. 
 
De forma similar al mutante ppk2 de Lc. paracasei, una cepa de C. jejuni que carece de 
ppk2 mostró una menor supervivencia durante la privación de nutrientes en la fase 
estacionaria (Gangaiah et al., 2010) y los mutantes ppk2 de Mycolicibacterium 
smegma$s también fueron sensibles a varias condiciones de estrés (Sureka et al., 2009). 
Aunque la acKvidad sinteKzadora de nucleósidos fosfato de la enzima Ppk2 de Lc. 
paracasei todavía necesita ser confirmada experimentalmente, el hecho de que un 
mutante ppk2 mostrara una supervivencia reducida en la fase estacionaria es 
consistente con el papel de Ppk2 en la modulación de las reservas de nucleóKdos a parKr 
del poli-P acumulado en esa fase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo 4. Conclusiones 

 148 

Conclusiones  
 
Los resultados obtenidos aquí sugieren que la acumulación e hidrólisis de poli-P en Lc. 
paracasei pueden forman parte de procesos complejos, que abren varias áreas de 
interés para futuras invesKgaciones. Aunque se ha idenKficado que la reducción de 
nutrientes induce la síntesis de poli-P, es necesario explorar cómo esta señal podría estar 
interactuando con otras vías de regulación para entender mejor el papel del poli-P en la 
adaptación a condiciones adversas. Igualmente, es importante determinar la relación 
entre la respuesta estricta mediada por (p)ppGpp, así como la función de los genes 
responsables de su síntesis/hidrólisis (relA y spoT), en la acumulación de poli-P en Lc. 
paracasei.  
 
Por otro lado, nuestros resultados muestran que Ppx1 es necesaria para la producción 
in vivo de poli-P y el análisis de la secuencia y los ensayos de acKvidad in vitro sugieren 
que podría no funcionar como una exopolifosfatasa. No obstante, una mutación en su 
residuo Glu-112 incrementa la formación de poli-P, lo que indica una función reguladora 
o catalíKca para este residuo de la proteína. Por lo tanto, sería úKl realizar estudios 
adicionales para determinar la función precisa del Glu-112 y ver cómo contribuye a la 
acKvidad de Ppx1. Finalmente, es necesario invesKgar más a fondo la función exacta del 
poli-P en el mantenimiento de la viabilidad bacteriana durante la fase estacionaria y la 
posible implicación de Ppk2 en este proceso.  
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Los resultados obtenidos en la presente tesis han dado lugar a las siguientes 
conclusiones.  
 
 

• La capacidad de captación de As(V) de Lp. plantarum está asociada al transporte 
de Pi y no a una retención celular inespecífica como ocurre con otros metales, 
como el mercurio. El transportador PstSCAB se encuentra ampliamente 
distribuido en los lactobacilos, por lo que podría ser un importante sistema de 
captación de Pi en este grupo bacteriano.  

 
• La inacKvación de phoP en Lc. paracasei BL23 aumenta la resistencia a As(III) y 

genera efectos pleiotrópicos significaKvos, evidenciados por cambios 
sustanciales en el transcriptoma. Se ha demostrado que los operones pst, phn y 
el gen glnA forman parten del regulón PHO de Lc. paracasei. 
 

• El fenoKpo de resistencia a As(III) observado en la cepa DphoP se debe a la 
disminución en la expresión del gen ackA en este mutante. 
 

• La síntesis y degradación de poli-P en Lc. paracasei BL23 están estrechamente 
relacionadas con la fase de crecimiento y la disponibilidad de Pi en el medio. La 
regulación de los niveles de poli-P desempeña un papel relevante en la 
supervivencia durante la fase estacionaria, como lo demuestran los cambios en 
la viabilidad inducidos por las mutaciones ppk y ppx1E112A, las cuales provocan 
la ausencia o el aumento de poli-P, respecKvamente 

 
• La enzima Ppx1 de Lc. paracasei BL23 presenta mutaciones en aminoácidos 

claves que han sido idenKficados en las enzimas Ppx como cruciales para la 
acKvidad catalíKca exopolifosfatasa. Además, Ppx1 es necesaria para la síntesis 
in vivo de poli-P, ya sea a través de su interacción directa con la polifosfato 
quinasa 1 o parKcipando en alguna vía de señalización molecular que acKva a 
esta enzima. Por otro lado, la proteína Ppx2 recombinante mostró acKvidad in 
vitro sobre el poli-P de Lc. paracasei, lo que confirma su función como 
exopolifosfatasa.  
 

• La acumulación de poli-P en respuesta a la escasez de nutrientes, especialmente 
a la carencia de aminoácidos imitada por la exposición a la mupirocina, sugiere 
una conexión entre la respuesta estricta y la síntesis de poli-P.  

 
• La mutación en el residuo Glu-112 de Ppx1 resulta en un incremento en la 

síntesis de poli-P, lo que sugiere que este residuo desempeña un papel críKco 
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en la acKvidad de la proteína Ppx1 como reguladora de la acKvidad de la 
polifosfato quinasa.  
 

• La inacKvación de ppk2 no tuvo ningún efecto sobre los niveles de poli-P, 
indicando que Ppk2 no juega un papel directo en su síntesis. Sin embargo, la 
supervivencia reducida en la fase estacionaria observada indica que Ppk2 podría 
estar implicada en la modulación de las reservas de nucleóKdos a parKr del poli-
P acumulado.  
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Anexo 1. Genes que mostraron cambios significa,vos en su transcripción cuando se comparó la cepa 
DphoP con la cepa silvestre. (a) Genes regulados a la baja (log2 fold change <-1) o (b) al alza (log2 fold 
change >1) en la cepa DphoP. 
 
(a) 
 

 
 
(b) 

 
 

RefSeq NCBI Product Name Locus Normalized read means log2FoldChange padj

BL23 PhoP

LCABL_RS12775 LCABL_26160 Phosphonate ABC transporter, permease protein phnB 1660 158 -3,389 6,78E-248

LCABL_RS12770 LCABL_26150 Phosphonates import ATP-binding protein phnC phnC 2824 283 -3,313 0

LCABL_RS12780 LCABL_26170 Phosphonate ABC transporter, permease protein phnE 2275 235 -3,264 4,98E-275

LCABL_RS12765 LCABL_26140 Phosphonate ABC transporter, substrate binding protein phnD 5372 571 -3,229 0

LCABL_RS00800 LCABL_01600 acetate kinase ackA 4901 672 -2,863 0

LCABL_RS07860 LCABL_16090 Hemolysin III hly 5673 1144 -2,278 7,78E-95

LCABL_RS14750 LCABL_30170 argininosuccinate lyase argH 2060 638 -1,672 4,31E-94

LCABL_RS04630 LCABL_t24 !"#$%&'( 59 19 -1,373 3,78E-07

LCABL_RS04145 LCABL_08410 DNA-damage-inducible protein P dinP 2826 1122 -1,318 2,00E-72

LCABL_RS14745 LCABL_30160 argininosuccinate synthase argG 1273 515 -1,283 3,53E-43

LCABL_RS02665 LCABL_05380 hypothetical protein LCABL_05380 - 46 16 -1,22 1,35E-05

LCABL_RS03435 LCABL_06990 Lsa lsa 4884 2139 -1,175 5,33E-53

LCABL_RS03995 LCABL_08110 ABC transporter ATPase and permease protein mutT 494 218 -1,142 1,07E-23

LCABL_RS07145 LCABL_14590 hypothetical protein LCABL_14590 - 226 99 -1,114 3,28E-12

LCABL_RS03400 LCABL_06910 serine/threonine transporter SstT sstT 796 358 -1,112 4,46E-22

LCABL_RS01290 LCABL_r07 )*+,-./0/1'(+"#$ 189 77 -1,104 7,36E-07

LCABL_RS06800 LCABL_13870 F0F1 ATP synthase subunit gamma atpG 37024 17040 -1,072 6,55E-19

LCABL_RS00310 LCABL_00610 HTH-type transcriptional repressor Bm3R1 bm3R1 1142 533 -1,069 7,98E-27

LCABL_RS02135 LCABL_04300 Sodium-dependent dicarboxylate transporter sdcS (Na(+)/dicarboxylate symporter) sdcS 960 459 -1,032 5,20E-28

LCABL_RS12000 LCABL_24590 General substrate transporter:Major facilitator superfamily MFS_1 - 181 83 -1,031 5,40E-11

LCABL_RS03140 LCABL_06360 hypothetical protein LCABL_06360 - 151 69 -1,006 2,20E-08

LCABL_RS00305 LCABL_00600 MMPL precursor - 9914 4904 -1,002 2,21E-54

RefSeq NCBI Product Name Locus Normalized read means log2FoldChange padj

BL23 PhoP

LCABL_RS04885 LCABL_09900 Phage protein - 33 137 1,911 4,12335E-19

LCABL_RS17195 LCABL_13030 hypothetical protein LCABL_13030 - 27 103 1,751 4,44033E-14

LCABL_RS17060 !"#$%!&%'()*+#,$%&'-+./01.23456787 42 154 1,743 1,24372E-18

LCABL_RS16965 LCABL_09930 hypothetical protein LCABL_09930 - 50 177 1,713 4,12335E-19

LCABL_RS04860 LCABL_09850 hypothetical protein LCABL_09850 - 235 793 1,7 9,18032E-38

LCABL_RS10940 LCABL_22430 Oligopeptide ABC transporter, ATP-binding subunit oppD 2390 8679 1,668 2,41165E-12

LCABL_RS04890 LCABL_09910 Major tail protein, phi13 family - 114 379 1,662 2,06873E-27

LCABL_RS04940 LCABL_10010 hypothetical protein LCABL_10010 - 30 105 1,644 7,1953E-13

LCABL_RS04925 LCABL_09980 Orf59 orf59 173 558 1,633 1,26887E-33

LCABL_RS03915 LCABL_07940 hypothetical protein LCABL_07940 - 1312 4155 1,631 1,68985E-56

LCABL_RS04880 LCABL_09890 hypothetical protein LCABL_09890 - 37 125 1,624 2,34982E-15

LCABL_RS04895 LCABL_09920 Phage protein - 163 525 1,62 2,97701E-27

LCABL_RS10935 LCABL_22420 Oligopeptide ABC transporter, ATP-binding subunit oppF 2765 9722 1,606 5,84453E-11

LCABL_RS05490 LCABL_11160 Phage protein - 2112 6528 1,596 1,07736E-53

LCABL_RS10945 LCABL_22440 Oligopeptide ABC transporter, membrane-spanning subunit oppC 2073 7020 1,59 1,97513E-12

LCABL_RS04865 LCABL_09860 hypothetical protein LCABL_09860 - 21 76 1,583 4,41009E-09

LCABL_RS05485 LCABL_11150 hypothetical protein LCABL_11150 - 1764 5373 1,583 1,58817E-67

LCABL_RS05495 LCABL_11170 Major tail protein, phi13 family - 3628 11119 1,579 3,01993E-45

LCABL_RS05500 LCABL_11180 Phage protein - 5293 16156 1,577 3,35621E-49

LCABL_RS10995 LCABL_22530 hypothetical protein LCABL_22530 - 1424 4291 1,572 1,8067E-82

LCABL_RS05170 LCABL_10490 Sensor protein (Fragment) hpk2 3018 8968 1,562 1,938E-172

LCABL_RS04920 LCABL_09970 hypothetical protein LCABL_09970 - 133 403 1,538 6,57289E-29

LCABL_RS10950 LCABL_22450 Oligopeptide ABC transporter, membrane-spanning subunit oppB 1862 5967 1,531 9,97482E-13

LCABL_RS05465 LCABL_11110 hypothetical protein LCABL_11110 - 13886 40734 1,516 4,72962E-41

LCABL_RS13755 LCABL_28150 HTH containing DNA-binding domain and MocR-like aminotransferase - 4269 12269 1,503 1,42789E-69

LCABL_RS05535 LCABL_11250 hypothetical protein LCABL_11250 - 1883 5407 1,501 3,60425E-70

LCABL_RS05470 LCABL_11120 hypothetical protein LCABL_11120 - 1028 2973 1,495 3,87055E-40

LCABL_RS05545 LCABL_11270 P163 P163 2689 7676 1,486 2,59628E-51

LCABL_RS04855 LCABL_09840 Clp protease domain protein clpP 152 442 1,484 5,37986E-28

LCABL_RS06455 LCABL_13150 hypothetical protein LCABL_13150 - 119 348 1,476 5,48893E-22

LCABL_RS16970 LCABL_11190 hypothetical protein LCABL_11190 - 1819 5188 1,473 9,49615E-37

LCABL_RS04935 LCABL_10000 Holin ejh 107 311 1,471 2,30394E-22

LCABL_RS04930 LCABL_09990 hypothetical protein LCABL_09990 - 99 285 1,461 9,26694E-23

LCABL_RS05530 LCABL_11240 Orf59 orf59 1403 3937 1,46 6,59258E-49

LCABL_RS05540 LCABL_11260 hypothetical protein LCABL_11260 - 93 269 1,459 4,03315E-20

LCABL_RS10450 LCABL_21440 Prolyl aminopeptidase pepL 910 2752 1,444 1,9757E-11

LCABL_RS05480 LCABL_11140 Phage protein - 187 524 1,427 2,42591E-22

LCABL_RS05550 LCABL_11280 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase lys 3698 10019 1,407 7,02006E-41
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LCABL_RS06400 LCABL_13020 hypothetical protein LCABL_13020 - 390 1057 1,399 8,86431E-35
LCABL_RS05525 LCABL_11230 hypothetical protein LCABL_11230 - 1550 4163 1,396 3,67652E-43
LCABL_RS05460 LCABL_11100 Clp protease domain protein clpP 12971 34328 1,38 8,88653E-49
LCABL_RS06415 LCABL_13050 RecT protein recT 379 980 1,341 2,96004E-41
LCABL_RS06425 LCABL_13070 hypothetical protein LCABL_13070 - 582 1505 1,334 1,92092E-32
LCABL_RS06450 LCABL_13140 hypothetical protein LCABL_13140 - 157 407 1,321 1,05616E-24
LCABL_RS16855 LCABL_13170 hypothetical protein LCABL_13170 - 140 363 1,32 1,38175E-21
LCABL_RS06410 LCABL_13040 hypothetical protein LCABL_13040 - 223 570 1,313 3,68196E-28
LCABL_RS06420 LCABL_13060 Prophage pi1 protein 12 pi112 372 940 1,306 5,58026E-39
LCABL_RS06390 LCABL_12990 Helix-turn-helix motif - 49 132 1,304 7,26438E-11
LCABL_RS15080 LCABL_30870 hypothetical protein LCABL_30870 ps609 1004 2525 1,294 4,96849E-31

LCABL_RS06405 !"#$%&'()*&!"#$%+,-./$*&0-*'/$*$*1+2)-'"$* 38 104 1,289 6,34229E-09
LCABL_RS01235 LCABL_02480 Cell wall-associated hydrolase - 19210 47176 1,288 2,2359E-128
LCABL_RS06435 LCABL_13110 hypothetical protein LCABL_13110 Ljo_1453 129 327 1,288 2,78509E-22
LCABL_RS06465 LCABL_13180 Putative autolysin regulatory protein arpU arpU 395 978 1,281 9,15582E-42
LCABL_RS05510 LCABL_11200 Tail tape measure protein tmp 23956 59706 1,28 3,95624E-29
LCABL_RS02485 LCABL_05020 pyruvate oxidase cidC 2979 7268 1,272 2,691E-66
LCABL_RS15180 LCABL_31070 Glucosamine-6-phosphate deaminase (Glucosamine-6-phosphate isomerase) (GNPDA) (GlcN6P deaminase) nagB 2480 6055 1,272 5,16183E-63
LCABL_RS04850 LCABL_09830 Phage portal protein, HK97 - 166 412 1,262 4,20285E-23
LCABL_RS06395 LCABL_13000 hypothetical protein LCABL_13000 - 290 710 1,246 5,99194E-23
LCABL_RS06445 LCABL_13130 hypothetical protein LCABL_13130 ORF38 60 151 1,245 7,23652E-12
LCABL_RS10955 LCABL_22460 Oligopeptide ABC transporter, substrate-binding lipoprotein oppA 8961 23624 1,239 6,68225E-09
LCABL_RS10465 LCABL_21470 Oligopeptide ABC transporter, substrate binding protein oppA 2043 5251 1,236 2,13361E-10
LCABL_RS05520 LCABL_11220 hypothetical protein LCABL_11220 - 25116 60235 1,229 1,55324E-30
LCABL_RS11075 LCABL_22670 hypothetical protein LCABL_22670 - 1778 4234 1,229 4,11437E-43
LCABL_RS10575 LCABL_21680 ABC transporter related - 3465 8174 1,226 1,4883E-75
LCABL_RS10460 LCABL_21460 Peptidase M42 family ysdC 1135 2948 1,221 7,99146E-09
LCABL_RS05515 LCABL_11210 Gp13 protein - 3740 8857 1,212 1,36523E-30
LCABL_RS16980 LCABL_13010 hypothetical protein LCABL_13010 - 164 391 1,199 3,92356E-19
LCABL_RS06440 LCABL_13120 hypothetical protein LCABL_13120 - 210 498 1,183 1,94679E-18
LCABL_RS16960 LCABL_07510 hypothetical protein LCABL_07510 - 4073 9420 1,179 1,03102E-30
LCABL_RS05430 LCABL_11040 hypothetical protein LCABL_11040 - 497 1139 1,174 1,33621E-37
LCABL_RS04905 LCABL_09940 hypothetical protein LCABL_09940 - 965 2203 1,167 8,6668E-39
LCABL_RS05455 LCABL_11090 Phage portal protein, HK97 - 20756 47504 1,161 1,17965E-27
LCABL_RS03420 LCABL_06950 Cold shock protein A cspA 28602 64409 1,147 1,41882E-37
LCABL_RS10455 LCABL_21450 D-aminopeptidase dppA 1196 3021 1,146 2,73789E-07
LCABL_RS15070 LCABL_30850 hypothetical protein LCABL_30850 - 478 1087 1,133 3,49988E-19
LCABL_RS11070 LCABL_22660 Hydantoinase/oxoprolinase - 4719 10417 1,11 2,01677E-27
LCABL_RS17175 LCABL_04900 hypothetical protein LCABL_04900 - 1758 3916 1,11 1,99902E-20
LCABL_RS11080 LCABL_22680 Permease for cytosine/purines, uracil, thiamine, allantoin - 1479 3223 1,102 2,42165E-38
LCABL_RS15065 LCABL_30840 hypothetical protein LCABL_30840 - 517 1142 1,102 3,77849E-22
LCABL_RS14125 LCABL_28890 hypothetical protein LCABL_28890 - 126 281 1,101 8,58165E-17
LCABL_RS15085 LCABL_30880 RepA protein RepA 2138 4695 1,101 5,41864E-26
LCABL_RS15090 LCABL_30890 Putative head-tail joining protein ORF8 472 1045 1,096 1,27404E-18
LCABL_RS00210 LCABL_00410 Orf2 orf2 303 661 1,09 3,79337E-25
LCABL_RS16990 LCABL_15640 hypothetical protein LCABL_15640 - 207 457 1,09 2,93175E-17
LCABL_RS01520 LCABL_03060 Peptidase T pepT-2 1989 4800 1,075 1,07192E-06
LCABL_RS10570 LCABL_21670 hypothetical protein LCABL_21670 - 8627 18217 1,066 4,59517E-66
LCABL_RS17075 LCABL_06070 hypothetical protein LCABL_06070 - 112 254 1,065 1,89148E-09
LCABL_RS01525 LCABL_03070 Oligopeptide ABC transporter substrate binding protein oppA 2545 6093 1,055 2,08215E-06
LCABL_RS06480 LCABL_13210 hypothetical protein LCABL_13210 - 65 150 1,044 2,9013E-07
LCABL_RS10220 LCABL_20970 ABC transporter ATP-binding protein yjjC 1291 2686 1,042 7,52815E-53
LCABL_RS08050 LCABL_16480 Histidinol-phosphate aminotransferase (Imidazole acetol-phosphate transaminase) hisC 1428 2958 1,03 6,40302E-38
LCABL_RS15075 LCABL_30860 hypothetical protein LCABL_30860 - 15 41 1,007 0,00021617
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Anexo 2. Alineamiento múl,ples de homólogos de Ppx1 de 91 miembros de Bacillota usado para 
construir el árbol de la Figura 51. Los aminoácidos en rojo corresponden a los bucles P1 y P2 y a dos 
residuos catalí,camente relevantes (R y E).  
 
alimeng/1-510 -------M---TDELNAVMDLGSNSVRLVIYQQGPHG-TQQELDNLKQTVRLSSHLDSHN 
efflacu/1-515 -----------MGTFIGIIDLGSNTARLVVYYKDEQG-SFYEFDNIKRVLRLSNHLQPNG 
tumflag/1-518 -------M---NTTQLAIIDLGSNSARLVIYEQDEQG-LLFETDNVKQVLRLSSHLTPDG 
kyrtusc/1-515 -------M---SHELGAVVDLGSNSVRLVIYRLGSQG-TQQEIDNLKQTVRLSSHLGDDG 
sulther/1-503 ------------MTLTGIMDIGSNSMRLSILKRFDNGG-FYVVDEHKSTPRLSNAIQADG 
ferorga/1-501 ------------MNVTGIIDIGSNSMRLSIIASLQSGA-YYVLDEQKTSPRLSQQIKRDG 
colludi/1-486 -------M---MTERIGIIDLGSNSSRFVIYEIRSNG-AYQPIFEMKQTVRLAQYMDEEK 
rosviet/1-509 ------------MNKSAIVDIGSNTIRLVIYSHYPDG-RYKEIENVKAVARLRTYLGEDM 
anocald/1-508 -----------MKEKYGIIDIGSNTIRLVIYERSKSG-RLREIENVKAVARLRNYLNYNH 
bacsala/1-510 -----------MSNKSAIIDIGSNTIRLVIYEHYKKG-RYKEIENVKAVARLRTFLDGDM 
calerzu/1-509 -----------MEQKFAIIDIGSNTMRLVIYRHEKIG-SFKEIENIKTVARLRNFLDENH 
halyeom/1-513 -------M---TKRYYSIIDVGSNTVRLVIYMSDNGG-RLREIENVKVVARLRNYLMDDG 
priarya/1-508 -----------MKRKVGIIDIGSNTTRLVIYVQPQKGVPFKEVENIKMGVRLRTYLNDEK 
mancuni/1-511 -----------MKSKIAIIDIGSNTIRLVIYDVQEDG-RIKEIENVKTVARLRYDLDKES 
ocesoja/1-511 -------M---KTQNYAIIDIGSNTMRLVIYEKTKSN-RLKEIENVKASSRLRTFLEEDN 
lystimo/1-515 -------M---RRLKTAIIDIGSNTIRLVLYKYDKND-GLNEFGNIKKVARLRNYIQSNG 
paesuae/1-508 ------------MEQIGIIDMGSNSIRFVIYEIDEYK-CYKEIQNLKIPARLSTYIDDEG 
cytspon/1-514 -ML---EK---TPPKWAIIDIGSNTIRLVIYEKVFG--TYKEAENIKAVARLREYLNEGE 
aqualbu/1-510 -------M---EKKHYAIIDIGSNTMRLVIYLQEKAG-RLREVENVKAVARLRNHLNDNS 
metlito/1-509 -------M---NQEKYAIVDIGSNTMRLVIYLREKSG-RLKEIENVKVVARLRNYLSDEG 
robkorl/1-506 ------------MNKWAVIDIGSNTIRLVIYVETTNN-FYKEVENIKAVARLRQYLNEEK 
perfrig/1-509 -------M---IKEKYAIIDIGSNTMRLVIYQRDKSQ-RLKEIENVKIAARLRNYLNDDS 
niaendo/1-511 -------M---TKEKWAVIDIGSNTIRLVIYAKILSG-SYKEAENIKTVARLNQYLNQDN 
liscost/1-511 ---------MVKPKLFSAVTIGSQSVTLKIMDISR----QEVLEALRADVSIGTDIYNHK 
brehumi/1-511 -----------MESYIGMIDLGSNTARLVVYHQDNQG-LLYEIDNMKRTLRLSNYLH-DG 
anedani/1-509 -----------MDKYSAVIDMGSNSVRLVIYYETAEG-TSYEVDNIKNTIRLSTFLNEHN 
paearte/1-509 -------MT---EQRIGIIDIGSNSVRLVVYERTAGGA-NRVIDGSKRAARLSEHVDENG 
lonpaci/1-502 -----------MLQRIGIIDIGSNTIRLSIFEKTNINT-LHILDKNKYTARLSQRLSSNN 
cohther/1-517 -------MK-PFNQVTGMIDIGSNTVRLAVYQVAANGA-YRVIDQGRWPARLSQKLDSHG 
spolaev/1-505 ---------MAKHKLFASITVGLQTIVLKIADLTN----MSILDYVKANVSIGADIYNQQ 
stamass/1-510 ------------MERIALIDIGSNTIRLVIFEYNRMI-GLNEIQNIKTPARLSQYLTDDQ 
macarme/1-510 ------------MKRIGLVDIGSNTIRLVIFDYSVEI-GLQELQNIKTPARLYQYLDSDK 
maccase/1-511 -----------MMKRIGLVDIGSNTIRLVIFDYSVEI-GLQELQNIKTPARLYQYLDSDK 
fachomi/1-520 -------M---HDQKIALIDIGSNTIRLVIYGINAYC-DMNELLNLKTPARLSQYLDQTK 
ruotaba/1-517 -------M---YKEVIGVIDIGSNTIRLVIFGLDEQY-NYIEIQNIKTPARLSQYLITDK 
aersang/1-515 -------M----KERIGLVDIGSNTIRLIVVDIDDHF-GLHEIQNIKIPARLYHHLDEES 
suiacid/1-517 -------M---YTEKVAIIDIGSNTIRLVIYGIDAQY-NYIELQNVKTPARLSHFLEEED 
glosulf/1-517 -------M---YNEKIGLIDIGSNTIRLVVYAIDHRF-NITELQNIKTPARLSQYLERSK 
funculc/1-519 -------M---FKEKVAIIDIGSNSIRLVIYGIDEEY-NFVELQNVKTPARLSENIQMIN 
hutsour/1-517 ------MI---FKEKVAIIDIGSNTIRLVVYGIDSNY-DYIELLNIKTPARLSQFLESDD 
ignruof/1-517 -------M---HTERLAIIDIGSNTIRLVIYGINRYF-DIEELHNVKTPARLAEFLHEKK 
erecole/1-517 -------M---YTEKIALIDIGSNTIRLVIYGIDQTH-HFVELHNEKIPARLSQYLDQKK 
vagmass/1-517 -------M---YKEKVGIIDIGSNTIRLVIYGIDHYY-NYIELQNIKTPARLSQNLEQIG 
allotit/1-519 --M---VHQNKQANRIGLIDVGSNTIRLVIFEIDAVN-SFREILNIKNPARLAQYLDG-- 
alkkapi/1-521 -------MT---RERIGLLDVGSNTIRLVIFEKDDHQ-GFIELQNIKTPARLVQYVDDK 
markali/1-519 -------MV---NQRIGLIDVGSNTIRLVIFEIDQNQ-TITELQNIKTPARLVQYLDTD 
atotaba/1-521 -------M---TNQRIGIIDVGSNTVRLVIFEIDNYY-SMIELQNIKTPARLVQYLDDE 
desince/1-519 -------M---STERIGLIDIGSNTVRLVIFETDAYY-NLHELQNIKTPARLYLYLSEE 
triilyi/1-512 -------M---LLERIGLIDIGSNTIRLVIFEIDEHF-TMFQVQNIKTPARLFQYLDKK 
graseri/1-519 ------MT---VLEKVGIIDIGSNTIRLVIFEIDENY-QYREIQNIKTPARLFQYLDAD 
jeocaen/1-522 -------M---SSERIGLIDIGSNTIRLVIFDIDENY-NIRQLQNIKTPARLSQYLNEE 
entital/1-516 ------MG---KTKKVAIIDIGSNTVRLVIYQVSPVG-NISQLQNVKLPARLYQYLDENQ 
bavseil/1-519 -MT---KT---KKDRIGLMDIGSNTIRLVVYELSANH-IPYELQNVKTPARLSQYVDDD 
lacBL23/1-509 --M------AN--NIQGFVMIGAQAIVFSITNLRT----LKTIERGRYPVAIGDDFYAEH 
lacsela/1-510 --M------AK-KVDYGVIVIGAQSVYCSIINLKT----LQELERVEYEVSIGDDVFARH 
agrcomp/1-512 --M------ARKQKLIAVVVIGAQNIFLQIADITS----RQIIESVHYDIDLGEDIFSEK 
schshen/1-515 --M------AKGTGIIGFVVIGAQAVFIRAVDR-K----MHVVESAQTDVDIGEDIFTNQ 
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lacplan/1-509 ----------MAAKLFGIMMINVQSIELSIVNLRT----LRQVERVRSDVSLGEDIYDQH 
frusanf/1-509 ----------MAAKLFGIMMINVQSIELSIVNLRT----LHQVERVRSDVSLGEDIYDQH 
nicspur/1-512 --M------PVNINFSAIIVMGAQNIYVQVIDLTH----AKVVEDTRYDIDLGEDVFSER 
loiback/1-509 --M-------AKAKLFGAIVMSAQSIDLTIVNLRN----LETVERVSAPVALGDRLFTEG 
apitimb/1-512 --M------PNEYNFSAVIVMGSQNIYVQIVDINN----ASLIENAHYDIDLGEDVFSDR 
levbrev/1-510 ----------MADDYFGAMLVNVSSIELSIVNLKS----GTQVERVKSTVAIGENIYNHE 
secmixt/1-510 ----------MATHYFGTMLISVQGLDLLIVDLKT----LKTIERVHKELSVGDNLYHHQ 
weisaga/1-513 ----------MTQKYFGVMTVNITGVELVIVNLKT----HKSLEKVNKEINLGDDVYRNR 
ligacid/1-508 ----------MTSRYFGAIILNVVGLELRIADLKT----GKTLEHVQKNLQLSDDIYNQN 
lenhilg/1-521 --MSKWENVDMAQKYFGAIMVNVSGVELLIVNLKT----RKTIERVTKEINLSDDIYHDH 
pausueb/1-508 --M-------SQPNLTAQIVINAQSIDLCITDLKK----MKIIEQASAPVTLGDHLFISG 
furmili/1-508 --M-------AKGSLYGAMVISAQDMQLIIVDVKR----QAVIERVSAPIHLGNDLFAGK 
perbeni/1-504 ----------MAKNLIGEILVGTTSVKLVVSNINT----FKVIEKVHKDMRVGAEIYDSN 
liqnage/1-502 ----------MAGKLFGVIYLTPRQIKLSIIDLKT----LKLIES-STATYF-QVTDE-- 
leuholz/1-497 ----------M-ATLEGIILLNSSTAALQIVNTKT----GEKLENVTREFSE-SD-INSP 
lacprot/1-510 -------M---KRHKIALIDIGSNSVRLVIYDIQKEY-TYKEIQDIKMPIRLYQYLDEYG 
anobury/1-524 MPE------TRKKAVMSAIDIGSYSLKMKIVEVDEDG-QVHTIEKLSKPASLGRDTFSMG 
cloacet/1-516 MDE------KQALTTVAGISVGSYAVRMKISEVLPEG-KTRTLERTSKSIALGRDTFSKG 
petxyla/1-521 MSR------KNKSEIIAGIDVGSHALRMKIAEVWENG-EIKTLEMLRHPIFLGRDTFAMG 
thecaen/1-520 --M------YCPPRLFAAIDIGSYRLKMKIVEVTPEG-RIRDLETVDHLILLGRDTFNDG 
blamass/1-514 -MK------TMAVTTFAAIDIGSYEVSMKIFEMSKRI-GFREINDVRYQLELGRGTYAAG 
anafaec/1-521 ----------MPINTFAAIDVGSNEVSMKIFEISKKN-GIHELDHVRHTIELGSETYTNG 
lacsacc/1-513 ----------MQMATFAAIDIGTYDVFLEIFEISRKQ-RIRSIDKIRHRIELGKDTYTNG 
petatla/1-512 ----------MSKNLIAAIDVGSHAIRMKIGEINKAG-DFRLLEKFRKIAVLGHDTFANE 
acestic/1-513 M--------GKSTKLVSAIDVGSNTIRMIIAEIGEST-GINIIDEVKKPIDIGKDTYNYG 
seralka/1-514 MNK------SKKPLTIAGISVGSHALKIKIVEVTEKQ-EIITLEKVSKKTSLGRDTFSKG 
anacarb/1-518 ---------MKKNQIIAAIDVGSHALRMKIAQISNHG-QMKALELLRYPISLGRDTYAMG 
geoferr/1-520 MNQ------KTKREAMAGIDIGSHALRMKIVEVHNEE-KVKILEMLRHPISLGRDTFTMG 
tincali/1-522 MNR------KRKPTVMSAIDIGSYSLKMRIVEVDEEG-NTRLLDRVTHPAALGKDTFSTG 
selbovi/1-507 ---------MAAKNLFGVIYMSTAKLEMLIVSLKP----LHVVEHMASAKFV-QRMDKSK 
prohipp/1-516 -MS------GKAPDLFAAVHIGSEQISLQIVEYKSLQ-DIKVIERANYQMVLGEETFKTG 
spoovat/1-515 -MG------RHAPDRFAAIHVGSEQIGIQIVEYTNMD-DVKIIEQSYRQVMLGEETFKTG 
denquer/1-519 MLK------EATCNLFAAIHLGSEQVGIQIVQYRNID-DIKVVDQAARQVSLGEETFKSG 
calkiri/1-518 MSK------DLNSELIAGIDIGSHSIKMKIAEINENG-EIRTLDNLRRTASLGKDTFTTG 
//// 
alimeng/1-510 -----MLSEKGIQRTVRIISQFKQLCDAYGVTRIVGVATQAVRMAVNRDTLLQRITEHTG 
efflacu/1-515 -----LISETGFQETMDCMRQFKELCDARQVSEVIGVATAAVRQASNGQELLAAIHRNTG 
tumflag/1-518 -----QLDESGVHLTLNCLRHFKDICDARGVTEIVGVATAAMRQAENGAELRDRIERETG 
kyrtusc/1-515 -----RIAEAGIKAALRVLEQFCQLCRAYGVTHITGIATQAVRMAVNREEVLKRIYEATG 
sulther/1-503 -----TLSERGIVELMTHLSEFQGLCKAYNVSRLVAIGTAALRAAKNRDDIVRLVRQEIG 
ferorga/1-501 -----ALAEEAVRDLIEKLHGFIGLCRAHHANRIEAVGTAALRAATNRKEIVERIERETG 
colludi/1-486 -----HITDEGIQRAIACVKLFYRTGQLYGVTHWIPVTTAAVRQAANKNQILQSLEFETR 
rosviet/1-509 -----NLSKEGLDKLLKVLKSISEILEFHEISAARCVATATIRQAGNREEIISAVKRETG 
anocald/1-508 -----ILTDEGIAILLDTLRSFQEITRYHQLKRVKCVATATIRQAKNQNEIIRLVEENTD 
bacsala/1-510 -----KLAAEGIDKLMNILKGFMEVLDFHEIPNVRCVATATIRQAENKEEVLTIIKKETG 
calerzu/1-509 -----CLNEEGMNLLIDTLKNYEEITNYHQVETVKAVATAAIRQAKNQQEILERIRANTN 
halyeom/1-513 -----RLSDEGLDVLLNTLKSFKEVADVYTLEEKVCVATATIRQAENQEQIIHSVSEQTG 
priarya/1-508 -----IVSDEGISLLIDTLHSFQSLLHHYKVTDITCVATATIRQAKNKEEILHIVQEKTG 
mancuni/1-511 -----VLSDTGINKLLNALSGFKEIILHHDVQYVKAVATATIRQANNQETILIEVKEKTG 
ocesoja/1-511 -----TLNQAGIDRLIDTLKSFQEVLATYTLQDTICAATAAIRQAVNKKEIETQIVQKTG 
lystimo/1-515 -----EMSEDGIQILSNTLVSFKEILEDYEVTDIKAVATAAVRQAKNGKKIIARMKKETG 
paesuae/1-508 -----AMTKDGIDKVLETLKRFEPVVANYELSSMRGVATAAIRNATNSEEILDAIKEHSI 
cytspon/1-514 -----ILEEEGIQVLLKVLAGFKDIIKFHQINSVKCVATATIRQSRNQKSILEKVNTETG 
aqualbu/1-510 -----MLTDDGLTILINTLKSFKEVANTYELTDLICVATATIRQAKNQDSIQQIVEDKLG 
metlito/1-509 -----VLMDEGMSILINTLLSFKEVTNHHKLDEVKCVATATIRQAQNQQAVLEKVKAETD 
robkorl/1-506 -----ILSDQGVQKCLTILKGFKEIIDFNGIKEIKCVATATIRQAVNKSEVLEKVMGEVG 
perfrig/1-509 -----FLNDEGISVLVSALHSFQEVTRHHDLKNVKCVATATIRQSENREAILEKVQQETD 
niaendo/1-511 -----DLSKEGIALLIDILQGFKEILAFHQVTKIHCTATATVRQSKNQVEIQALVKEKTG 
liscost/1-511 -----TIAASTMHETSTALAGFVQLMRDYDVTEYRAVATASVREALNAEYVKEQIRLQTG 
brehumi/1-511 -----YLAKEGIDQTLSVMRQFRSLLEARQVKHVVGVATAAVRQARNGLTLLKEIEHETG 
anedani/1-509 -----EIIEPGIKEVLRVLTQYRQLCEARKVSSVIGVATAAVRKAINKEELLTRIYETTG 
paearte/1-509 -----ALPEGTVDELVDMVNHFRLICAHHKTGMIRAVATAAIRNSANRDRVLRRIEAETG 
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lonpaci/1-502 -----DIPIQELDDIVSTLLHYKNLCHLHHVATIHTVATAAIRNADNTQHVKQYLEMKTG 
cohther/1-517 -----RLPLEAIDELADVLRHFRRICSMHGAQRIRAVATAAIRQAANRAEVLDRLSRETG 
spolaev/1-505 -----MIAFQTVDQACHQLAGFVQIMKDYGVTSYRAVAASSVQEARNAEYVREQIRIKTG 
stamass/1-510 -----QMTDEGIDVLTDTLKSFKKVSDKYKVDALYPIATAAIRQSANQDVILQRVKDAID 
macarme/1-510 -----VMSDKGIDVLCDTLQSFEKVADKFNVDALYPVATAAVRQSQNIDAIIARVKAETG 
maccase/1-511 -----VMSDKGIDVLCHTLQSFQKVADKFNVDVLYPVATAAVRQSKNIDAIIARVKAETG 
fachomi/1-520 SGEIT-LSPQGIKVLVDTLTAFHRTCQAHKVNEEIILATAAIRQSQNQDEIRQAVKTTTG 
ruotaba/1-517 DGKNPQMAQDGIDKLIEALISFKVVAESFNVAQILPMATAAVRQSVNKASILEQVKEATG 
aersang/1-515 -----IMDQAGIDLLCQILDNFAHESQILKADKLLPKATAAIRQSKNYQEILDTVKERTG 
suiacid/1-517 -GQK-WMRQEGIDRLIQTLQSFNEVCWHYNVDVIRPMATAAIRQSANQEDIFAQVIEATG 
glosulf/1-517 KSVV--MSQTGIDLLIEVLQSFKIVADKAGVDKLFPVATAAIRQSDNRDDILAQVKKQVG 
funculc/1-519 EQAI--LDQTGIDKLISALDSFKYVIESYQADTVIPKATAAIRQSANQASIIEQVEQATG 
hutsour/1-517 QGQK-WMNQAGIDRLVEALNSFKQAAESLEANQIKSMATAAIRQSANQAEIFQQVQAKTG 
ignruof/1-517 GQTI--LDQAGIDRVIMTLNSFKQVMRRFQVDTVKAMATAAIRQSSNQKEILAAIDQATG 
erecole/1-517 GQVI--LNKDGLNVLIEILHNYHQVCQEFKVDTILPKATAAIRQSSNQADIIDTVKTVTG 
vagmass/1-517 GQTV--MSQAGIDKLVETLQSFKYVWQAAQAQTLKVMATAAVRQSANQEDILAQVKAQTG 
allotit/1-519 ----TMMSDQGVDLLIDILKNYADIAKLYQIKQLIPIATAAIRQSDNAIRILQRVKEKTG 
alkkapi/1-521 ----NIMSEEGIQKLITVLKSFTEIAGRYAIIDLISIATAAIRRSKNKNTILRRVEEEVG 
markali/1-519 ----STMSKKGIDVLVAALESFTEIAERYHIETMIPVATAAIRRSKNAKAILKTVKSKTD 
atotaba/1-521 ----NHMSQEGIDVLIQIMKSFREISVRYKIDALLPVATQAIRQAKNADEIVQQITAATD 
desince/1-519 ----KILNQEGIDKLTEIMHSFKQVAIQYEVDTLMPVATAAIRQSKNQQEILDHIKEETG 
triilyi/1-512 ----KMMSQAGIDMLVKVLKSFKAVADQYKVSVLMPVATAAIRQSSNRDDIMKQVRKATG 
graseri/1-519 ----KVLSPEGIQNLSDILSSFSVVLKEYKVETVIPVATAAIRQSTNQKEIVKTIKKNTG 
jeocaen/1-522 ----KWMDQAGIDVLVEILQSFQQVAVYYQVAQLLPMATAAIRQSSNREEIIEQVAEKAG 
entital/1-516 -----ELSESGTAKLVEVIQLFQEILSEFDVDEIIATATAVIRQATNRQAVLAKVAEQTK 
bavseil/1-519 ----GVLSAEGIAVLITAVKSFKAICDGAKVNTLLPMATAAVRNATNQAEIVAATKEATG 
lacBL23/1-509 -----EILPDTVDAIVQAFDAINQIFKDYGVPTVNVFASTSWAEADNAEFVRDQLYTRTG 
lacsela/1-510 -----EIQIETVDTVIEALTACQRLLKDYGLKPDRVVATNAFHEAANAEYVRNQIYVRTG 
agrcomp/1-512 -----VIHSQTVNEISTALFSVQQLLTDYQVPETQCYATHSFHEADNGEFVRDQLFERTG 
schshen/1-515 -----RIQPATVNRVTEVLNQARLIFAGVGADAVYVVATHSVAEADNAEFVREQLQDRTG 
lacplan/1-509 -----TIDYDSVEQAAQALSGFVQIMNDYGVKDYHLWGSWSLSSANNADYIQDQLLVRTG 
frusanf/1-509 -----TIDYYSVEQAAQALSGFVQIMNDYGVKDYHLWGSWSLSSANNADYIQDQLLVRTG 
nicspur/1-512 -----VVHSDTVNEIATALNVIKDLLNEYHVSNYQFYATHAFHEAKNSEFVREQLEERSH 
loiback/1-509 -----GIDYDVVDEAVSALRGFQQLMTDDGVTDERVVASHTITDAENISYVRDQIYTKTG 
apitimb/1-512 -----FIAGDTVNEIVSSLEVVKNLLLDYQVSDYQFFATNAFHEARNSEFVRDQLQKRTN 
levbrev/1-510 -----DIDFETVAEAAEALRGFLQIIKDYGVTHYQLWGSQALSSAPNAEFIRDQLYVRTG 
secmixt/1-510 -----PIQFELVDQMTSSLRGFLQLLNDYQIEDYQLWGSEALSRATNADFIADQVFLRTG 
weisaga/1-513 -----PVQFTSVNKIVEALTGFIQILRDYDIENYQLWGSQGLSQAINADFIADQFYLHTG 
ligacid/1-508 -----VLSVDSVNQIVDGLRGFVQLLHDYRIKDFQLWSSQAISNVKNADFVADQLYMHTG 
lenhilg/1-521 -----RVQYEIVSKVAEALTGFVQILHDYGVENYELWGSQALSQAINADFIADQLFMHTG 
pausueb/1-508 -----GITAAIVDDAIDVLVKFKMVMADYGVTDANLVASHAVSQAENINFIQDQIYIQTG 
furmili/1-508 -----RIDPERSDEVVTILQRFLQLLKDYNVTDYRLVASHTITRAENIDYIRDHIYIMTG 
perbeni/1-504 -----TVPMELSESLITALQGFRQILADYGIVTRHIWASEMFMQADNAAYIADQILHATG 
liqnage/1-502 ------HYPKNIQMVAEKLRGFQQLLRDYGVKNYRLWGNQQSLDDVSARYLAEQIFVRTG 
leuholz/1-497 -----IFSTEIMRRALEQVHKFQQLLRDYAVKTVQLFGSETLSQMKNAVYFADQVESTTG 
lacprot/1-510 -----NLSQIGIDELIKTLRIFEDIIKLYHPKKTITTATAVIRQARNSSDVLKELERRSN 
anobury/1-524 -----KVSYETVEEACDIVTGFQRLMQEYQSKHYRAVATSAIREAQNRDYLVDQIKLKTG 
cloacet/1-516 -----KVSYEIANEVCEVLRGFKKLMNEYKVKTYRAVATSGIREAENNDYILDQIYSKTG 
petxyla/1-521 -----KVSFETVDETCEILKGFKRLMTDYHIKTYRAVATSAVREAQNKDYIVDQIKLKTG 
thecaen/1-520 -----KLSFESVKKTCEAIQGFKRLMADYGVTEWRVVATSALREAANRDFMIDRIKFQTG 
blamass/1-514 -----RLEMETVDELCEILNDFKRMMAEFGVESWRACATSSLRELENPVIILEQIYQRTG 
anafaec/1-521 -----KISHTMVNELCQVLHGFTKKMKEYHVEDYTACATSALREALNNLLILDQIKITSK 
lacsacc/1-513 -----KISPEMEEELCSVLGDFVRIMDGYKVNAYRAVATSSLREAENSLFILGKIRQLTG 
petatla/1-512 -----KVSFESVDKTCEILKNFRMTMDDYGVKRYVMMATSAIREASNKDYIMDQIKLKTG 
acestic/1-513 -----KISIETIKEACKILKNFKKLMLDYRVTEYRAVSTSGIRESANCDYVLEQIRISSG 
seralka/1-514 -----KVSYEVVDEVCQILKGFKRLMNTYKVQTYQAFATTGIREAENRDYILDQIKSKTG 
anacarb/1-518 -----RVSFKTVDETCEILKGFKKLMADYGVKMYRAIATSAVREAQNRDYIADQIRLKTG 
geoferr/1-520 -----KVRFETVDETCEILKGFKKLMNDYHIETYRAVATSAIREAQNRDYIVDQIKLKTG 
tincali/1-522 -----KVSYETVEHICEILTGFQQLMQEYGSRHYRALATSAIREAENREYLIDQIRLKTG 
selbovi/1-507 ------IYQSELGKIIFSLQGFRQVLKDYGVKRYHFWASQQLIDDVTARYLAEQIEVRTG 
prohipp/1-516 -----QISFSAVSELCELLKGYRRLLAEYGVTEYRLVATTAIREADNQQYIIDQIRVKTG 
spoovat/1-515 -----RISFGAVSEICELLKGYRRLLGEYGVRDYRLVATTAIREAQNQPYIIDQIKVKTG 
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denquer/1-519 -----RISFLAINELCELLQGYKRLLAEYGVRDYRLVATTAVREAVNRYYILDQIKVKTG 
calkiri/1-518 -----KISFKTVDEICEILKGYKQVLNDYRIKQYRAVATSAVREATNKDYVVDQIKLKTG 
//// 
alimeng/1-510 IEFRVVSGQEEAHYGYLAVVNSI-------P--F-EQGVTIDIGGGSTEITYFQDRKLVY 
efflacu/1-515 IPFRLLTGEEEAYYGYLAVVNSM-------N--V-SDGISVDLGGGSTEVTLIRDRKLQE 
tumflag/1-518 ISVRILSGPEEAQYGYLAVVNTM-------N--V-RDAFTVDIGGGSTEVTWVEDRRCVH 
kyrtusc/1-515 IPFRVVSGEEEARYGYLAVVNSL-------A--L-EEGVTVDIGGGSTEITVFRDRRLVR 
sulther/1-503 LDIQVISGEEEALLGYSAITHTL-------R--V-DTAYVIDIGGGSTEISLLEGGKLIA 
ferorga/1-501 LHVEVISGVEEAALGYSAVAHTM-------T--L-CDALLIDIGGGSTEVTLVRGGSAIA 
colludi/1-486 LTFRVLDGFEEGRYGYLGVINTI-------D--V-QDALLFDIGGASIELMYVRGRQLEQ 
rosviet/1-509 MNIEILSEEQEAFYGYLAVISST-------P--A-ETALTIDIGGGSTEITFFEERKLKE 
anocald/1-508 FRVRVLTGEEEAYYGFLAVVNST-------P--I-PEAVTIDIGGGSTEITYYKNRQLVH 
bacsala/1-510 MDIEILSEEQEAYYGFLAVISTT-------P--A-DTALTIDIGGGSTEITYFENRKLIH 
calerzu/1-509 LQVKVLSEYEEAYYGFLAVVNST-------S--I-TEGITIDIGGGSTELTYFKDRKLIE 
halyeom/1-513 FDMRILSESEEAYYGYLAVVNST-------P--I-TEGVTVDIGGGSTEITYFKDRKIIE 
priarya/1-508 FTLMLLNEYEEAFYGYTAVTHST-------D--I-KEGITVDMGGGSTEITYFRNRELIE 
mancuni/1-511 IDIQILSEYEEAYYGFVAVALTT-------P--V-QSGITIDIGGGSTEITLFENKQLKH 
ocesoja/1-511 LNIRILSEEEEAYYGYLAVVHST-------S--L-KEGITVDIGGGSTEVTYFENRELKD 
lystimo/1-515 IRIELLSEEEEAYFGFLAVAHSM-------D--T-PSAVTIDIGGGSTEITLYIEKKLQK 
paesuae/1-508 FPVDILSEEQEAYYGYLAVTNSM-------D--V-PEGITIDIGGGSTEVTYFKDRELLH 
cytspon/1-514 FNIQILSEQEEAYYGYYAIIHTT-------P--I-EEGVTIDIGGGSTEITYFKDRKIVH 
aqualbu/1-510 LHIRILSEKEEAFYGYLAVVNST-------S--I-KEGITVDIGGGSTEITYFRNRKLIE 
metlito/1-509 FVIRILSEYEEAYFGYLAVVNTT-------P--F-DHGITIDIGGGSTELTYFANRKLIS 
robkorl/1-506 YDIDILSEEEEAYLGFLAVVNTT-------A--V-KDGVTIDIGGGSTEITYYQNKTLVH 
perfrig/1-509 FSIRILSEYEEAYYGFLAVVNST-------Q--I-SSGITIDIGGGSTEITYFENRKLIH 
niaendo/1-511 FDMKILSEKEEAFFGYYAVSHST-------P--I-DTGVTIDMGGGSTEITYFENRKLIH 
liscost/1-511 LEIAWVSNAEERFLHSQAAALKTPNFSQ-L--I-SEGTMLIDIGSGSIQLTVYDEGEFMF 
brehumi/1-511 ISIRLLSGEQEARYGFLAVASSM-------N--L-EEGITIDIGGGSTEITYFTDRRLQE 
anedani/1-509 FTFRVLSGEEEAYYGYLAVVNTM-------S--V-SEGFTIDIGGASSELVKFADRKLVE 
paearte/1-509 LPIELISGEQEAGYGFLGMINTM-------P--V-RDGFLIDIGGGSTEVSLFKDRSLVQ 
lonpaci/1-502 LTIDVLNGQEEAMYGFIGATYYL-------P--I-QEGFFIDIGGGSSELVYFRDRKIIH 
cohther/1-517 LSIELLSGEDEARYGSAAVLRTM-------D--V-ADGFLVDIGGGSTEISLIRNRKLTE 
spolaev/1-505 LNVEWLANAEERYLHNQAVAYNTDTFSE-L--I-QDGTMLIDIGSGSMQLTVYNDGHFLF 
stamass/1-510 VDIQIVPEEDEAYYGYYAVTHTT-------S--V-PDGVTVDIGGGSTEITLFKDKKLIH 
macarme/1-510 IDVRIISEEEEAFYGYYAVINTL-------D--Y-TDGVTVDIGGGSTEVTYFEDKELKF 
maccase/1-511 IDVRIISEEEEAFYGYYAVINTL-------D--Y-PDGVTVDIGGGSTEVTYFEDKELKF 
fachomi/1-520 STLRILSEKEEASYGQYAVNHSL-------S--L-EDMVTIDIGGGSCELTLSHNNSLVH 
ruotaba/1-517 LDINLVSEEEEASYGQYAITHST-------V--V-NDAITIDIGGGSCEITYYEDKNMVQ 
aersang/1-515 ITIDIVSGDKEAYYGYNAIIHTM-------S--D-HDALTIDIGGGSTEITYFKNKEIQA 
suiacid/1-517 FNIELVQEEEEALYGQYAVTHTN-------T--I-KDAITIDIGGGSCEITLYEDKQGVY 
glosulf/1-517 IEITILSEKQEATFGQYAILHSV-------D--V-PDGITIDIGGGSCEVTLFKNQKMVQ 
funculc/1-519 IRIQLVSEQEEALYGLYAVLHST-------T--I-EDAVTIDIGGGSCEITLYEKKELKH 
hutsour/1-517 LTIELISEEGEALFGQYAVTHTM-------I--T-PTAVTIDIGGGSCEITYFEDKQPIH 
ignruof/1-517 IQVELLSEQQEAEYGQYAVNYTM-------N--V-HDAITIDMGGASTEVTLFKDKEMVA 
erecole/1-517 LTIEIVTEEEEAKSGAYAITHSM-------D--I-DNALTIDIGGGSCEITLFEDKKVVQ 
vagmass/1-517 LTIEIVSEEEEASFGQYAILHSL-------P--I-EDAITIDLGGGSCEITLIEQHQMKA 
allotit/1-519 VDLELLSEKKEAYYGNYAVRHTL-------P--I-QDGISIDIGGGSTELTLFKDKQVRA 
alkkapi/1-521 LKLDILTEKKEAYYGNYAVRHTM-------D--I-VEGISVDIGGGSTEVTYFKNKEVKK 
markali/1-519 LALRILNEEEEAFYGNYAVRHTM-------D--I-RDGVTIDIGGGSTELTLFKDKQVVD 
atotaba/1-521 IEMRILTEKEEAYFGNYAVRHTM-------H--Y-PDGLSVDIGGASTELTLFKNKEVLH 
desince/1-519 IKITLLAEEQEAYYGNYAVLHSI-------D--E-PNGVTIDIGGGSTEITYFEDKKLVH 
triilyi/1-512 IEMMLLPEEKEAFYGNYAVLHTT-------Q--F-SSGITIDIGGGSTEVTYYENKELKQ 
graseri/1-519 IKLQVFSEEEEAFYGQYAVAHTI-------S--Y-VDGITVDIGGGSTEITYFKNKKIEN 
jeocaen/1-522 IDLMIVPEEKEAYYGSNAVTLTT-------Q--T-KDSVTVDIGGGSTEVTYFENKEIKQ 
entital/1-516 LNLRLLSEEEEAYYGQYAVVRTT-------Q--F-SEGYTVDMGGGSTEVTYFKDNQIQH 
bavseil/1-519 VEIQIVSDEHEAFYGQYAVAHSV-------H--Y-KNGVTIDIGGGSAEITHFEQGNIIN 
lacBL23/1-509 WLIKTTSLSEEAFFRTQAIMVKFPQFKS-I--T-QKGTVLIDISSGSVELTTFSNGVFGF 
lacsela/1-510 LEIEWINPSQEALYRNQAAAVYLPKFNE-I--V-KDGTLLLDVSSGNVELTAYTGGQFIF 
agrcomp/1-512 FQITWLSQSQEALFRSQATNAYMGDFPE-I--I-AKNAVLIDISSGSVELTAYSSGKFIF 
schshen/1-515 HDIMYLNQSQESLYRNLATDAFLPSFRD-I--I-KTAAILVDISSGSVELTFYRERQFIF 
lacplan/1-509 LKIDWLSSSQETYLRSVAVAVHFPRFKQ-M--I-TKPTYLLGINSGSVGISHYDQSNFVF 
frusanf/1-509 LKIDWLSSSQETYLRSVAVAVHFPRFKQ-M--I-TKPTYLLGINAGSVGISHYDQSNFVF 
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nicspur/1-512 FNIKWISQSQEALYRNLATNTYLKDFDK-I--T-QKNTLLIDISSGSVELIAYRDGKFTT 
loiback/1-509 LTVHFMTVSEELMFRYQAAAAYLPNFRE-L--I-DEGTVLIQIGASSITLMVFQAGELTL 
apitimb/1-512 FEINWISQSQESLYRNLATNFYLKDFKK-I--V-RDNTLLIDISSGNIELMGYKNGDFIY 
levbrev/1-510 LHIEWLSWGEESFVRNEAVALKFDHYHH-L--V-KHHAAIIGLNSGSTTLSFFAQEQLVA 
secmixt/1-510 IKLNWLSISEETYYRNQAVLVDLHQKRVPT--E-QNLTYLIGINSGNTTITEFNHFSFVY 
weisaga/1-513 LEINWLSISDEAYYRNQNIALEFAKKQS-S--A-PGIVYLIGITSGNTSITRFDNGNFIT 
ligacid/1-508 LSIEWLSLSQETFFRVQEVLHRASQSKK-K--L-KGITYIISITSGDTMIVKLDDGKFTA 
lenhilg/1-521 LEIRWLSMSEEAYYRNQDLSLSFKDSKK-V--S-HGIVYLVGITSGNTSITQFDDGKFVT 
pausueb/1-508 MRPKLLTVNEELMYRVQACAAFLPHFKK-L--I-QKGIVIIQVGASMMTLTIFQDGQITL 
furmili/1-508 VTLHFMTVNEESLFSYEAA-QLLSNFNE-L--I-SGRTVLMQVGASMVHFMMFVDGHLTL 
perbeni/1-504 FTIESLNSSQEVFYRNQALRMFYPQFAT-L--A-AASLQIIGISSGRLDIGYYAKQAFKY 
liqnage/1-502 IHVHWLNISQLTYYKAIGIITHLDNFKE-I--T-SEQTFLLSLGSERVSLSQFQQHKFVS 
leuholz/1-497 LKIQWLNGNQESFYRQLALRQADNQQQL-M--QAGQNIFVLGMSSTRIDLGYFEHDRFAF 
lacprot/1-510 FKIRLLSEKEEAAYGQYAVSHLT-------T--F-EEAYTVDMGGGSTEVTYYRGNELIH 
anobury/1-524 LKVEVLTNAQERFLTYKAIRENLPDHKT-I-R--KDGVMVVEIGSGSIEMSLYHQGALQR 
cloacet/1-516 LDIEIINSSVKRFLAYKGIRESLQNYQK-L-R--AEGVMVLDIGSGNIEVSIYQQGSLTF 
petxyla/1-521 LDIDVISNSEERFLTYKSLREKIPNYRE-I-R--NAGTMILDIGSGSIQVSTYNHKSLVF 
thecaen/1-520 FDVEIINNSQEKFLTYKAIKWQLMNNGI-I-DI-SEPTLILNIGAGSIQLLLMENNLLAS 
blamass/1-514 IRVEILSNAEQHFLGYKSIAAIESGFKK-A-I--QKGTAILDIGGGNLQISLFDKDALVL 
anafaec/1-521 LKVSIISNSEQRFLLYKAVALKEKRFNQ-I-I--EHGTAIVDVGAGSIQISLFNKGSLIT 
lacsacc/1-513 LKVTILSNSEQRFLGYKALATMETDFNK-I-I--EKGTAIVDLDGGSVQLSLFDKDALVT 
petatla/1-512 LDIRIIDNSQEQYLTLKALKHKLEHYNT-V-T--AEGAVVIVIGAGSIQITTFLKGELKS 
acestic/1-513 LSLEIINNAQERLLTYKAIEDYLPDFSN-I-K--QAGVLIVDIGSGGVEVSLYYDSKLQF 
seralka/1-514 LNVELINSSLKRFLTYKAVREKLPNYQQ-R-R--SEGSMFLDIGSGSIELSIYSNGNLTF 
anacarb/1-518 LNLEIISNAEERFLTYKAIRENLSDHEK-V-R--QEGAMIVDIGSGSIEVSVYRGGHLAM 
geoferr/1-520 LKIDVIDNTEERFLTYKSIRENLPYHQK-I-R--SEGAMIVDVGSGSVEISVYKNNHLAL 
tincali/1-522 LKVEVINNAQERYLTYKAIRENLPDHQA-I-R--EEGVLVVEVGSGSIEMTIYDRGSMQL 
selbovi/1-507 LAVTWLSTSQINFLRATALMGGTKLFHK-I--A-ERSTYLLSIGSVAATLSHFDHGHFVH 
prohipp/1-516 FRVEVAGMTQEIFYKYVALYRRMQEAQL-ANR--TDAVLFVDISSGGLGITLYKQGALIY 
spoovat/1-515 LNVEVVDMPQEIFYKYVSLVKTVNDRGL-LNS--QDGMLFVDISSGGLGFTLYKEGNLRY 
denquer/1-519 LRVEIVDMPQEIFYKYAAVFKNIQDHGL-TNT--PDGLLFVDISSGGLGITLYKNGALKY 
calkiri/1-518 LHIEVITNSEEKYLTYKSIRDNLKDYKR-F-R--NERTLIVDVGSGNTEMTSYNKGKLQF 
//// 
alimeng/1-510 STSIPYGAVSLTREAIHSD-PPTAK-DLKALEKAILSQLEQHSWLKD-----LNCP---- 
efflacu/1-515 SHSFPFGIVTLTKRFLQRE-IPTDQ-EIVHLKQFLQQQFSSRPWLFN-----QKFP---- 
tumflag/1-518 KISFPFGAVSLTQRFFKSD-NPAQD-ELKKLEAFLREQFAGAPWLTK---RPRPVP---- 
kyrtusc/1-515 ADSIPYGAVSLTREFLRSD-LPSMK-DMKNLDRVIQRELDRRPWLTG-----LGFP---- 
sulther/1-503 THSFPFGAVTLSHNWPT---VSTRE-SIQSAISPIVAALRAKPYLTAH--P--GIE---- 
ferorga/1-501 SHSFPIGAVTANRDLGQ---LS-RE-QMMQRIQPLFAKV---ELLTQA--K--NLE---- 
colludi/1-486 VISLPYGAVNLTRKFQNV---PEKM-HGETIYRFMKEQFSNIDWLNQ---I--HVS---- 
rosviet/1-509 SHSYPFGVVSLKQQFIKGD-SITEE-ERKNLIQFLQGEFSKLPWLKN---K--RVP---- 
anocald/1-508 YESFPFGALSLKQAFVSGN-VPTQE-ELQRLSSYLTEQFQLLPWISR---K--RVP---- 
bacsala/1-510 SHSYPFGVVSLKQRFIQGD-SITEE-ERSTLTDFLLSEFSRLPWLKN---R--RVP---- 
calerzu/1-509 YHSFPFGVLSLRQQFVKGD-VPTQE-ELKQLSTFLLDQISQLEWLKD---K--KVP---- 
halyeom/1-513 SHSFPFGALTLKRDFIEKD-LPSDK-EMSELRHYLTSQFKSLPWLTN---K--DVP---- 
priarya/1-508 YCSLPFGSLSLRLDFVKGS-VPNDK-EKKQIRQYVRAQLEGIPWIFN---K--TVP---- 
mancuni/1-511 SHSFPFGVVSLKNQFLKGD-SVTLE-ERKNLRSFIEAQLQVLPWLKE---S--NKC---- 
ocesoja/1-511 SHSFPFGALTLK-DFFKKS-IPTTE-ELTTLRQYLREQFATLPWLKD---R--EVK---- 
lystimo/1-515 TYSFPFGTVSLKEKFVRSD-VISNT-ETKELRQYIKKQFTNIPWIFN---A--GLP---- 
paesuae/1-508 SYSFPFGALTLKKQFIKGD-TPTEE-EWKRLRDFLKESYRSLSWIKD---K--NVP---- 
cytspon/1-514 SHSFPFGVVSLKERFFQGS-DTELE-NHAKLNEFIKASLNQLPWLKD---V--GAP---- 
aqualbu/1-510 SHSFPFGALTLR-QFFQKE-VPTES-ESRKLVNYLQEQFNLLPWLKN---K--TIP---- 
metlito/1-509 YHSFPFGALSLKKQFIKGD-VPNTD-ELKELRAYIYKQFQTLDWVKN---R--KLP---- 
robkorl/1-506 SHSFPFGVVSLKEKFMSGS-RMTNE-EKMALQKMVMEALESLPWLKN---K--HVP---- 
perfrig/1-509 YHSFPFGALSLKKYFVKQE-IPTEK-EVDDLKQFLSREFHTLPWLSN---K--ELP---- 
niaendo/1-511 YHSFPFGVVSLKKQFIKNN-PITEQ-ERKGLSDFIQDSLKQLPWLKN---L--QVP---- 
liscost/1-511 SRNIKLGPLRVRELLAELK-VQTSN-FADLLEDFIFSKIRDYAQFAPK-DV--A---YK- 
brehumi/1-511 CISLPFGVVTLSKQFLQHD-PPTSE-ELEQLRAYVAEQLAACPWIWS-----KRCP---- 
anedani/1-509 SYSFPFGAVTLAKQFFRNG-IPTDA-ELVSLEKYLKEQFLAHPWIKE-----KKYS---- 
paearte/1-509 AVSFPFGCVSLTRQYAKNG-MLSDQ-SLKELEQHVEQAVARHSWLKQA--S--GQP---- 
lonpaci/1-502 STSLPFGAVNVFKKYTHQG-LMTSE-QQMMLKKDLEKEFSALSWLNQH--P--HLP---- 
cohther/1-517 AVSFPFGCVNTASRHALNGGAVSPS-QLEQIGELIQSALRSEPWIAHH--A--GLP---- 
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spolaev/1-505 SRNIKLGPLRIREMLGDLE-SKTGD-FVEIMEDYIRSKIDGYHQFAPK-GV--V---YK- 
stamass/1-510 AHSFPFGVVTLKRKFFNGE-PHNDKNSIKKMEKFLSEQFKSLDWIQD---Q--DIP---- 
macarme/1-510 SHSFPFGVVTLQKLFFDGK-EHNDEEAIKQAGKYIKTQFESLKWLEK---R--KCP---- 
maccase/1-511 SHSFPFGVVTLQKLFFDGK-GHNDKEAIKQAGKYIKTQFESLKWLEK---R--KCP---- 
fachomi/1-520 YHSFPFGVVTLKERFFKDV-PHNDPQAIENTRKFIKEQFKSLDWLKK---C--QVP---- 
ruotaba/1-517 YHSFPFGVVSLSKQFFQDK-DHNDPNAIEAVQEYVRKQFKQFDWIKK---A--KLP---- 
aersang/1-515 SHSFPFGAVSLTEKFFADK-DHDDKSAIKKARKFVRKQFTDFDFIKE---A--QLP---- 
suiacid/1-517 LHSFPFGAVSLKDQFFEGK-AHNDPDAIAAAREYVSNAFKEYEWIRK---A--KKP---- 
glosulf/1-517 FHSFPFGNVTLKEKFFKNK-KHNDASAVDAVRKYIREQFKSLPWLKK---A--KLP---- 
funculc/1-519 YKSFPFGAVSLRKDFFTDK-AHNDPEAMEAVRKFVRKQFKAFPWIKK---A--KLP---- 
hutsour/1-517 FHSFPFGVVTLKEKFFKDK-DHNDPEAIDELRAYVKKAFKSLDWLRQ---A--QVP---- 
ignruof/1-517 YHSFPFGTVSLKDRFFDGK-SHNDRKAIDKTSAFLKDAFKSLPWLKK---S--KLP---- 
erecole/1-517 YHSFPFGTVSLQKDFFANK-DHNDSQAMSNLSNFVKKAFRDYDWIKK---A--KVP---- 
vagmass/1-517 YHSFPFGAVSLQKQFFNGL-NHNDSDAMAALRRYVNKQLKSLDWLKK---A--KLP---- 
allotit/1-519 SHSFPFGTVSLKQHFFQDK-DHNDAKAIKKASKWVADQFQEFPWLKD---C--QVP---- 
alkkapi/1-521 VHSFPFGTVSLQKDFFEGL-DHDNKKAIKKARKWVKEQFESLDWLFD---L--EVV---- 
markali/1-519 SHSFPFGVVSLKKDFFEGK-DHNDKKAIEKARKWVKEQFTTLDWLPD---V--NVP---- 
atotaba/1-521 SHSFPFGVVTLKRKFFGGK-EHNDPKAIKKAQKFVEEQFKTLDWVPK---A--KVP---- 
desince/1-519 STSFPFGVVTLKEMFFDGK-AHNDRKAIKKAKSFIQEQFSSLPWIQE---K--KVP---- 
triilyi/1-512 YHSFPFGVVTLKQLFFDGK-EHNDPKAIKKMQEFVKEQFKSIKWLSK---K--QVP---- 
graseri/1-519 YISLPFGVGTLKQLFLQDT-EFNNKNALEKMDAFIKKELNKISWIKN---K--ELP---- 
jeocaen/1-522 YHSFPFGVVTLKQMFFQGK-EHNDEKAIKKMTSFVKEQFKSIKWLSK---L--RVP---- 
entital/1-516 SHSFPFGVVTLKNLFFQNK-EPNDSKAIKKTKDYVRKQFASQKWIKP---R--DVP---- 
bavseil/1-519 WISLPFGVVSLKEHYLSGK-NYNDKDGLENIRKHIRKSLKELDWLKD---Q--KLP---- 
lacBL23/1-509 SRNLSLGPLRVYEIMSDVQ-RSVTN-YVEVMRDYIDSRLLDFMRLLPQ-GV--E---YT- 
lacsela/1-510 SRNLKIGPLRIEEVMQDVK-RLAPN-YIEILRDYIDSQINEFKRMLPD-SL--K---FD 
agrcomp/1-512 SRNLKLGPLRVYEIMRDVK-ATVTN-YVGVLRDYVASQLVDFIRLLPD-FG--E---VH 
schshen/1-515 SRTLKLGPLRVFEVMRDVK-RHVPN-YNEVLQDYINSQIRDFTRILPV-DG--D---YP 
lacplan/1-509 SRSLRLGPVRIAEVLEDLQ-SSVPN-YVEVLDDYISSQIVDFGRLLPG-RR--D---QPS 
frusanf/1-509 SRSLRLGPVRIAEVLEDLQ-SSVPN-YVEVLDDYISSQIVDFGRFLPG-RR--D---QPS 
nicspur/1-512 SRTLKLGPLRVYEAMREIK-ESEPN-YFAILRDYVDSRLIDFIRHFPD-IK--R---TD 
loiback/1-509 TRELQLGPMQVAQKMAQLE-HQVDT-YEDVLADYLHSKLLDVWRLLPE-K---Q--FK 
apitimb/1-512 SKTLSLGPLRVYETMSDVK-PDISN-FNEVLHDYIDSQLLEFVRLLPN-IE--S--TK 
levbrev/1-510 SHNMKLGPVRIKEVLQDLR-TTAPN-PVDVLDDYINSKVDDFYRFLPA-NL--QT--VSN 
secmixt/1-510 SNYYSLGPVRIAEDLESLR-QSAPN-SVEVLSDYIDSKLSDYKRLLPQ-EA--ID--GPS 
weisaga/1-513 STNFSLGPVKIAEDLDSLR-RSAPN-SIGVLSDYIDSKLKDFDRDGQI-TL--LPDNQET 
ligacid/1-508 NQTFSLGPAKIAEDLESLF-QEAPN-STGVLNDYIASKLNDFNRSTNQ---------KPS 
lenhilg/1-521 STNFALGPIKIAEDLQSLR-QSAPN-SIGVLNDYIDSKLNDFDMGKPA-SF--VKKPDPT 
pausueb/1-508 AQEVPLGPLRVAQTLKKLE-RQVVS-YEDVLDEYLYSKLLEVWKMIPE-Q---Y---FD 
furmili/1-508 TRELFLGPLQVATQLQNLE-HKVES-YQEVLSDYLHSKLVSLYQYLPD-E---P---FD 
perbeni/1-504 SRSIALGPVRLAETLEEIQ-GQIVD-YPQFLSDFIGSKIADFNRVLPI-TD--P---AK 
liqnage/1-502 TWNIDLGSEHLSDLSDVID-LSPSD-PIEVVDDYIGSKLENLRHVLTP-NQ--Q---AP 
leuholz/1-497 SQHSAVGPVRLAQTLNAMS-IGVAQ-ETAFAIELINSKLADFWHMLPP-FK--A---VD 
lacprot/1-510 SHSFPFGVVRLMEMFFQGK-EPGDLEAMAACERYVRSQFKTQDWIHA---R--NVP---- 
anobury/1-524 THNLKLGHLRLREVLSTLE-QRTQD-FPNLLEEYVESHLDILRFIRE-R-Y--Q---LN 
cloacet/1-516 SQNLKLGSLRLKEILSELE-SKTLD-FPKLLEDYIKSNADILLKTFD-INT--N---IQ 
petxyla/1-521 SQNIKLGSLRIREILASIE-GRTLN-FPKILEEYIVSNIDRLKVFQP-Q-D--T---YK 
thecaen/1-520 SQSLKLGALRIKESIAKIE-KHTLN-FSRVLEEYIEAHIESVEYLKS-S-N--E---LK 
blamass/1-514 TQSIRMGSLRIRERLKELE-KTTPH-YDRLIEEFIRNDLISFQRLYLKD-K--E---IS 
anafaec/1-521 TQNIKLGSLRIREILSTME-NQTTN-FNNLLEEYISNDLQTFKDFFLTD-I--N---LR 
lacsacc/1-513 TQNLRMGSVRIREKLSGLA-SETSH-YEVLVQEYIWNELLSFKKMFLKD-R--K---IE 
petatla/1-512 SQNVKMGALRIKEILGALE-NQTTK-YYKVLREYIEANLEDLDFLKD-K-D--A---YK 
acestic/1-513 TEYVKIGSLRVMETLADLE-KITLD-FASVIEDYIESNIYILKDRIK-P-Y--N---LS 
seralka/1-514 SQDLKLGSLRLKELLVSLE-DKTLN-FPKVLEDYIRSNTDILWKTFD-FHG--P---IK 
anacarb/1-518 SQNIKLGSLRLREVLSSIE-GRTLN-FPKILEEYISSSIDQIHVIKE-E-E--K---YG 
geoferr/1-520 TQNIKLGSLRLREVLSSIE-NRTLN-FPRLLEEYISSNIDRLDVSEE-K-G--S---YK 
tincali/1-522 THNIKLGHLRLREVLSDLE-KRSLD-FPRLLEEYIESHLDAIQHIHQ-D-Y--P---IR 
selbovi/1-507 AWNIGLGYLEIDQLTNDLR-HAATD-VSGIISDYISSKLQALRHRLEA-EG--R---EA 
prohipp/1-516 QQNLHIGILRIKESFEKHQ-RESLH-FHKALEEFIYSVIAPVQEELGR--H--Q---IK 
spoovat/1-515 QQNMHIGALRIKESFDKNQ-RDSAH-FQQALAEYIGSTIEPVETEMSQ--H--N---VK 
denquer/1-519 QQNIHIGILRIKESFDKWQ-RESMY-FQQALSEYIYSAIKPVQQALEQ--Y--A---IK 
calkiri/1-518 SQSIKLGALRIREILASLE-RRTLH-FSKILEEYIESNLDTLKIFST-Q-K--S---IK- 
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//// 
alimeng/1-510 -VIGMGGTARSVGRIHQR---QRDYPLNILHGYAMRPAEVTAILDMVRSL-PVEKRSETN 
efflacu/1-515 -LIAMGGTARNLGKIHQQ---QIHYPMASLHHYLLDDQSVDRIFQWIRKL-SLEQRKEVN 
tumflag/1-518 -LIAMGGTARNIGNMDQK---KRNYSFQSLHQYTMNPAAVAQSYQTLVKT-PLDKRRKIK 
kyrtusc/1-515 -VIGMGGTARSLARIHQR---RRHYPLLILHGYEMWPTEVTAILDMVRSM-PIVKRRNIT 
sulther/1-503 -IIGIGGTLRNLASVHQA---RIGYPLSITHNYTMSAEELRETVIWLGAL-PVNQRKKVE 
ferorga/1-501 -LIGIGGTIRTIARVHQG---LSGYPLALTHNYFMRRSDVEETVAHLDLI-PLARRKKVE 
colludi/1-486 NLIGMGGSAKTLAKIDHN---KKGLDFKRIHGYEVSQKSLHEYFQRINSL-SNDQRKKMK 
rosviet/1-509 -IVGVGGSARNLAQIDQQ---QRDYEIAGVHQYILSGNTISSIRDQLFPL-SYQEIEKVE 
anocald/1-508 -IIAMGGSARNVVQVHQF---MKNYPLAGVHQYEMNQKDLMEVERLLTSL-AFEDIQKLE 
bacsala/1-510 -IIGVGGSARNIAQIDQQ---QKDYELSGVHQYVLSGTAISSILEQLFPL-SYKEIEKVE 
calerzu/1-509 -FIGIGGSARNIAQVDQR---LKNYPLGGLHQYKMNSDDLRIVKNHLTKL-TIDELKKVE 
halyeom/1-513 -LIGIGGGARNLVQIDQN---LKEYPLAGLHQYKMKDSDLAFIKNYLFTL-SMKKLQKVE 
priarya/1-508 -LIGMGGSARNLAQLHQH---LINYPLSGIHQYKMDVSTIQEIKEKLKSL-TLTELQNLE 
mancuni/1-511 -LIAIGGSARNVAQMNQA---EENYPIAGVHQYEMNIDSLERLREKLVGV-EYKAIESIE 
ocesoja/1-511 -LVAIGGSARNLAQIHQN---LESYPLAGLHEYQMFQKDIIEVSSYLTSL-KPSKLAKVE 
lystimo/1-515 -IIAIGGSGRNIAQVHQH---QINYPISGIHHYEITKENLANLSNSLGKM-TFEQLKQLD 
paesuae/1-508 -VIGIGGSARNVAQVHQA---DISYPMSGLHQYEMTAKEVHDISDELSSM-SLKKREKVD 
cytspon/1-514 -IVAIGGSARNIAQVHQN---LINYQVAGIHQYQMTNQQLKETKEFLFGL-NIEELQKLE 
aqualbu/1-510 -LIGIGGSARNLVQVDQS---LKNYPLAGLHQYKMSSSDIHQTLKYLSRL-TVTELKKVE 
metlito/1-509 -IIGIGGSARNMVQIHQE---RIGYPIAGVHQYLMNNEDINEINQYLQSL-TFSELQRVE 
robkorl/1-506 -IVAIGGSARNIAQVHQH---VKNYPLAGIHQYDMSPNDLNNILRMMETM-EVSDIEKLE 
perfrig/1-509 -IIAIGGSARNIVQIHQA---MQEYPLAGVHLYEMTHRNLTDVQHFLSTL-SLHELQRAD 
niaendo/1-511 -VIAIGGSARNIAQIDQT---LKKYPIAGIHQYVMSYSDLQKIQMYLGQL-TIEQLEKVE 
liscost/1-511 HFILIGTDLLFFKQAFMG---G--SED-----HQITRDYFDQLYMHMLEM-PEQVLAKKY 
brehumi/1-511 -VVAIGGTARNLAKIHQR---QIHYSMASLHHYTMSAAQVDEMLELTGSL-PLEQRKQLP 
anedani/1-509 -LIGMGGSARNLAKVHQK---MMRYPFASLHNYHMKKYHVDTVFHYLKEL-SPTQMQGVE 
paearte/1-509 -LVGVGGTVRSLGKMHQA---YVKYPFESTHNYPIAGDAAGELFELLRKL-PIGKRKNFP 
lonpaci/1-502 -LVCIGGATRTICKIHQK---QRKYPLKQKHGYEMTMTQIHELHNFITSR-TEQQLSQVE 
cohther/1-517 -LIGLGGTTRALAKLCQR---AGEYPYANLHGFEVTGKTLNDTLNKLASL-SLDKRRKIP 
spolaev/1-505 NFVLVGTDLLAFKQTFME---T--SSN------KISRTRFAELYQHILTI-PPQALAKEY 
stamass/1-510 -LVGIGGSARNVARIHQS---NLSYPIAGVHGYTMDKKDIQKVYDMIRKS-SRDDLTNLD 
macarme/1-510 -IIAIGGSARNIARIHQS---LTEYPIAGVHGYGMKEKDLELVFETLINT-PEDNLEDLD 
maccase/1-511 -IIAIGGSARNIARIHQS---LTEYPIAGVHGYGMKEKDLELVFETLINT-PEDNLEDLD 
fachomi/1-520 -LVGIGGSARNIAQVYQR---LTDYPIAGIHGYHLSHKMLEKTLDLFQSK-SLKELDDLD 
ruotaba/1-517 -IVAIGGSARNIANVHQR---LVDYQMAGVHGYSMDEDDIKETLDLFIST-DIDDMTDIE 
aersang/1-515 -IIAVGGSARNVTRVHQL---QHDYPLAGIHNYQMSEEDLEDTLDLFLSL-SDKELRKLD 
suiacid/1-517 -IIAIGGSARNVANVHQL---ATNYPMAGIHGYEMNEVDLSDTFNLFVNT-PYEEMSDIE 
glosulf/1-517 -IVAMSGSARNIAYVHQR---LNEYPIAGIQGYHMTEASLNQTLDLFMAT-DLEDMGNID 
funculc/1-519 -IIAIGGSARNVANVHQR---LVHYPLAGIHGYGMTDDAIDMTLQTFVTT-EASKLGDID 
hutsour/1-517 -IIAIGGSARNIANVHQL---ASNYPMAGIHGYHMSKETLQETLDLFVTS-TEDEMRDIE 
ignruof/1-517 -LIAIGGSARNVANVHQR---MTAYPMAGLHGYPMTNDNLLTTLNLFLET-EAENLSDID 
erecole/1-517 -VIAIGGSARNVANVFQR---SIDYPMAGLHGFVMTKDQLDQTLQLFANT-PFDKMNDID 
vagmass/1-517 -IIAVGGSARNIALVHQF---LTDYPLAGVHGYQMKFDDLQTTLKLFAQT-PFSQLDNID 
allotit/1-519 -LIGIGGSARNIAEVYQH---QEDYPLAGIHGYSMDQAGLDQVFRTFAET-SFKDLSDLD 
alkkapi/1-521 -LVGIGGSARNYAEVYQR---QTDYPIAGIHEYYMSKENLDDTFKLFEKS-SMKELADLD 
markali/1-519 -LIGIGGSARNLADVHQR---QHDYPIAGIHGYTMSGNELEETFDLIADT-SLKQLSKLD 
atotaba/1-521 -LIGVGGSARNIGEIHQR---QIHYPIAGIHGYEMNREELETVFELLKNT-TLEEKEDLD 
desince/1-519 -VIAIGGSARNIANIHQR---MIDYPLAGIHGYQMEREHLSKTLDTLENL-DTDELNDLD 
triilyi/1-512 -IVAMGGSARSIANVHQR---QINYRLAGVHGYRMYRNDLQRTLDLFQSL-SIPQLQNLD 
graseri/1-519 -IIAIGGSARNIGYVHQR---LTNYPIAGIHGYRMKKADLKLTLDTFKSS-SMKQLQELD 
jeocaen/1-522 -ITAIGGSARSIANVHQR---QIDYPLAGVHGYQMSGSDLDLTLELFKSL-SISELENLD 
entital/1-516 -IIGIGGSARNIASVYQI---ASNYPLSGIHEYEMTKENLNETSELFQSL-TLAELQNLD 
bavseil/1-519 -VIGIGGSARNIANVHQR---QVHYPLAGVHGYEMSEKNLEEMEDLFTNL-SYKDLTDLD 
lacBL23/1-509 NMILMGSNLSIFQNIIPE---G--KHQ-----VETDRPGFDLLYDEVTKA-SDQYLADTY 
lacsela/1-510 NIILMGSSISIFENAIPN---K--KMA-----TKVTGTRVKGLYEEILHA-SDQYLIEHY 
agrcomp/1-512 NVILMGSSVSIFEPMIKG---D--NRT-----VKLSIEEFQKMYSEVVHG-NDQFLVDRY 
schshen/1-515 TMILMGSALSIMESLIPA---G--KRS-----VALPVAQFTEFYSRAVHS-SDQYLTAHY 
lacplan/1-509 NVVMLGVAP-FATLFRQQ---Q--SKA---GVEELSKADFQALYEDVLNA-SDQYLMDKY 
frusanf/1-509 NVVMLGVAP-FATLFRQQ---Q--SKA---GVEELSKADFQALYEDVLNA-SDQYLMDKY 
nicspur/1-512 NVILMGSSVAIIKPLISD---L--HKT-----LRFSNKEFNELYNEVKAS-NDQMLVQKY 
loiback/1-509 QVILMGSKLTLLENLIPE---N--KRA-----LALSHADFNQRFDQVMTL-SDQELEDQE 
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apitimb/1-512 NVILLGSSVTILKLLFGT---D--KDT-----NKLTMKDFDNLYHKMRRA-NDQELTHRY 
levbrev/1-510 QVILIGAEP-LNAYFIPQ---G--AIS---A--PLTLDDFNQFSREVAGA-SDQYLMERL 
secmixt/1-510 DLILLSSMP-LSQLTIEN---E--QHH------TLTAKQFDALFDRVIDA-SDQFLIDQY 
weisaga/1-513 QVMLLGTSS-LKKIVAEY---T--KNS---NDGSLDIDTFRDLLDTLVDA-SDQYLMEQL 
ligacid/1-508 NVILVGTLP-LKNLITHG---N--DDA---K--ELVFKEFEELQDSLINA-SGQFLAEHY 
lenhilg/1-521 KIFLLGTSP-IKSLVSHY---E--KDH---SLMSIDVNAFEALVDDIVDA-SDQYLIEQL 
pausueb/1-508 RVILMGSKLTLLENLIPK---G--ERA-----VELTHQDFDQHFNDVMKL-SDQDLDS-- 
furmili/1-508 KVILMGSKLNLLENLIPK---G--KRY-----VQLSRKDFDKQFQSVVQM-TPQDMLNQN 
perbeni/1-504 HLILVGSEV-LNTLFIKA---G--QTT-----ATISLAQFEELKQQIFNNQTNQVLGEKY 
liqnage/1-502 HLILQDARA-LNQKLIPH---G--QDT-----VLLTLERFNELFEMVIHS-SEQFLINYF 
leuholz/1-497 SLILLGADA-AQQIFLPE---N--QHR-----MTVSRTAIQVVTDDLSNL-NDQAIMEKY 
lacprot/1-510 -IVAMGGSSRNMASIHQR---MVSYPITGLHGYSMTVENIKSTKFFLAAK-SLKQLRDLD 
anobury/1-524 HFIALGSEMRTISKLCNQ---TDQ----ADRLRTISMEAFTRFYREMVKK-PTPLLARDY 
cloacet/1-516 HFIVLGDVMKDLGKLCDC---PD---------NYIDKSQFLMVYQSLLHK-PTHKISSTY 
petxyla/1-521 NFIALSGEIRIISKLCNK---TDD----HEKLRFIKREDFETVYKELMYK-SAHSLIKDY 
thecaen/1-520 HFVLASGELDYLAELARL---GVD-----KGVVSLDKEQFERIYVQALGK-TPRALSEEY 
blamass/1-514 NLILMGDFLT--DTIFQ---DRSGEN-------IITKDEFLKKYETIVNM-SDHDLAESM 
anafaec/1-521 NIIAVGDNLNDLLRFKEYVEKQDKQSLSSTNKDSMDRSGFHSLYTKLLSK-NTSQISTML 
lacsacc/1-513 NIMLLGGFFT--ESIFQ---NEQEKNT-----RIISRKTYRNWFDKINGH-SPMELAVKM 
petatla/1-512 HLIVIGGEIGVIQSLMDE---DVT-----EETYRMKKKDFRAISDEIMSK-TTDEIKRDY 
acestic/1-513 NFIGIGGEFTEIYKISKK---TDK----EKSIKFVSKENLTDLYKKIKQM-NTYEVAQYM 
seralka/1-514 HFVLVGDIIKDICSICNC---TD---------YLIDKTRFLTIYQELLKN-PHHKAIYRH 
anacarb/1-518 NFIALGGEIRIIKDICNK---EKG----KEQEKIIEREHFIQLYDTLMDK-STYSISEEY 
geoferr/1-520 NFIALGGEIRIISQLCNK---TSD----YHKLKYIKKEDFIRVYKELMEQ-PGYYAAKQY 
tincali/1-522 HLVVLGSEMKAINRLCND---PDS----LENKNTISIEALEKLFKEVQEK-PAEFMADTY 
selbovi/1-507 NLILQDFSH-FNDMLLQP---G--EDI-----APMTQQQFQAIEQDNLHA-SQEYLRHHF 
prohipp/1-516 YLVLSGLETNLLLSILG---REPQEAV-----SYISLHDFYQLYKQVVNL-NLSQIIDIF 
spoovat/1-515 RLVLSGPETKLLLKMLG---KESGRI------NFVSLSEFNNLYKQVSSL-NLPQLITTY 
denquer/1-519 YLVLSGPETKLLLKILG---YGLKDGL-----ALVELTDFYKLYDKVKKL-NLPQIIKTF 
calkiri/1-518 NFIAVGGEISIISRICNE---TKD----KEKSKYIDRNKFIEVYNELMYK-PYHHIIKEY 
//// 
alimeng/1-510 GLSGDRADIIIAGMTILDQVLKHVDGTEFVISNKGLRDGVLMEQVLQTLN---QTEL-PD 
efflacu/1-515 GLSKDRADVIIAGIAVFQTLMEWIGTKQLIVSNKGLRDGVLYEKVLPLQN---ISCT-DD 
tumflag/1-518 GLSKDRADLIVAGAAVFSVLLDVTGSAEFVISTKGLRDGLLFERMLQGVD---DNVV-PD 
kyrtusc/1-515 GLSADRADIITAGLAILDQILKRVGTSRFVISNKGLRDGVLMEHILHIRG---QELL-PD 
sulther/1-503 GLSRDRVDLIVPGATILLALIELLHSQQVRVSGRGLRDGVFYSHILGEPT----LEP-AR 
ferorga/1-501 GLSKDRADLIVPGGMILLSLMRYTESAVLRISGRGLRDGTFFTRVLGAER---DTQK-ED 
colludi/1-486 GVSKQRAEVLPAGLATMHALSEKFPVGKLMISRSGLREGLFFEYLFRFNQ---SPVV-ES 
rosviet/1-509 GLSKDRADIILPAAEVFHQLFDYTQAPYFMVSRKGLRDGLVLEMANGSVE--KAVNR-DS 
anocald/1-508 GLSKDRADTIIPALEVFRVLYEVVDAPVFVLSRKGLRDGIFYEEGMQP-F--GTPIF-PS 
bacsala/1-510 GLSKDRADIILPAAEVFNQLFSYTDACYFMISRKGLRDGLVIEMANEESG--VEMSR-DS 
calerzu/1-509 GLSTDRADIIIPAVEVFQIFYQFINATSFILCRKGLRDGVFFEQLLKP-Y--EMTMF-PN 
halyeom/1-513 GLSKDRADIILPATEVFHTLYDVIRADGFILSRKGLRDGIFYEQLTKD-M--GTSVF-PS 
priarya/1-508 GLSKERADTILPSIEVFDILLESSKATQFIISKKGLREGILYNKIDKQD---DS--P-TS 
mancuni/1-511 GLSKDRADIIIPAIEVFHALYQMSSSTGIMVSRKGLREGIIFEEIYANLE--DLQEV-
Docesoja/1-511 GLSKDRADIIIPAIEVFHCLYQTIQAESLILSRKGLRDGVLYEHLAKE-S--DSSLYPN 
lystimo/1-515 GLSTDRADIIGIALEVFLSLMDVVNSNVFQISKKGLREGLIINRVLQANP--EAFDK-YN 
paesuae/1-508 GLSKDRADTILPAIAAMEALIKEVNTKSFIVSSRGLRDGLFFELLLAPIE---VTHF-PN 
cytspon/1-514 GLSKDRSDIILPAVEVFVQLCDFAASQLFMVSRKGLRDGLFLNEIDQD-Q--LLPTT-KQ 
aqualbu/1-510 GLSSDRADIIIPAITVFHCLFQTMTADSFILSRKGLREGVFYEQLSND-F--GSILF-PN 
metlito/1-509 GLSKDRADIIIPAVEVFHCLVEIVNTNKFALSKKGLRDGVFFEELTKE-F--GISIF-PN 
robkorl/1-506 GLSKDRADIILPALEVFDMLCMYVQATRFIFSKRGLREGILYKEKGRG-K--KP--S-DF 
perfrig/1-509 GLSKDRADTIIPAAHVFTALYEIVRADNFILSRKGLRDGVFYEDLRKG-T--GSAIF-PS 
niaendo/1-511 GLSKDRADIIVPALEVFVGLCEYSQSFSFMFSKKGLRDGISLKTSETD-D--VFLDT-DQ 
liscost/1-511 QLSYDAISQLLPSAMLLKELLKVTGAESILLSDAELVDGILVEESIRYKKIKLSHD-FNE 
brehumi/1-511 GLSKDRADVIIPGIIVFEQLLKSAAGTRLLISNKGLRDGLLHEKAGHNEH---VPAA-RT 
anedani/1-509 GLSKERADIIVPGIYIIKVLLECIGSERFIVSNKGLRDGVHMESRLKAKN---LTLL-DD 
paearte/1-509 GLSKDRVDIIVPGLAILRTIFRAVGASHYVICGAGLRDGLFYSTRFP-D----KPRL-DD 
lonpaci/1-502 GLAKDRRDLIIPGMKLFQVIYEYMQPSQLLFSEFSLRDGLAIHHFSPD------YHT-DD 
cohther/1-517 GLSKDRADVIVPGLAILRAVARQCSASRIVVCGAGLRDGLFFETCLPLAQ---TPTS-SQ 
spolaev/1-505 RVPYDSATQLLPSAMILKMTLEITGAESIILSDADLADGILVHELFRTRNNSLNHS-FTE 
stamass/1-510 GLSQDRVDIILPAVSVFKTLYEEIDATQFTFSRKGLREGYVMSELSKTYK--DEFDS-KK 
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macarme/1-510 GLSRDRQDIIVPSCVLFNTLFDEVDATEFIFSRKGLREGVIMQVLEQEYT--LPFDK-DN 
maccase/1-511 GLSRDRQDIIVPSCILFNTLFDEVDATEFIFSRKGLREGVIMKVLEQEYT--LPFDK-DN 
fachomi/1-520 GLSSDRRDIIIPANLAFLELFALTKAPTFLISKQGLREGVIMHYLNQRYN--RPFDP-DL 
ruotaba/1-517 GLSADRKDLIIPANIVFLELFKIVKAKEFLLSSQGLREGIILKYINHTYN--YPLDN-QL 
aersang/1-515 GLSTDRADIITPACLVFSELMACVQAPCFKFSQYGLREGILYEYIEDHYP--APYDI-FH 
suiacid/1-517 GLSNDRTDLIIPATIVFQELMKVTKADIFSLSSQGLREGIILKYINEKYD--TPIDN-KL 
glosulf/1-517 GLSNDRVDIIIPANIVFLELLNTVKAPIFILSNQGLREGFVLTYINEHYH--SPIDA-RN 
funculc/1-519 GLSSDRQDIIIPATIVFQELYNVVKASFLAISTQGLREGIVLKYINEKYN--TPIDM-SL 
hutsour/1-517 GLSNDRTDIIIPANLVFLELFRVVKATCFLISSQGLREGIILKYINNNYN--TPLDN-DQ 
ignruof/1-517 GLSNDRVDIIVPANLAFLELMNVIRAPEMLISSQGIREGIILYHINTTYN--MPLDN-QQ 
erecole/1-517 GLSSDRLDIIIPANLVFIELVKAAKSDAFVISTRGLREGMVLKYINDNYD--GPIDN-AT 
vagmass/1-517 GLSTDRRDIIIPANIVFIELMDFSKAPSFAFSSQGLREGIIAKYINQSYN--SPIDI-HL 
allotit/1-519 GLSSDRRDIIIPATLVFLELFKAMGATAFVVSSYGIREGLIIEYINQLPY--HPYSL-HF 
alkkapi/1-521 GLSEDRRDIIIPAGIVFTELLNVMKSETFAISNRGLREGIIIERLNRDHE--DAYDL-FG 
markali/1-519 GLNEDRKDIIIPAGLVFLELFDFMDSTEFAISSRGLREGLVIDYINRTDN--QPYEL-YD 
atotaba/1-521 GLSEDRRDIIIPAGIVFTTLYDTVKADCFALSNRGLREGIVMDYLNREFN--NPFSL-HD 
desince/1-519 GLSRDRTDIILPANLVFNALFDTVKASAFIFSNKGLREGVIMEYLNIHHN--HPFDL-QE 
triilyi/1-512 GLSRDRSDLIIPANVVFNTLFDEVKAPVFLFSNKGLREGIVMEYLNNKYEN-KAFSI-FN 
graseri/1-519 GLSRDRWDIIIPANLVFLNLFSVVNAPIFLFSNQGLRQGILLNHINKTYN--NPYSL-QH 
jeocaen/1-522 GLSQDRTDIIIPANVVFNALFDEVKASLFIFSNKGLREGIILDYVNERANG-TAFTK-HN 
entital/1-516 GLSKDRADIILPANLTFLALCEITEAEKFVFCNKGLREGLLLKELSNTTE--QVYDP-DR 
bavseil/1-519 GLSRDRRDIIIPATIMFEELLSYVGTKTFVFSNRGLREGILLSYINNTYD--NPFKL-DE 
lacBL23/1-509 DLTSDQTSLVLPTVLLVYRLVETLNSQSIWISDLKAIDGIEVNAAHEGGFKKLGFD-PNE 
lacsela/1-510 HVSADKVPQVLPTVVMLNELLELLKVKTVYLSQLKLIDGVAVNAAVQNGKKIGSWD-SDA 
agrcomp/1-512 DINEDDVPQVLPVMILVDQLLNHFKVKTLWVAALKLIDGIIVQAVNERVNPKSLAL-QEE 
schshen/1-515 QLADADMAQVQPVLMLVHQMMNFFGTSELDITNLKLVDGLAVNYALRQNNAKLLIK-PEE 
lacplan/1-509 EVDEEDVRLIVPELLLINELLQLTNAEKIWLGNVTVLDGLIIQEAIKLGYKKY-N--FND 
frusanf/1-509 EVDEEDVRLIVPELLLINELLQLTNAEKIWLGNVTVLDGLIIQEAIKLGYKKY-N--FND 
nicspur/1-512 DVDEDDVPQILPFMTLLHELFKIFHPKRLWVSDLKFINGLTYDLLSKTSGNGKSHI-LRQ 
loiback/1-509 QLPEIEVNEVAPTFLLLNELFDTMQIETVWVSNIKLLDGFVVHHAAETGQLKLNWD-FNE 
apitimb/1-512 KIDENDLSQVVPLVTIIHELLDRLSVQKIWLSSLKFIDGLTCELIEDKQENNIQQM-LNN 
levbrev/1-510 HLTEENVELILPVVLLIKKLLTVVHAEKIQLVNLNVIDGLTTNQAIMAGYHKT-AH-FEN 
secmixt/1-510 GVKESEISLLLPEILLVRKLMHLTQATTLHFSHNTVLDGLAINEAVRSGYSKY-D--FSE 
weisaga/1-513 MINESVIPLVLPELLLIDRIVQLTNAKTLRFSDSSVIDGVVNNEEVALGFSKH-D--FSN 
ligacid/1-508 GIESQYLPLVLPEILLLKHLFTLTNAQKINLSNASMLDGLVLNRAVQHGFLKR-D--FSK 
lenhilg/1-521 EVNEDSVPLILPELLLIRRVIQLTNAKEIRFSDSGIVDGLVNNEAVTLGYSKD-D--FTH 
pausueb/1-508 QLPQMEADEVAPLFLMLDQIFDHLQVKDINLTDIKLTDGLIANLNAQDKQTSNAWN-YDQ 
furmili/1-508 NLPADQVNEVLPLFLLLDEVFNHLHTKSIHLTDFKVIDGCVVDEEMSRKKHPRNTDAVSQ 
perbeni/1-504 GLSEQVIKYALPEILVLERALNLAQVPKIILLDISVVDGLVFADAGKNSI-------GDT 
liqnage/1-502 DIDEHIVERLIPNFILIEKIIRLLNVQQLILSNITVSDGLAIEQAQKNRLIKQ-D--LNN 
leuholz/1-497 AVELNDVPFVLTEMLLLLNVMQAINVSSLQISDLTVLDGLSVKDVH-----------ADD 
lacprot/1-510 GLSRDRADIIIPATITFQALIETTSAERMYFVKEGLREGLLINMINAEVP--ETYPV-SG 
anobury/1-524 GLPSDMAATLLPSMMVLKKCVEMTDAQCLYTPLVSLADGIVADFIDQRFKTNRQQE-FLE 
cloacet/1-516 KISKEGAYTLIPSFILLKVFLDMTSSPQIYTPLVNLEDGIVADLVDQKLITQRKQE-FLH 
petxyla/1-521 GVPHESADILLPSMMIFKMFLDMTEAKGMYAPQISLADGIISDIIDRNFDTQRQED-FVE 
thecaen/1-520 DIPLADAELFVPSLILIKKFLDKTCSDKLIIPSVSLVDGLILERYNDELEKGISMD-FDA 
blamass/1-514 ELEPEYASLIVPNMVIIRNFIEIFQAEALWIPGVSLLDGIAYDHAEKNKYLKSVHN-FEN 
anafaec/1-521 QISKEQASLLLPTAMIYHKMFEESKASKMYLPGVTLTDGLVVDYAQKKEKVILTHD-FRQ 
lacsacc/1-513 GIPLENASLMSPAAVICNSLIEMMDAEQIWIPGTHLARGLAYEYAEEKKLIKVSHN-FEN 
petatla/1-512 AIKRERAEIIVPSLMLINMFVDKTTAGEIIIPNISLADGIIRYIHEDIYNLHTNDI-STQ 
acestic/1-513 QISEKQAEMVLPTLVIFKKFVDLTQADGIYAPRVSLRHGILADMADNIYNTKRKEE-FLN 
seralka/1-514 NISQEGAYILLPTMMLTKIFLDTTSSAKIYTPLVSLEDGIVSNIIDEKFNTNRKQE-FLQ 
anacarb/1-518 GVSPERADILLPSMMIFKKFLDKTQATGIHTPLVSLRDGIISDIVDKKLHTKREEE-FTE 
geoferr/1-520 GLAQERAEILLPSMMIFKKFFNMTSAKGIHAPLVSLRDGIISDIIDTKFNTQRKAD-FME 
tincali/1-522 QISMDLASILLPSLMIMKKFFQMTEATQYYTPLVSLSDGIVSDFIDQRFYTERLKE-FNK 
selbovi/1-507 KMDETAASRVIPSLLMIRQIISMTHAGHLYLTRLNILNGLALHQAAKDGFLKT-D--FDD 
prohipp/1-516 NLAENKADMVLPTIILYRQIMALTDVEQIVIANDQFIDGITTLYIAENTKDAWLQD-IEA 
spoovat/1-515 RLTENKAEIVLPTIVLYKKIVSLTGPEEIVVLSDQFADGVIIKHISEKTSHAHQKL-IDS 
denquer/1-519 ELSEAKAEMVLPTIVLYKQILGLTDIDKIVIPDDQFIDGICLLHIMEKTRDKWSEV-IDR 
calkiri/1-518 DVPENRIEILIPSLILFKKFIDMTDAKGIYVPLVSLRDGLISDFVDKKYNTNRDKK-FRE 
//// 
alimeng/1-510 MLMYSIQNIHDHFR-L-NDNHAFHVWKLAEQLLFDLMEY-RVIT--DNYEASRCLQVAAL 
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efflacu/1-515 IIRISTEQFMNRYQ-V-PKGHAQHVKNLACTLFDELK-DLQILN--LGANERKLLEIAAL 
tumflag/1-518 VSLFSARQWMKRYR-V-NQTRAEHVSRLAVSLFDQLN-DLGLLQ--ADAGQRRLLQISGL 
kyrtusc/1-515 TLMYSIENIHDQFG-L-NRNHAFHVWKLADRLFTAMV-NHGLVE--ASEEHRRWLQVAAL 
sulther/1-503 VLRDSVLNTLRRFQE--SEVHATHVTDLAFYLYRDMI-KWG--F--LSAGADRILFTAAM 
ferorga/1-501 VLEASVHNLLERCRV--PKDHAETVTNLALSIARPLC-ERG--D--LNPARLRLLYAAAM 
colludi/1-486 VLDHSVLNFQKLFH-V-NVDLASKVTRTALFLFDSLR-PIH--A--LGEYERKLLQVFSQ 
rosviet/1-509 VIEMSMKELCHEFD-I-NESHSKQMIFLAGEFWKQLS-NLGYWN--LESGDLKMLQYGAA 
anocald/1-508 VLQESFFELAQDYD-I-DVHHVHYVNRLLTEFIEQIR-RLDLYP--LTDDDVRDVKWAAH 
bacsala/1-510 VIRRSLEELCHEFD-I-NDLHSKQMKFLASTLTGSLS-DLGYLD--LTHEDFKMLQYSAA 
calerzu/1-509 VIEESLFELEYEYK-I-NIDNAFQVSRLAVNILHSLE-KIGVVS--LTDAHFNETRRGAY 
halyeom/1-513 VLEESIQELITDYD-L-NIKQIHHIQHLAHQLFHRLQ-EKGIGG--LRKEDWMEVKRASY 
priarya/1-508 LVDIGIEEIIYDFR-I-NIDNSRQMIKIANVIVEQVN-KINKMEGYITKQDRMVLEQASS 
mancuni/1-511 VYEESAKELAVEFS-L-NQTHTNHMKKLSAELLNGLN-DQHSLT--VKNGDLPLIQKAAA 
ocesoja/1-511 VLEESIQELVNDYD-L-DRKHIRHVQNLTEQVFDFCK-ENGLIQ--LDKQDRKLLKMASF 
lystimo/1-515 VFEENAKRIAYEYG-R-SEEEYETLLKLAINLYEECC-RVNLFE--YKETDFELIKKAAK 
paesuae/1-508 VKEESFYQLSNYYR-L-NLDHQKKISVLASYLTSELV-EHDLVT--LSKLDMEHLRLGAN 
cytspon/1-514 IIDKSINELMLAYG-I-DCSHSKYVEQLSTMLFNELQ-LFCNHN--HSKELLEDIKRSSY 
aqualbu/1-510 VLEDSIQELINDYD-L-DPKQILHVQFLTRKLFYEFK-EKGIGA--IDQEDWVYLKRASY 
metlito/1-509 VIEESFYELATDYS-I-NLNHVFHVTTNALMITTLLH-KAELAS--FNKEDELLLKRGAF 
robkorl/1-506 ILESSIDQLIRDYG-I-EEGHSDHVAWLAKQIYFELS-AIFGKK--TNGYSERLIEQSAR 
perfrig/1-509 VIEESFHELLSDYD-I-DLHHVQYVTKIAIKLYKDLA-EKGLLS--SSDDDIILIRRASF 
niaendo/1-511 IVQNSVAELLIDYG-V-APAHASHRAKLAEILFEKTS-TYYHCE--NKQALSKFVKKGAE 
liscost/1-511 DLIASAEHISRRYM-T-DQKHSEIVRKFALHLFNQLK-SLH--G--LKKRERLLLELAAI 
brehumi/1-511 VRQTSIEQFMTRYQ-M-NRLHAFHVRHLASSLFDHLN-QLNLID--LGSEEKDWLEAAAL 
anedani/1-509 VVEEGIYALMVNYK-V-NQVHARHVDNLSCTLFEQLA-KEGLHS--YGPEEKRLVSVAAR 
paearte/1-509 VVSYSVNNLAALHPEA-PLQHTSQVNRLALQLAELLC-PRL--A--DAGSAKLYLDIAST 
lonpaci/1-502 ILDRCVKRLYAKIPMV-PIPHVHQVEEFAMQLFNALC-AEQ--A--WGEQEKTYVHIASR 
cohther/1-517 VLEESVRNLTALYPAA-PEAHLAQVNRLALKLYDRLA-PHA--G--LDPSARKLLDAASR 
spolaev/1-505 DIIVSARNIASRYN-C-DTEHIKMVEYFALHLFDRLR-RLH--G--LGKRDRLLLQLAAI 
stamass/1-510 VRQDALFHLANEYK-I-ESKGAEQRVRLAEMLFNQLH-DLGKLK--VSDNLKELFLKGAY 
macarme/1-510 VFKDSLRNLASDYN-I-KHDEAMQRTMIAETLYYELE-KHDLIK--GNKKDKTFLKHAAY 
maccase/1-511 VFKDSLRNLASNYN-I-KHDEAMQRTMIAEALYYEME-KHDLIK--GNKKDKTFLKHAAY 
fachomi/1-520 VKSRSVSRACREFK-V-NTVNASTRSKLAMDLYRQLC-ELDLFN--YQYNQQLEIELAAY 
ruotaba/1-517 IRVRSIRQVVRDFP-I-NTVGAQIIVDIIISLYQQLC-KLGLLT--YSYETQEEIEFAAY 
aersang/1-515 IQRQTIEGLTNTYHF--SMADHAQRVDIVRQVYTCLS-QQEFLD--WNEQEKRLLIYGAY 
suiacid/1-517 IRKRSVEGVVRDFP-I-NTFGSDIDIHITLSLFEELV-KWGQLE--ESAEIREELTFATI 
glosulf/1-517 NKLRTVQQVADKMN-I-LPEGSILRVNYAIKLYQALS-EADVIR--YDEQLKNELEFASY 
funculc/1-519 IRARTIRGIGHLFP-V-DTSRNYLRINYALSLYQQLC-ELNLLP--YSYEYHEEIEFAAY 
hutsour/1-517 IRARTIRNLIRDLP-V-NTLGADQQVKFILKLYQELN-RHQLMA--YSFDQQEELEYAAI 
ignruof/1-517 IRVRTVQQLMRNLP-M-NDFGAYLRVDFTINLYLQAC-RLGIFE--YDYEQHVELEFAAY 
erecole/1-517 IRARAIFQMKEDLP-M-AGIGPQTAVDTSISLYSQLC-HLGLLE--YNYKLQELLEYAAS 
vagmass/1-517 IKARTIQKILYDFP-NQIALSSEIRAKYTIDLYHQAS-QLGCFD--YTYCQQEELEYAAY 
allotit/1-519 IQQQTVYRMAKQYR-M-MDLPASQRMNIMSRLLDVLA-DFDLLH--PSALDVEFAHFGAA 
alkkapi/1-521 IKRQTVQRLFKQYD-I-RPISAHQRILLADQLIELIQ-DKGILN--VPAEDLSLLHYGAT 
markali/1-519 IKRQTVERMAKRYH-V-RAIGAYQRILLSDRLLNLLK-DKEIIS--VDEAHLILVHYAAS 
atotaba/1-521 LQKQTIERTARQYG-I-RPLGSRQRVAIADKLFTVLN-NEVPLT--QDPYLKKLMRFGAY 
desince/1-519 IRKQTVERTARLYN-I-HPMVARQRVSIADKLFSVLA-NENILE--ADAYWKTYLRSGAY 
triilyi/1-512 IAAQTVNRLAASYH-T-LAHVAQHRVKLVDRLYEELC-RLGIFE--KNPEMEKLLHFGSY 
graseri/1-519 IDQESVMQMANTYF-I-RKSVSQQRQKLTLNLLDQLT-KLDLFF--LDDHYRKFIGYGAY 
jeocaen/1-522 ISTQSIYRLGLAYQ-T-QNQVADQRGNLVSMLYDEFC-KANLFE--KDKYIARLLQYGSY 
entital/1-516 VVEGVLMRMTESYG-I-DVSLAQKRRALAEKLLTLCQ-EEGLVT--LDPKLLQYVYYAAF 
bavseil/1-519 LEDGTVKRLSETYHQM-AKIVAQ-REKLAFQLLGEFE-QHKDVD--VPKYWDTLLCYAAK 
lacBL23/1-509 EIVISANNLAERYQ-V-DEAHMQATRTVALQLFDRLR-KLH--G--MGKRERLLLEVAAT 
lacsela/1-510 ETIRSAVNLSNRYH-V-DPKHRDSTVKFALTLFDRLK-KIH--G--LGKKERLLLHIAAL 
agrcomp/1-512 QMLTSAYNLADHYR-V-NRQHQQFVVNFSRQLFDRLK-KIH--G--MAKKERILLEIAAI 
schshen/1-515 QIIRSARALSDRYQ-V-DAAHRDQVTTFALQLFDRLR-KLH--S--LGKRERLLLEIAAT 
lacplan/1-509 QIVTAAKNIADRYN-V-EPKHRDLVTKFSLHLFDQLK-PLH--H--LGKRERLLLQVAAI 
frusanf/1-509 QIVTAAKNIADRYN-V-DPKHRDLVTKFSLHLFDQLK-PLH--H--LGKRERLLLQVAAI 
nicspur/1-512 QILISAHNLANQYQ-V-EPRHQQFVEKFVLQLFDELK-PLH--G--LNERDRLLIEIAAI 
loiback/1-509 TMISAAKNLAKRYQ-V-DQAHQKKVLTFAVQLFDRLR-KIH--G--LGPRERLLLQLAAI 
apitimb/1-512 QTLVSAKNMAKQYN-V-EPKHQAMVEKFALKLFDSLE-DIH--G--LDDRQRLLLQVSSI 
levbrev/1-510 QILASAEDLAQRYR-V-EPHHMELVRRFALHLFDQLR-ALH--H--LTTRDRLLLEVAAI 
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secmixt/1-510 QTINSAITMANHYR-V-EPVHRELVTKFALHLFDQLK-PIH--Q--LTARDRLLLQMAAI 
weisaga/1-513 QTIKMSMNLANHYN-V-EPIHRDIVTKFALHLFNQLK-PLH--R--LGKREAVLLEVASI 
ligacid/1-508 QTIKQAENLARHYQ-I-EPKHQQLVTDFALHLFDQLK-PMH--Q--MGKRERLLLKVAAI 
lenhilg/1-521 QTITMAVNLADHYD-V-EPIHRDLVTRFAMHLFDQLK-PLH--M--LGPRERVLLQVASI 
pausueb/1-508 MILDEAQNISKRYL-V-DQDHQQQVLKFAMQLFDRLK-KFH--G--LSKRDRLLLQLSAI 
furmili/1-508 VMLGAAYELARRFH-V-DERHQQSVVLFATQLFDRLK-KIH--G--LGSRERLLLQLAAI 
perbeni/1-504 EIITAAQDIADQYR-V-ANNHRQQVEHFALHLFDQLK-AVH--H--LTQRDYLLLDVVCL 
liqnage/1-502 IILTSAENIANRYL-T-SHSHRQIVTSLALHLFDQLK-KLH--H--LGKHERLLLQIAAT 
leuholz/1-497 DIITAARGIADRYM-V-EKQHRELVLTYAHQLFDRLK-KIH--H--LTARDRLLLGVAAL 
lacprot/1-510 IRRTSIARLLVNYG-I-DPANAKQRLKRVRLFQDLMI-RAGLVI--PSEQLNDYLYYASM 
anobury/1-524 DVQELALGLARKYH-A-DMNHAADVETKSIAIFDALK-KTH--G--MKEREKYLLRLAAK 
cloacet/1-516 DIYTLVRSLAKKYH-Y-DENHANEVMDKSLCLFDGSK-RLH--G--LGEEERFLLQLATI 
petxyla/1-521 DIISAAGFLARRYR-Y-DQPHAQDVEQKSLALFDALY-KLH--G--LGGRERLLLQLAAI 
thecaen/1-520 DILSCVREMATRYR-T-NEKHVRYVERVALQIFDRLT-GIH--G--LGERERFILQIAAI 
blamass/1-514 DILVASRNIAKRYS-S-GKNHIAGTTDVALDIFDSTR-KIH--G--MGKRERLLLQIAVL 
anafaec/1-521 DIIQAARNIARRYH-C-NQEHMKNVEYIALTLFDSLT-KLH--G--LNNRDRLLLQIAVI 
lacsacc/1-513 DILMAAKNIGKRYA-V-NRPHIQNIDMIATELFDSMK-KIH--G--MGVRERLLLKIAVM 
petatla/1-512 DIITSATVMAKKFN-Y-DETHCNHVEAHALLLFDKLR-KIH--G--MK-EERILLRVATI 
acestic/1-513 DILSSVAYLGRRYR-I-DDSHALHVREMAIKIFDKTK-KIH--E--LGSNDRFLLEIAAL 
seralka/1-514 DTYSLVKTIAEKYR-C-DQNHAHEVEKKSLILFDALK-KFH--G--LGDQERLLLSLAAV 
anacarb/1-518 DIIASARVQGKRYE-Y-DEAHAREVEAKALLLFDELK-KLH--G--LGKREKLLLQLAAI 
geoferr/1-520 DILCSARYLAVKYK-Y-DEKHGREVEEKALLIFDALK-RMH--G--LGERQRFLLQLAAI 
tincali/1-522 DIQQQAMNLLKKYH-G-DEKHALDVEEKAVLFFDALK-KTH--G--MKEREKFLLKLACK 
selbovi/1-507 IIRTVAENRARRYQ-S-DDAHRAITLKLALHLYDQLR-KLH--R--LGQRERLLLEIGVR 
prohipp/1-516 QLVSLARSFARRYR-Y-NEAHAEKVEEIALIIYDRIV-KLH--G--MGKRERLLLKVAAI 
spoovat/1-515 QIISLCWEISKKYY-Y-DPTHAAAVETWSMLLFDKLA-RIH--G--LSERHRQLLRIAAI 
denquer/1-519 QIISLACSLGAKYK-Y-DCRHADAVAGAALLLFDHMA-KIH--G--LGRRERLMLHTAGI 
calkiri/1-518 DIISSAIYLAKRYK-S-DMKHVMDVMDKSMIIFDRLK-DIH--G--LGEKERFMLQLAAI 
//// 
alimeng/1-510 LHDIGRTISIYNARNHNFYLLLQVPLLGITHRERVLAAAIAAFKTTKQITAVLA-DYQEF 
efflacu/1-515 LHDVGRSINVYEASQHTFYLLSNVLLLGLTHKQRILIAMTASYKNNKQLQQQQS-RYAGI 
tumflag/1-518 LQDIGLSINTFDAAQHTFYLLTNVLLYGLTHRERLILGMLASYKNDKKIEKQLI-QHSDM 
kyrtusc/1-515 LHDIGRAISIYNTSKHTFYLLLQIPLFGISHRDRVMAAAIAAFKSTKQIQTYLS-MYQEF 
sulther/1-503 LHRIGVQVSYYHYDRHTFYLILNSALYGLTHREIILAAAAASFKGKSKLRKICA-PYRLL 
ferorga/1-501 LHRVGIHIHYYDFDRHTFYLILNGTLYGLTHSELLIVAAAASYKSRNRTRKQCA-PFRAL 
colludi/1-486 IESCGYYINPDSWAKHSSYLVLSSHLYGLSHEELVHLSLLLKGEVNRNLKKV-------- 
rosviet/1-509 LYYLGEYIDSDSSSQHTFYIMANRSINGFFHKERVQLASISSFKNKLSLKQYLK-LFSEW 
anocald/1-508 VFYLGQYIDEESSSQHTFYILANRTIDGLMHKDRVKLALMASYKNRTVFKQYIE-PFQHW 
bacsala/1-510 LYYLGEYIDSDSSSQHTFYILANRPVNGFFHKERVMLACISSFKNKTALKQYML-PFLGW 
calerzu/1-509 LFHLGRYIDDEASSQHTFYLLANRTIDGIMHIDRLRLAAIASFKSKALLKQYIE-PFEDW 
halyeom/1-513 VFNLGEYIDSEASYQHTFYLLANRTIDGLMHKERLRLALMASFKNKTVYKQFMN-PYKDW 
priarya/1-508 IFHLGKYLNEESSSHHTFYLLSNRSILGLSHRERVKLALVASYKGKRTFRQYIE-PFKDW 
mancuni/1-511 VYYLGEYIDSESSSQHTFYILANRSINGLYHKERVKIAALASFKNYSTLKQYCN-PFEAW 
ocesoja/1-511 LFNLGEYIDSESSPQHTFYLLANRTIDGLEHRERVKLALVASFKNKTVFNQFIQ-PYKSW 
lystimo/1-515 VYSIGEYIELDSASQHTFYLIANQSIAGVSHIDRVKLALLASYKNRDYFRRFSS-PFETW 
paesuae/1-508 VFYIGNTIHPESKSEHTFYLLTNQSIDGLPHSERLAVAFIASFKSKSQLKKYAD-PYRPW 
cytspon/1-514 VYYLGEYVDSDASSQHTFYLLANTSINGLVHKKRVRLALMASFKNKNFLKYYLS-SLPDW 
aqualbu/1-510 VFNLGNYIDSESSSQHTFYLLANRTIDGLLHRDRLMLALIASFKNKAIFKQYVK-PYKSW 
metlito/1-509 VYDLGSYIDSESSSQHTFYLLANRTIDGLLHRDRIIIALIASYTSKTNFKRYVS-SYSDW 
robkorl/1-506 IYYIGQYVDPDVSSQHTFNLLAHQSIDGITHKERLILALIASYKNWALLKQYST-PFVEW 
perfrig/1-509 VYNLGQYIDSESSSQHTFYLIANRTIDGLLHKERLQLALIASFKSKSAFKQYGA-PYKHW 
niaendo/1-511 LYYLGQYIDDDSSSQHTFYLLANQSINGLFHKDRLKLAYIASFKNKTLLKQYFT-PFSNW 
liscost/1-511 LQDVGSFIDMNNHYVHSEYLIEATELIGLSETEQKIVAAVARYHSTETPSAGLE-NFGRY 
brehumi/1-511 LHDIGRSINVYESSQHTFYLLSHVLLPGFSHRERLLIAMISSYKNSKQLQAQLS-RHSDI 
anedani/1-509 LHDIGRMINIGEWNQHTFYLMVNVFLPGLTHKQRLLAALIASYKGSKRMQRLVA-PYESM 
paearte/1-509 LHRIGASIDYYDYKKHTFYLMINSRLNGLSHRELLICSLIASYKSKNRVKQTAV-LYKPL 
lonpaci/1-502 LSLFGAIIDPYAPKGHTFDLLIGQSFGVLSHREWVIICLIASFQTKKKAMQYAQ-KYKNM 
cohther/1-517 LFKIGAVIDYNDCPDHTFYILMHAHWNGLSHREILLTAAIASYRSASPLRRKLA-PYRSI 
spolaev/1-505 LQDTGSYIDMNAHYVHSYYIIVSSEIIGISEHERDIVANIARYHSAETPSSNSS-AFQKL 
stamass/1-510 LYYLGSFIDADSSSQHTFYIISNSSINGFTHKNRVKLALLASFKNKTLLKFYSH-EIG-W 
macarme/1-510 LYYLGSYIDSDAASQHTYYILSNSSLNGISHKNRVKLALLASYKNKSLFKFYEE-ETQ-W 
maccase/1-511 LYYLGSYIDSDAASQHTYYILSNSSLNGISHKNRVKLALLASYKNKSLFKFYEE-ETQ-W 
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fachomi/1-520 LFQCGQFIDQEAESQHTFYLLSNMNLAGFNHKERVRLAILASFRNKSLLKQYIQ-AFTGW 
ruotaba/1-517 IYRFGGFISPEADSQHTFYLLSNMNLLGFSHRKRLRLALLASYRNRSLFKQYLT-NYENW 
aersang/1-515 LYFCGRFIERGSASQHTFYLLSNSNMNGFDHKERVAISLIASYKNKTLFKQYSE-EFQDL 
suiacid/1-517 LYRFGGFISTEADSQHTFYILSNMNLLGFSHYKRLRLALLASFRNRTLYKQYLE-TFEDW 
glosulf/1-517 LYRFGSMISSEADSQHTFYIISNMDLLGFSHHDRLRLALLSSFKSKSMMMRYLR-DFPDW 
funculc/1-519 LYHFGSFIDVEADSQHTFYLLSNMNLSGYSHRKRLRLALLSSYRNRSLQNQYLE-IFPGW 
hutsour/1-517 LYRFGEFISPEADSQHTFYLLSNMNLFGFSHHKRLRLALLASYRNKSLFKRYLE-DFKSW 
ignruof/1-517 LYRVGAFISSEADSHHTFYLISNMNLLGFTHKRRLRLALLASYKNRSLLMQFLE-DFADW 
erecole/1-517 IYRFGGFLSAEADSQHTFYICANMNLLGFVHKDRLKLALLASYRNKSLFKQYLS-NYQGW 
vagmass/1-517 LYLFGDFISPEADSQHTFYLLSNMNLLGFTHKGRIRLALLASYRNKTLFNHYLR-GLDHW 
allotit/1-519 LYYLGKVIEDKAESQHTFYLISNTNLKGFTHKDRVKLALIASYKNKSLFHQYTK-STSDW 
alkkapi/1-521 LYYLGSYIEDDSKSQHTFYIISNTNLHGFNHKDRVRLALLASYKNRSLFKQYTK-AFKDW 
markali/1-519 LYYLGSYIEDDSKSQHTFYIISNSNLHGFNHQDRVRLALLASYKNKSLFHQYIK-TVDDW 
atotaba/1-521 LYFLGSYIEDDSESQHTFYILSNSNLHGFNHKDRVRLALLASFKNKSLFNQYSS-DFLGW 
desince/1-519 LYYLGSYIDNDAQSQNTFYIIANSNLAGLNHKDRVILALLASYKNKSLLKQYIK-EIKDW 
triilyi/1-512 LYYLGQFVETGASSQHTFYIISNSDLDGISHKERVSIALLASFKNRSLFNQYLT-GYTDW 
graseri/1-519 LYYLGAYVEVDASSQHTFYIISNSNLNGISHRDRVVLALLASYKNKSLFKQYTA-NLPGW 
jeocaen/1-522 LYYLGEYIESGAGSQHTFYIISNSELNAITHKERIIIALLASYKNRSLFNQYLE-PFNDW 
entital/1-516 LYHIGSYIEEDDSSMHSFYLLANSNLNGFTHKERVALALLASYKNKSLTRKFLQ-NVPDW 
bavseil/1-519 IYFIGNRIEPEAESQHTFYIVSNSNLNGFKHHDRVIIAALASYKNKSLLKQYLQ-PFEGW 
lacBL23/1-509 VSDIGSYIETHKHYAHSNYIIKASEIMGLNDLEVTMVATITRFHSSITPQSDLK-NFPTM 
lacsela/1-510 VNDVGSYVDNHNHYFHSDYIIRASKIVGLSSTAQLMVAAIARYHSTDTPSAELD-RFDQL 
agrcomp/1-512 LDDVGSYVNNHNHTAHSDYIIQNSEVLGLSDVELKMVAAVARYHSSSTPSNELS-RFDEL 
schshen/1-515 LNDIGSFVDVHEHYRHSDYLIQASEILGLSTQEQQMVGTITRFHSTDSPSIEEL-QESPL 
lacplan/1-509 VHDVGSYIDPHQHYLHSDYILQATELMGLTDTEKRMVALISRYHSAQTPSKDIR-HFGHL 
frusanf/1-509 VHDVGSYIDPYQHYLHSDYILQATELMGLTDTEKRMVALISRYHSAQTPSKDIR-HFGHL 
nicspur/1-512 VDDVGSFINNHNHYVHSEYIVKNSEIIGLSESELNMVAAISRYHSHKATSSALK-HLENM 
loiback/1-509 LQDTGLYLDANQHAFHSEYIIRASEVLGLDLTEQFAVAAIARYHSSRAPSAGLS-HLSRL 
apitimb/1-512 VDDVGNFVNNYNHYAHSEYVIKNSEILGLSNIELIMVAMISRYHSHSATSSIFK-MLDKL 
levbrev/1-510 VHDIGGFIDTHQHYLHSDYVLKQSDLLGLSQEETQIIAAVSRYHSTRTPGEDLA-HFQQL 
secmixt/1-510 LHDVGAYVEPHEHYLHSDYIIRHTSIIGLSVHERQIIAAIARYHSSKTPSEDLS-HFQKL 
weisaga/1-513 LHDVGNYISVHSHYIHSDYIIRHSDIIGLSQEEKEIVAAIAKYHSVTTPSADLS-HFNQI 
ligacid/1-508 LHDCGNYIGGHDHYIHSEYIIRNSDIFGLSKLETEIVALVSRYHSVQTPGNDYS-SFTQM 
lenhilg/1-521 LHDVGNYVGIHEHYIHSEYIIRHSDIIGLSRIERSIIAAVARYHSSTTPSEDLS-HFSQI 
pausueb/1-508 LADTGLYLNSHHHSFHSEYIIEASEIIGINENEQQIVAAVARYHSSSSPSLNLN-NLVQF 
furmili/1-508 LQDSGLFIDSTQHAFHSEYIINHSEMLGLRADEQVEVAAIARYHSSETVSADLS-RFN-I 
perbeni/1-504 VHDIGSFVNSHAHYLHSENLIKNIDFYGLSDNETAIIAAVARYHSSQIPVNEHY-ILKNF 
liqnage/1-502 VDDIGNYINQHGHYRHSAYILEANKLIGLSDDENQLIAEISRYHSSEAPEVDEP-HFQRL 
leuholz/1-497 VHDVGSFINSQKHYQYSEEILTGIDLYGLATVEQRMIASIARYHSAETPDDALR-TVEDF 
lacprot/1-510 LYLAGSYIEADDSSMHTFYLLANSNISGFKHRDRVIIALLASYKNKSLFNQYLT-PFHDW 
anobury/1-524 LHDIGKFVNLNKHYIHSYNLIKASEMLGVTEEEQDIVANVARYHSSQIPQQSHE-NYWHM 
cloacet/1-516 LHDVGKFININQHYNHSYDIIMASNIMGISQQQLEIIANVAKYHSTLTPKISHE-NFNRL 
petxyla/1-521 LHDIGKYINFNEHYIHSYEIIMASDLIGISKEELEIIANVARYHSREVPGYSHE-NFRKL 
thecaen/1-520 LHDIGKYIASDPHYVYSYNIIRASQIIGLSDEELTMAACIARYHSSETPELGST-GLVKL 
blamass/1-514 LHDCGKYISMSEVAECSYRIIMATEIIGLSTEERQVIASAVRYNTREFGCYKEINRETSM 
anafaec/1-521 LHNCGEYINLNAGALNSYQIILSTEIIGLSHTERELIAYLVRFNIGNYPKYADLN--NSF 
lacsacc/1-513 LHDVGKYISLNNAALCTYHIIMSNEIIGLSHTEREMIALIARYNTAPLPQYDQFAQISAI 
petatla/1-512 LHDIGKFISLDHHNEHSYNLIKSLELFGMSTLEVEMVANIARYHGIVVPKDQDR-NLAAL 
acestic/1-513 LHDIGKYINLNEHIEHSYSIIKAQDIMGISDSDLNIIAHTARFHNEENPKSI-D-SYQIL 
seralka/1-514 LHDIGKFINMNKHYKHSYDIIIASNIMGISQQQLEIIANIAKYHSDLTPTMAHK-NFNQL 
anacarb/1-518 LHDIGKYIDLNRHYVHSYHIIMALELMGISWEEKQIIANVARYHSRAVPNDYDE-NFKEL 
geoferr/1-520 LHDIGKFVNPLEHYIYSYHIILASNLMGLSREEMEIIANISRYHSKVVPRADHD-NFRKL 
tincali/1-522 LHDIGKFVNLNQHYEHSYTLIKASPILSLSEEELEMVANVSKYHSSRTPRKDHD-SYLRL 
selbovi/1-507 LEDLGNFIQAHGHYRHSAYIIEANPVIGLSDDENEIIAEIARYHSAEAPEVRQH-HYSHL 
prohipp/1-516 LHDIGKFINLRRHYLYSYRLILSSDILGFSEEEKIIMASVAYYHSKGTPSDFESG-FNSL 
spoovat/1-515 LHDIGKHVNLRRHYFYSYRLIISSDILGFSKAERHEIANIAYYHSKGVPSDADAN-FAYL 
denquer/1-519 LHDIGKFVSLRQHYSYSYQLIDSSDIMGFSEMEKNIIANVARYHSKITPVSDNLS-LAGL 
calkiri/1-518 LHDIGKYVNLVDHYDNSYDIILASDLIGMSDRQMEIIANVARYHGEKLPKFKDR-NYDKL 
//// 
alimeng/1-510 LTEEDVLLISQLGTVLGLARMLDRTESKVVKDIHLVP--K-T-------K--G-FVLRVK 
efflacu/1-515 VDKSDKEMVEKLGHLVLLARILDRSMSQQIRSIRLLE--K-K-------K--N-IVIECT 
tumflag/1-518 VMPMELPGIKRLAQLGMLARILNRPLAGQVRSIQVEK--R-P-------D--G-VRLLCR 
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kyrtusc/1-515 FDEEDIPTITQLGVILRLVRAFDRTETGVVTGLDLQP--D-G-------R--A-WKLIVK 
sulther/1-503 LTEEDLQLATKLGVLVRLAEALDRRHERRIHRVSVKS--D-D-------H--Q-LVLMTY 
ferorga/1-501 LSDDDLTEITKIGVIVRLAEALDRRHEKRVSAVRMKT--E-K-------T--R-AILYVN 
colludi/1-486 ------WMIHELAKIMTLHLSH-ESQQQLFCKI------D-G-------E--D-IYIGRA 
rosviet/1-509 FTKEEMKKIREMGAVLKLVYSLNASKRNIVKQLNITK--S-G-------C--S-LEVSAH 
anocald/1-508 FTKEEQRTIRFLGALLKFVYSLNETKRNIVQTVQLSK--Q-N-------G--S-ILIEVI 
bacsala/1-510 FTKEEMQKAREMGALLKLAYSLNATKRNIVQSIDIER--N-A-------D--R-LDISVY 
calerzu/1-509 FSKKELHELRLLGAVLRFSYALNATKRNVVNSIQIIE--E-E-------N--N-LTMNII 
halyeom/1-513 FLKEERKKLRLLGALLKFCYSLDSTRRRTITDLDVDV--Q-K-------E--D-IQVTCY 
priarya/1-508 YTKEEQKKMCLLGSILKVAQSLNITKRNVVDDIKISS--K-N-------D--G-WVMDIR 
mancuni/1-511 ITKEEIKKLRELGAILKIAYALNATKRNLVKKIEVKN--E-G-------K--T-VWLYIY 
ocesoja/1-511 FLKDERRKLLELGSLLKFTYCLDATRRQIVDRIDFKL--K-K-------K--N-ILIRVY 
lystimo/1-515 ITKDELKSMRDYGAMLKFVYALNMTKRNIVLSIQLER--Q-E-------N--Q-ILVFIQ 
paesuae/1-508 VSKEDLVQYELLGAIIKFSFALNISEQSIIKRTEITE--CDK-------E--D-ITITVT 
cytspon/1-514 FSKEEVYEIRIAGALIKFASALDASKREIVKNIRMVVHPN-G-------E--E-LTFHIE 
aqualbu/1-510 FTKLERKKLRLLGALLKFVYCMDATKRQVVKDFDLEI--K-D-------T--S-IELTMY 
metlito/1-509 FTKDELAKYRMLGAILKFAYSLNATKRNIIRTLDLKL--E-Q-------G--K-LVFNVI 
robkorl/1-506 FSKGELKDIRIAGGMVKLASALDSSKRMQVKGIKVHK--K-Q-------D--E-LIFHLS 
perfrig/1-509 FSKVEQRNMMLLGAIIKLAYSLNATRRNIINALKLEE--D-H-------D--R-VKYTVV 
niaendo/1-511 FTKKEMEDIRMAGAVAKLATALDASKRGIVKNIHFEEASN---------D--L-MQLTIY 
liscost/1-511 DTA-TRLTIAKLTAILRIADALDDSHQQKVERISVSL--K-K-------E--L-LQISVW 
brehumi/1-511 VDKSDKKMIELLGYIILLARALDRSMTQQIQNVLLRM--N-G-------E--N-LVLECV 
anedani/1-509 VSEADLQMVEQLGLLLLMARALDRTESQQISDVKLLC--S-D-------G--V-VVLYCW 
paearte/1-509 LTEDDIALVALLGMLLQLAIALDRSETQAIGRLEAEA--A-D-------GA-L-HLRAVR 
lonpaci/1-502 LMDGDIDLVFRLGSILLMSAALDRSQKQPITSLSTQL--E-E-------Q--K-LIVQPH 
cohther/1-517 LKEGDFDTAAKLGSLLQLAAALDRSESQAIGTLDVSV--S-G-------GN-K-LRLTAT 
spolaev/1-505 PTK-SRLVAAKLAAILRIADALDDSRQQKVEKMTVSL--K-N-------D--Q-VTITVH 
stamass/1-510 FDSKEIDEIQALGGIIKFVNAMNVSNINSVSQLDLQP--A-K-------K--KGFNLFVH 
macarme/1-510 FNSDEKDVIQMLGSILKFSYALNISNTNIVNTLYFEQ--K-D-------D--K-YNLIIE 
maccase/1-511 FNSDEKDVIQMLGSILKFSHALNISNTNIVESLYFEK--K-D-------D--K-YNLVIE 
fachomi/1-520 FDDMELAQLIKLGGLLKFSQALDDSQTHPIQTLKLTK--S-K-------S--S-YQLSLY 
ruotaba/1-517 LTDEEISNLEVLGGVLKFSSALNDSKTGPIEDLKLYR--T-KD------K--N-YKLDIY 
aersang/1-515 FTEDELDRIQAMGGLIKFSESLNDSHFNIISSVDMII--Q-N-------D--T-LILRIF 
suiacid/1-517 LTQEEFDLLERLGGLLKFAQALNDSKTAPIKDIRLLK--A-DQ------N--T-YELLIY 
glosulf/1-517 LTEDEIKELLILGGIIKVSDALNDSQTQPIKDLNFIK--K-SK------N--K-YQLVIY 
funculc/1-519 FTEEEQLLLQKLGGILKFSQALNDSQTDPIDSLELVA--L-DD------G--N-YRLDIY 
hutsour/1-517 FSDEEIQDLQKLGGLLKFASGLNDSKTAVIEDIQLEA--T-KD------H--N-YLLKIY 
ignruof/1-517 LSPEEVDLMIAMGGLIKFAAALNDSKTNPINQLKLER--V-KD------D--Q-LELKIY 
erecole/1-517 LAEDEKKELQILGGVLKFANAINDSNIEHISKVHLKQ--V-EV------K--N-YQLDIY 
vagmass/1-517 FTDQELEQLQRLGGLIKFAQALNDSQTGPISKIQLVR--N-KN------K--H-LELQIY 
allotit/1-519 FSQDELDMILCLGSLAKFAEALNDSHVNTVENIDLEK--E-KE---------G-YSLTVT 
alkkapi/1-521 YEKSELDLLLYMGSIIKFAEALSDSQVNVVQSMKLIE--S-DN------D--S-YELLIT 
markali/1-519 FSEEEKETLLHLGSIIKFAEALNDSHVNLVKDIQLFK--N-KD--KNIED--K-YELTVT 
atotaba/1-521 FSDEELSTLMYLGGIIKFSEALNDSHVNIVRDIHLEP--S-EN--K---E--E-YDLYVT 
desince/1-519 FTEDELTLLHHLGGIIKFSEALNDSHINVVKDLAIEK--T-DD------D--T-YTLRIV 
triilyi/1-512 YTVTQVDQLQSLGGIIKFADAINDSHMEVIKNIKIKK--T-K-------N--G-HDLVLY 
graseri/1-519 FTDVELDKILAACGLIKFCEALNDSKLDTVESLQLEK--I-ASNKQTEKN--G-YRLTVF 
jeocaen/1-522 FTVSFIDQLKAFGGMIKFANALDDSHMNVVKDIKLQK--K-N-------G--A-YELLIY 
entital/1-516 FSSQELSLIRQAGSLIKFTESLLITRVNEICSISLTK--D-K-------K--S-YVLAID 
bavseil/1-519 FSDDEVRWLIICGGILKFSDGLTTSHLNTVKSVKIAL--K-K-------N--K-ATLYIY 
lacBL23/1-509 STE-NRLVVAKLSALLRVADSLDASRQQKIQQLRVSV--K-P--------N-E-VLLTAR 
lacsela/1-510 PID-KRMTIAKLTAILRLADALDASRQQKITKISVSV--R-D--------P-Q-VIVTAT 
agrcomp/1-512 PIQ-QRMTIAKLAAILRLADALDASRQQKIQSIRVSL--K-D-------PT-K-VVIQAT 
schshen/1-515 PNT-KRMVVAKLAAILRLADALDVSRQQKITKLTVSL--K-K--------T-A-IQITAE 
lacplan/1-509 QVE-QRLLVSKLSAILRIADALDDGRKQKIDKISVSI--R-N-------P--R-VIITCF 
frusanf/1-509 QVE-QRLLVSKLSAILRIADALDDGRKQKIDKISVSI--R-N-------P--R-VIITCF 
nicspur/1-512 NID-RRMRIMKLSAILRIADALDASRKQKIKSIDIGT--W-N-------PT-Q-IIITAT 
loiback/1-509 PLE-ARLTIAKLAAILRLADALDDSHRAKISKISVSI--R-K-------Q--T-FTVTAT 
apitimb/1-512 SIS-DRMVVIKLAAILRIADSLDASRLQKVRTIDINL--D-D-------PT-K-LIIYVT 
levbrev/1-510 DSD-KRLVVAKLSAILRLADALDDAHQQTIQKISVSV--R-A-------D--R-VIITVF 
secmixt/1-510 DTE-ERLLVAKLAAILRLADALDDDQQQKIRRISVSI--K-A-------P--E-LVLTVY 
weisaga/1-513 STE-NRRLISKLAAILRLADALDDDRQQKIKKISVSI--K-N-------H--H-VIISAY 
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ligacid/1-508 PVA-QRIIVAKLAAILRLADALDDDRQQKIKDIIVSL--K-P-------Q--K-VIITAK 
lenhilg/1-521 SAE-NRRLIAKLAAILRLADALDDDRQQKIKKISVSI--K-T-------H--S-VVITVY 
pausueb/1-508 QIN-DKLRIAKLAAILRLADALDDSHLAKIKKITLHL--D-N-------ESRQ-IEITAS 
furmili/1-508 TMD-NRLVMVKLAAILRLADALDDSRLHKISKISVSI--K-K-------P--E-IIIHAT 
perbeni/1-504 NAP-ERLLIAKLTALLRLADALDDSRQQKIKKIAVSI--K-K-------D--K-VIITAH 
liqnage/1-502 APA-VQMKVAKLAAMLRLADALDDSREEKIQKISVSL--Q-T-------D--Q-LIIYAY 
leuholz/1-497 SPA-QRLRIAKLSAILRLADALDDGRRQKITQLTVSI--G-E-------S--Q-VTITAQ 
lacprot/1-510 FEDSEIELILKAGNLVRFCDALNVIPMNKIEKAELLK--E-G-------A--K-YRLRIK 
anobury/1-524 RAR-NRVITAKLVAIIRMADALDRSHRQKISGLSIAM--K-G-------E--T-MMIKGE 
cloacet/1-516 SHK-DRVVIAKLVSIIRIADALDRSHQQKIKTIEVKL--Q-E-------N--K-MIIKAS 
petxyla/1-521 DEK-NRVIVAKLVAIIRLADALDRSHKQKIRGMKINL--E-E-------K--E-VIIKVE 
thecaen/1-520 GTE-ERIKAMKLIAIIRMADAMDTSHKQKLSISAMDV--S-G-------D--Q-FIVRVE 
blamass/1-514 SRE-NYLLTAKLTAILRLANAMDRSHYQKVKALNVTL--K-D-------R--I-LYLVVD 
anafaec/1-521 NKE-TYIKISKLSAIFRIANAMDKSHKQKFSNISVNY--R-D-------H--H-LTITGT 
lacsacc/1-513 SEQ-QYLKVAELTAILRLANTLDRSHMQKVQQIRASL--R-E-------R--E-LTLNLT 
petatla/1-512 PTR-ERIIVAKLIGIIRMADALDRSHKQKIKIESVRV--K-D-------K--E-LIIRGK 
acestic/1-513 PYE-NRIKISKLSSILKLCDAMDITHKRKIKSIDIKV--K-D-------T--N-LIITAH 
seralka/1-514 SFQ-DRVVVAKLVSIIRIADALDRSHQQKIKDIRVKF--Q-E-------K--K-MIIKAI 
anacarb/1-518 NGK-NKVIAAKLIAIIRLADSLDRSHKQKVKEMRIVL--D-D-------K--K-VLVKVN 
geoferr/1-520 SEE-NRVVVSKLVAIIRLADALDRSHRQKIKTVQIVW--E-E-------K--E-ILFRVD 
tincali/1-522 KGK-DRVTTAKLTAILRLADAMDRSHRQKIYDVKVRQ--Q-N-------K--E-MVILGI 
selbovi/1-507 GAD-IQMTVAKLVAIVRLADAMDDSRQQKIKSISVSV--R-E-------D--A-VTITAH 
prohipp/1-516 TKE-QKVTVAKLAAILRLANSLDCTHRQKIVKCTASF--N-E-------E--M-LFVAVE 
spoovat/1-515 TPD-QKVAVSKLSAIIRLADAIDRSHRQKVSQAEVAL--R-G-------D--E-LIITVT 
denquer/1-519 TDQ-QQVTVGKLAAIIRLADAIDRAHRQKSTSLAIEL--K-G-------N--Q-ITIKVN 
calkiri/1-518 SEK-DKLIISKLSAMLKLANSLDMSHKQKIWDIDVNT--D-E-------K--I-VVITAR 
//// 
alimeng/1-510 ADKP-LHLELELASDWLKKWRKTFQSD-IRLEVEQI---------D 
efflacu/1-515 SIKE-NLLEYALLEDILKRVSKVFTRS-FSFVVKTPTATFTN---S 
tumflag/1-518 VLPQ-HILDRGLVDEMLEALSKTYGIK-FGYELTPVPTVETT---N 
kyrtusc/1-515 ARQP-LGIELDLALEWTKKCRKVFQRE-IRLEVDDLDHASR----L 
sulther/1-503 STQG-IEVEQAAAQSCAPYVKKNFKR-TLRIESEE----K------ 
ferorga/1-501 AHEG--DIEYQAANELLPLFRKAFGF-PLSISSEKGA--P------ 
colludi/1-486 PGIK-HTIPLTAEAQFMEQFQKVFGK-KL--HFVEE---------- 
rosviet/1-509 CKGD-YLAEKYQTEKQKRHLEKALRT-DITMNFKRI----E----- 
anocald/1-508 CCGD-FRAEEYQAEKNKKHLEKVLKH-PIELRFQQ-----K----- 
bacsala/1-510 CKGD-FLAEQYQTEKQKRHLEKAIKT-DLDINFSRI----D----- 
calerzu/1-509 CTHN-WQAELYEAEKQKRHLEKALKR-KIILQFIAM----K----- 
halyeom/1-513 CDHE-WMPEEYQAEKQKKHLEKAIKK-GVELSFVKNGQW-G----- 
priarya/1-508 CHGD-YKPEEHRMEKQKKHLEKSLKI-SLTPNFN------R----- 
mancuni/1-511 YQGN-IQAEQYQFEKQKKQLEKAIKH-TVEAIYIEWRT--E----- 
ocesoja/1-511 TKAN-AMPEEYQAEKQKKHLEKAIGK-DVELEFIADSQ--M----- 
lystimo/1-515 TKGS-AVAEKYQADRQKKHIERVFKQ-PVTIEFIEEGWKDL----- 
paesuae/1-508 YDGD-AFFEEEQANKYKKHLEKALDK-NITLTFNHV---------- 
cytspon/1-514 CTGN-FFVEQYEGEKHVRQLEKALKR-SIHLKFYTN----K----- 
aqualbu/1-510 CDQD-WTPEAYQVEKQKKHLEKAMHT-KINVHFLTIH---S----- 
metlito/1-509 CNRD-WKPEQYQVEKQKKHLEKVLKR-SISINFIE-----E----- 
robkorl/1-506 CMGN-TFVEQYQAEKQIRHLEKSLKY-KITLEFTSN----R----- 
perfrig/1-509 CDGN-YSPEQYQAEKQKKNLEKILKK-NIVFHFQKS---------- 
niaendo/1-511 CEGN-PFVEQYETEKHIRQLEKVLQK-AIHLKFIQY----A----- 
liscost/1-511 ANDDL-MLEKWTFDEKAEFFAEVYGI-KPQIIEKGGL-----S--- 
brehumi/1-511 GTKK-ELIEYSLLQEVLVKMSKLLKRP-VTYLAIQNPAK------D 
anedani/1-509 GRVNEQSLEAQTLEEHKKKFRKQFGLP-LRLEWKS----------K 
paearte/1-509 ANGA-LAIERKEVDALAGDFKKLWGL-SPVLYAPDL---R------ 
lonpaci/1-502 SSSN-WDIEHWEVNQKRKIFECIWNM-EFHLK-------F------ 
cohther/1-517 ASRS-LPMEKMEVESIAKEFRKVWGV-SPKLTVAQPLAAK------ 
spolaev/1-505 SDDDL-SLEKQTFKDKAAYFEEVFGL-KPILR----------G--- 
stamass/1-510 YKGE-PVAEEYQANRQKKHIERILKE-DMNITFTKT-L-------- 
macarme/1-510 YNGD-PIAEEYQAERQKKHIEKIIKS-KINLIFTKALQ-------- 
maccase/1-511 YNGD-PIAEEYQAERQKKHIEKIIKS-KINLIFTKALH-------- 
fachomi/1-520 CNGP-VVAEQYRAQKHAKHLKRALDGANLCLDFVPLESLS------ 
ruotaba/1-517 HSTP-VIAEKYRSMRHAKHFERALDG-DLEIEFIQ----K------ 
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aersang/1-515 YNGT-LISEVYRAEDQKKHIERIIDRD-IQPDFIPTTAHNL----- 
suiacid/1-517 HNES-IVAEKYRANRHKKHLERALDG-SLKLNFVYTE--R------ 
glosulf/1-517 HTAP-VVAEAYRTNRHLKHLSRVLDG-NLELKFIELE--S------ 
funculc/1-519 HHKP-IIAEKYRAQRHLKHLERALDG-QLSLNFIAINQPA------ 
hutsour/1-517 HHGP-ALAEYYRTHRYAKHLERALDG-KLELKFID----I------ 
ignruof/1-517 HDRP-VLAEQYRTQRHKKHIERSLNA-QVALNFIQQE--P------ 
erecole/1-517 HVGP-ILSEKFRANRHQKHLERALDG-KLTLHFINTD--A------ 
vagmass/1-517 HHHP-IVAEEYRINRHIKHLERALNSSDIALSYFL----I------ 
allotit/1-519 YKGN-IIAERYRAEKQRNHLERVIGD-KVDIHFIEAQND------Q 
alkkapi/1-521 YSGD-AIAEKYRANKHKNHIERVLGK-SLDITFNKNEETSSQTE-V 
markali/1-519 YNGD-VVTEKYRANKHKNHLERVLGD-TVHITFKSESD-------Q 
atotaba/1-521 YTGD-VLSERYRSNKQKKHIERILDK-SVTVHFTDEPASQEI-Q-Q 
desince/1-519 HKGD-VLAEEYRANRQKKHLERILDA-KVDIQFIEADDPVYT---S 
triilyi/1-512 YKGD-ILAEEYRAERQRKHIERLLSG-KLNIIFTE----------S 
graseri/1-519 HKGD-IIAEDYRSQRQKKHLEKVVGS-KVDIVFEA----------K 
jeocaen/1-522 HKGS-VIAEKYRAMRQKKHLARVLKD-DVVITFVDMESGEKETAEQ 
entital/1-516 WSKE-PLAESYRANRQKKNFEAVINK-SVKLEFTRSEKKE------ 
bavseil/1-519 HSGT-ILTESYLANRRLKHLNRIIAQ-ELSLEFIDMTQDK-----K 
lacBL23/1-509 ADDDI-ELERWTLARKGKFFSEVFGL-GLELKGRNI------L--- 
lacsela/1-510 AKENF-ELEKWTFQRKGKFFEEVYGL-QPILKGKGR------L--- 
agrcomp/1-512 ANDDI-ELERWTFERKGEFFESVFGV-QPELKGRLK------L--- 
schshen/1-515 SREDI-ELEKWSFHNRADFFAEVYGM-TAELKGKGQYGLGK-A--- 
lacplan/1-509 AHDDL-FLENWVFAQKAEFFKEVFGL-TPVIKLRGV------R--- 
frusanf/1-509 AHDDL-FLENWVFAQKAEFFKEVFGL-TPVIKLRGV------R--- 
nicspur/1-512 ADQQI-ELEKLDFDRKGAFFESVFGV-KPKLKGRLK------I--- 
loiback/1-509 ANDDI-ELEKWTFSQKGTFFREVFGL-QPILKRKGT------L--- 
apitimb/1-512 TDDEL-TLETLNLNRKGAFFESVFGI-KPILKGEIR------Q--- 
levbrev/1-510 SDDEL-SLIHWAFTYKAKFFTDVFGL-QPVLKQRRLH-----K--- 
secmixt/1-510 SNENL-SFEQWEFSYKSQFFEETFGL-KPRLKQRSVTS----K--- 
weisaga/1-513 SNDSL-AYENWIFNSKSQFFQETYGL-KPILKQKGVK-----P--- 
ligacid/1-508 SNERL-SFENWVFKSKSQFFTETFGL-KVTLKQRRIQANG--K--- 
lenhilg/1-521 SNANL-AYENWIFNSKSQFFKEAYGL-KAVLKQRGVK-----D--- 
pausueb/1-508 ADKNI-ALEQLTFQQKADFFQTVYGL-KPILKSSR-------K--- 
furmili/1-508 ANDDI-ELETWTFNGKRKFFEEVYGM-TPILRRTGR------F--- 
perbeni/1-504 TNHNI-LLENWVFKQKAQFFQDVFGM-LPILKKRVNR-----K--- 
liqnage/1-502 ATQNI-ALEKWSFKNKAALFTEVFGI-QPILKQRRRL-K------- 
leuholz/1-497 TSADL-QLEIFVFTQKASFFEAVFGM-PIVLKRKGKR-----S--- 
lacprot/1-510 WSLP-PYGELSRAERQKKKIEYILGK-KVILDFY-----N------ 
anobury/1-524 SVEEA-LLEEWTFEVKSEFFQEVFGI-RPQLKVKRKMAHAENA--- 
cloacet/1-516 TVEEI-LLEEWTFEAKSSFFQEVFGI-TPILNIKREISC------- 
petxyla/1-521 TVEDA-LLEEWTFETKAEFFQEVFGV-TPILKIKRKIGY---E--- 
thecaen/1-520 SWEEA-VLENWTFNMKSEFFSEVFGL-KPQMVIRNRMVGEK----- 
blamass/1-514 SARDV-SLELGLLKDKKEFFEEVFGI-RLVMRRKGR-R-------- 
anafaec/1-521 TLEDT-TLERGLFEKKADFFEEVYGI-RPQLKQRRS-S-------- 
lacsacc/1-513 VNGDF-TLEQGLCREKMDFFYEVFSV-RPKLKVKRE-M-------- 
petatla/1-512 SVKNT-TLEEWNFAKKSEFFKEVFGI-KPVLIIKREL--------- 
acestic/1-513 AKDDI-PLEKWYFMKKADFFEDVTGY-RPILKVK--------G--- 
seralka/1-514 AKADT-LLEEWTFHNKSFFFEEVFGI-TPILSIERE--A------- 
anacarb/1-518 VADDF-LLEEWTFETKAEFFEEVFGV-TPVLKTKRMMKH---G--- 
geoferr/1-520 TEEDI-LLEEWTFETKAEFFKEVFGV-TPIMKIKRKMG----I--- 
tincali/1-522 ADVDT-LLEEWTFEIKSEFFQEVFGI-KPTLKVKRRLTNG--T--- 
selbovi/1-507 SMENL-ALEEWAFQRKAKLFREVYGI-PAVLKQRRSLKK------- 
prohipp/1-516 AREDI-SLEEWTFEDKARFFENVFGI-RAILKRQA--G-------- 
spoovat/1-515 SREDM-SLEEWNFADKAGFFEDVFGI-KAILIRRA--R-------- 
denquer/1-519 TQADI-SLEEWTFLDKVKFFESVFGI-RAILTRSAEVS-------- 
calkiri/1-518 TKEDV-LLEIWTFEANSDLFKEVFGV-VPILKIDRV------M 
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Anexo 3. Alineamiento de aminoácidos de las proteínas Ppx. (a) Ppx1 de Lc. paracasei 
(WP_003606084.1), Lv. brevis (AYM03703.1), Lp. plantarum (WP_103851489.1), Lm. reuteri 
(MCH5356744.1) y L. acidophilus (MCT3601606.1), miembros de Lactobacillales, familia 
Lactobacillaceae; Ppx de Alloiococcus o00s (WP_273341723. 1), miembro de Lactobacillales, familia 
Carnobacteriaceae y Clostridium ace0cum (WP_044826117.1), miembro de Eubacteriales, familia 
Clostridiaceae (b) Ppx2 de miembros de Lactobacillaceae: Lc. paracasei (CAQ67832.1), Lv. brevis 
(WP_135367400.1), Lp. plantarum (WP_003641094.1), Lm. reuteri (KRK50994.1) y L. acidophilus 
(AZN76677.1). La Ppx de E. coli (WP_001121363.1) se incluyó en ambos alineamientos para su 
comparación. Para Ppx2 sólo se muestran los primeros 347 aminoácidos de la Ppx de E. coli. Las 
secuencias consenso del bucle P1 y P2 conservadas en la familia GppA/Ppx se muestran en azul sobre 
los alineamientos. Los aminoácidos en negrita muestran los que coinciden con ese consenso. Los 
aminoácidos en recuadro indican los residuos de glutámico y arginina implicados en la catálisis en la 
familia GppA/Ppx. Los dominios ASKHA (acetato y azúcar quinasa/Hsp70/ac,n) y HDc en Ppx1 se 
indican en azul y rojo, respec,vamente. Los aminoácidos caracterís,cos del dominio HDc en Ppx1 C-
terminal están marcados con círculos rojos. 
(a) 
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(b) 
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