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RESUMEN

En esta investigacion se ha realizado un estudio preliminar sobre la influencia
de los genes cspA, cpxA, hscA, recA y clpB en la resistencia al calor de Escherichia coli,
mediante la comparacion de la resistencia de la cepa parental BW25113 y las cepas
mutantes obtenidas de la coleccién Keio. Posteriormente, y con objeto de poder
confirmar en un futuro los resultados obtenidos en una cepa de referencia (E. coli
MG1655), se han creado mutantes deletéreos en esta cepa mediante el uso de
herramientas moleculares.

Como resultado del estudio preliminar, se ha podido establecer relaciéon directa
entre la deleciéon de los genes cpxA, recA y clpB y una mayor sensibilidad a los
tratamientos térmicos. Concretamente, este estudio ha revelado una disminucion de la
resistencia intrinseca de la membrana citoplasmatica como consecuencia de la
delecion de los genes cpxA, recA y clpB, por lo que la expresidn de estos genes podria
estar relacionada con la estabilizacion de esta envoltura celular frente a los
tratamientos térmicos, y en el caso de los genes cpxA y clpB con los mecanismos de
reparacion de los dafios ocasionados sobre dicha envoltura celular. Del mismo modo,
el estudio ha revelado una disminucién de la resistencia intrinseca de la membrana
externa como consecuencia de la delecion del gen clpB.

Asi, se han seleccionado los genes clpB y cpxA, y mediante la técnica de
mutagénesis dirigida mediante transduccidon con bacteriéfagos P1 se ha introducido la
mutacion para los genes clpB y cpxA a partir de las cepas de la coleccién Keio, E. coli
JW2573 y JW3525, respectivamente, en la cepa de referencia de E. coli MG1655.
Posteriormente, se ha eliminado el marcador de resistencia antibidtica mediante una
FLP recombinasa, lo que ha permitido que la cepa mutante construida tuviese una
secuencia gendmica lo mas parecida posible a la secuencia original.

Una vez obtenidos estos mutantes en E. coli MG1655 sera posible evitar

cualquier posible interferencia del gen de resistencia antibidtica, y de este modo,



verificar, en un estudio posterior, el posible papel de los genes seleccionados sobre la

termorresistencia de E. coli.

ABSTRACT

In this research, a preliminary study has been carried out about the influence of
cspA, cpxA, hscA, recA y clpB genes on the heat resistance of Escherichia coli, by
comparing the resistance of the wild type strain BW25113 with the mutants obtained
from Keio’s collection. Subsequently, and in order to be able of confirming in the next
future, the results obtained in a reference strain (E. coli MG1655), deleterious mutants
of this strain were built by using molecular tools.

As a result of the preliminary study, a direct relationship has been established
between the deletion of cpxA, recA y clpB genes and a greater microbial sensitivity to
heat treatments. Precisely, the study has revealed a decrease in the intrinsic resistance
of the cytoplasmic membrane as a consequence of the deletion of cpxA, recA y clpB
genes so, the expression of theses genes might be related to the stabilization of this
cell envelope against heat treatments, and in the case of cpxA y clpB genes with the
repair mechanism of the damages occurred on that cell envelope. Similarly, the study
has revealed a decrease in the intrinsic resistance of the outer membrane as a
consequence of the deletion of clpB gene.

Thus, clpB y cpxA genes were selected, and by using a conducted mutagenesis
technique by transduction with bacteriophague P1, the mutation for clpB y cpxA genes
obtained from Keio’s collection, JW2573 and JW3525, respectively, has been included
in the reference strain (E. coli MG1655). Subsequently, the antibiotic resistance marker
has been deleted by using a FLP recombinase, which has allowed us to obtaine a
mutant strain with a genomic sequence similar to the original sequence.

Once the E. coli MG1655 mutants were obtained, it will be possible to avoid any
unlikely interference of the antibiotic resistance gene, and thus, to verify in a later

study the likely role of the selected genes of the heat resistance of E. coli.



1. INTRODUCCION




A medida que la poblacién mundial crece, la disponibilidad de alimentos
disminuye. Estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) sefalan que la produccién de alimentos para el afio
2050 deberia aumentar en un 70%. Por esta razdén, se estan invirtiendo enormes
esfuerzos en el desarrollo de métodos que permitan aumentar la produccién de mas
alimentos. Por un lado, se han propuesto investigaciones dirigidas hacia la mejora de la
distribucidn y explotacidn agricolas, tales como la selecciéon de plantas mas resistentes
al calor, a la sequia, pardsitos y falta de nutrientes, rotaciones de cultivos o gestion del
suelo (Nature 2010). Por otro lado, el 40% de los alimentos producidos mundialmente

se pierden o se estropean (UNEP 2009).

Una de las principales causas del deterioro de los alimentos es la presencia y
crecimiento de microorganismos. Ademas de provocar el deterioro de los alimentos, la
presencia de microorganismos en los alimentos puede causar graves enfermedades.
Recientemente, estos problemas han sido especialmente evidentes en Europa con el
brote de Escherichia coli 0104:H4, que causd 50 muertes, y mas de 4.000 casos de
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) y no-SUH. Por esta razén, hay también una gran

necesidad de mejorar la seguridad alimentaria.

Por lo tanto, mejoras en los procesos de conservacion, junto con mejores
técnicas agricolas e higiénicas, podrian contribuir al aumento de la disponibilidad y
seguridad de los alimentos. Los métodos de conservacidn de los alimentos que actian
inactivando microorganismos permiten, ademads de prolongar su vida util, garantizar su
inocuidad. En la actualidad el método de inactivacidn microbiana mas usado en la
conservaciéon de alimentos es el calor (Gould 2000). Si bien se han descrito aspectos
fundamentales tales como la resistencia de las especies patdgenas y alterantes, o la
influencia de factores medioambientales, un adecuado aprovechamiento de Ia
potencialidad de los tratamientos térmicos requiere profundizar en el estudio de los
mecanismos de inactivacién microbiana por el calor. Por una parte, el fendmeno de
dafo subletal tras el tratamiento térmico es un aspecto relevante desde el punto de
vista de la conservacion de los alimentos (Mackey, 2000; Mafias y Pagéan, 2005). Las

células subletalmente dafiadas tienen una resistencia inferior a estreses posteriores
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(Mackey 2000). El estudio de la existencia de dafios subletales ha permitido describir
efectos sinérgicos al combinar el calor con otras barreras o métodos de conservacién
(Garcia et al 2005; Somolinos et al. 2007, 2010; Leistner et al 1995; Espina et al 2010,
2011). Para obtener una adecuada comprension del efecto de esta tecnologia sobre los
microorganismos, en este estudio se propone la utilizacion de nuevas herramientas
moleculares que nos permitan profundizar en el campo de la termobacteriologia v,
mas concretamente, en la descripcién de los mecanismos de inactivacién microbiana
por calor. En este sentido, la investigacidn planteada se ha centrado en el estudio de la
expresion de diferentes genes relacionados con la respuesta al estrés de E. coli sobre la

termorresistencia de Escherichia coli BW25113.

Entre todo el genoma de E. coli se seleccionaron los siguientes genes

candidatos, por su posible implicacidn en estreses de origen alimentario:

-cspA: Este gen codifica para CspA (Jones et al 1987), una proteina principal del
choque frio que actia como factor positivo de transcripcién de los genes de choque
frio hns (Brandi et al 1994; La Teana et al 1991; Giangrossi et al 2001) y gyrA (Jones et
al 1992).

-cpxA: Este gen codifica para CpxA, un receptor quinasa de la membrana
citoplasmatica, que forma parte del sistema de dos componentes CpxAR de
transduccion de sefiales (Dong et al 1993). Se cree que este sistema estd implicado en
la respuesta a danos en las envolturas celulares (Pogliano et al 1997). De hecho, la
produccién de CpxA se induce bajo diversas condiciones, como pH alcalino,
alteraciones en la composicién lipidica de la membrana, interaccién con superficies
hidrofdbicas y alta osmolaridad (Dorel et al 2006), estreses relacionado con situaciones

de estrés en las envolturas celulares.

-hscA: Este gen codifica para la chaperona HscA, que junto a HscB forman un
sistema chaperona/cochaperona similar al de DnaK/Dnal (Vickeri at al 1997, Silberg et

al 1998).

-recA: Este gen codifica para RecA, implicado es varias funciones bioquimicas,

como la recombinacion homdloga mediante la catdlisis de las reacciones de
7



intercambio de cadenas de DNA, como proteina reguladora que induce la respuesta
SOS frente al dafio en el DNA mediante su accion sobre la proteina represora LexA, o
como componente para el reemplazo mutagénico de las lesiones sobre el DNA durante

la respuesta SOS (Kuzminov 1999: Courcelle et al 2003).

-clpB: Este gen codifica para ClpB, que pertenece a la superfamilia de proteinas
AAA+ (ATPasas asociadas con multiples actividades celulares). ClpB junto al sistema de
chaperonas DnaK pueden resolubilizar agregados proteicos (Mogk et al 2003) in vitro e

in vivo (Mogk et al 1999; Zolkiewski 1999; Goloubinoff et al 1999).

La manipulacion genética de los microorganismos es una herramienta
molecular basada en la tecnologia del DNA recombinante especialmente util para
nuestra investigacion, siendo uno de los estudios mas interesantes la determinacion de
la resistencia microbiana de cepas mutantes con deleciones en determinados genes. La
comparacion de la resistencia entre las cepas parentales y sus correspondientes
mutantes permiten estudiar la implicacién de determinados genes en los mecanismos
de inactivacidn, resistencia y reparacién microbiana frente a tratamientos de

conservacion de los alimentos.

Escherichia coli ha sido uno de los organismos mejor caracterizados en biologia
molecular. De hecho, basado en este microorganismo, se desarrollé un proyecto de
gendmica funcional en Japdn para crear nuevos recursos experimentales, establecer y
desarrollar nuevos métodos de analisis y analizar la funcién de los genes (Mori et al
2000). Entre los objetivos de este proyecto se encontraba la construccién de una
colecciéon de mutantes deletéreos simples cubriendo todos los genes de E. coli (Baba et
al 2006). Este objetivo se alcanzé mediante un método altamente eficiente para la
inactivacion de genes cromosémicos en E. coli (Datsenko et al 2000). Para ello, se
utilizé un pldsmido de pocas copias y facil curacion que expresaba la recombinasa 1
Red (sistema 1 Red). Entre las ventajas de este sistema se encuentran la posibilidad de
seleccionar genes para su delecién, disefiar deleciones arbitraria y eliminar facilmente
el marcador (cassette) de resistencia a continuacion. Para la mutagénesis se utilizaron
productos de PCR que contenian una cassette de resistencia de kanamicina flanqueada

por los sitios de reconocimiento del FLP (sitios FRT) y unas secuencias de 50 pb
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adyacentes a la secuencia cromosOmica a delecionar. La transformacion del plasmido
en la célula permitia la recombinacién con el gen a eliminar, sustituyendo todo el gen
por el marcador de la kanamicina flanqueado por los sitios FRT (Figura 1). Siguiendo
este procedimiento de un modo masivo y sistematico se consiguié la coleccién Keio,

que cuenta con mas de 3.000 mutantes deletéreos en E. coli (Baba et al 2006).
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4 v
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Figura 1. Procedimiento empleado para la construcciéon de los mutantes deletéreos de la
colecciéon Keio de E. coli. En primer lugar se sustituye el gen a delecionar por un fragmento que
contiene el marcador de resistencia a la kanamicina. Este marcador es eliminado en el ultimo

paso con la ayuda de una FLP recombinasa. Adaptado de Baba et al (2006).

Nuestro laboratorio dispone de esta coleccién en la actualidad, lo que nos estd
permitiendo realizar un estudio detallado de la influencia de ciertos genes en los mecanismos
de inactivacion, resistencia y reparacién microbiana frente a tratamientos de conservacion de
los alimentos. Sin embargo, el uso de esta coleccién en nuestros estudios presenta dos
problemas principales:

- Por un lado, la cepa utilizada para la construccion de esta coleccion es E. coli

BW25113, una cepa modificada para facilitar los trabajos de mutagénesis dirigida. Por



otra parte, la cepa elegida por el grupo de Blattner (Blattner et al 1997) para realizar la
primera secuenciacion del genoma de E. coli fue la cepa E. coli MG1655. Desde ese
momento los estudios mas relevantes acerca de la fisiologia de E. coli se han realizado
con esta cepa. Con objeto de poder comparar nuestros resultados con el de otros
autores y aprovechar la gran cantidad de herramientas relacionadas con E. coli resulta

fundamental en nuestro caso trabajar con la cepa MG1655.

- Por otro lado, la presencia del gen de resistencia frente a la kanamicina en los
mutantes deletéreos de la cepa E. coli BW25113 podria conducir a interpretaciones
erroneas en la evaluacién de la resistencia de dichos microorganismos. Para la
eliminacion de dicha resistencia (proceso denominado curacién), se necesita la
produccién de una FLP recombinasa dentro del mutante que permita la recombinacion

de los fragmentos FRT y asi eliminar el gen de resistencia a la kanamicina.
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2. OBJETIVOS
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Asi, esta investigacidn persigue dos objetivos principales:

Objetivo 1. Realizar un estudio preliminar sobre la influencia de los genes cspA,
cpxA, hscA, recA y clpB en la resistencia al calor de Escherichia coli, mediante la
comparacion de la resistencia de la cepa parental BW25113 y las cepas mutantes
obtenidas de la coleccidn Keio. De este modo, pretendemos centrar nuestra atencién

en aquellos genes cuya delecién modifica la resistencia al calor de E. coli.

Objetivo 2. Creacién de mutantes deletéreos en E. coli MG1655 mediante el
uso de herramientas moleculares y la coleccion Keio. Las técnicas utilizadas fueron la
transduccion mediante bacteriéfagos y posterior curado de los marcadores de
resistencia a antibiético mediante la activaciéon de una FLP recombinasa. Una vez
obtenidos estos mutantes en E. coli MG1655 serd posible evitar cualquier posible
interferencia, y de este modo, verificar el posible papel de los genes seleccionados

sobre la termorresistencia de E. coli en dicha cepa de referencia.

12



3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 .Microorganismos y condiciones de cultivo.

Para este estudio se usaron cepas suministradas por el National Institute of
Genetics de Japon pertenecientes a la coleccidon Keio (Baba et al. 2006), realizada a
partir de la cepa de E. coli BW25113. Esta coleccidon estd constituida por cepas
mutantes para cada uno de los genes no esenciales de E. coli mediante una delecién y
sustitucién por un cassette que confiere resistencia a kanamicina (Km"®). Ademas de la
cepa parental BW25113, se estudiaron las cepas mutantes deletéreas para los genes

cspA, cpxA, hscA, recA 'y clpB.

Ademas, la cepa E. coli MG1655, cepa de referencia en el estudio de la fisiologia
bacteriana desde los estudios de secuenciacion de Blattner en 1997, se usd en la fase
final de la investigacién para crear mutantes de los genes que resultaran relevantes

durante el transcurso de la misma, para futuros estudios.

Las cepas se conservaron en crioviales (Scharlau, Barcelona, Espaia) a -80 °C. A
partir de estos se realizaron siembras por agotamiento en estria en placas de Luria
Agar (LA) (Sigma Aldrich, Milan, Italia). Las siembras se realizaron de forma semanal

durante toda la fase de investigacién de este trabajo.

Para la preparacién de las suspensiones microbianas se sembré una colonia
aislada en un tubo con 5 mL de caldo estéril Luria Broth (LB) (Sigma Aldrich) y se
incubd durante 18 h a 37 °C £ 1 °C. A partir de estos precultivos se inocularon 100 plL
en un frasco estéril de 200 mL con 50mL de caldo LB y se incubd en agitacidn continua
a 130 rpm (Selecta, modelo Rotabit, Barcelona, Espafia), a 37 °C £ 1 °C en una estufa de
aire forzado (Selecta, modelo Hotcold UL). Los cultivos se incubaron durante 24 h hasta

alcanzar la fase estacionaria a una concentracién aproximada de 2*10° UFC/mL.

3.2 Estudio de la resistencia frente al calor (55 °C) de E. coli BW25113 y de los

mutantes seleccionados para el estudio:

La determinacién de la termorresistencia a 55 °C de los microorganismos en

fase estacionaria se llevé a cabo con una incubadora de placas multipocillo (Incubador
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FX, A.F. Ingenieria S.L., Valencia, Espafa), que se adaptd para aplicar tratamientos
térmicos en tubos de poliestireno de 1 mL, mediante una gradilla de acero inoxidable
con 96 pocillos colocada en su interior (Figura 3.1). Cada uno de estos tubos estériles
contenia 630 uL del medio de tratamiento (tampdn Mcllvaine a pH 7,0). A cada uno de
estos tubos se le inoculd 70 pL del cultivo en fase estacionaria obteniendo una
concentracién final de microorganismos de 2,9* 10® UFC/mL. A diferentes tiempos de
tratamiento se extrajeron muestras, se enfriaron en hielo y se realizaron diluciones
decimales en tubos eppendorf estériles con 0,9 mL de agua de peptona al 0,1% a
temperatura ambiente. A partir de estos tubos se realizé la siembra en estria en placas
de Petri estériles de LA, y posteriormente se incubaron durante 24 h a 37 £ 1 °C. El
numero de supervivientes se determind mediante un contador automatico de colonias
por andlisis de imagen (Protos, Analytical Measuring Systems, Cambridge, UK), en el

rango de recuento comprendido entre 30 y 30.000 UFC/placa.

La temperatura del medio de tratamiento se controlé durante todo el
experimento mediante el registro de la temperatura con una sonda termopar tipo “K”
(AImemo®, modelo 2450, Ahlborn, Holzkirchen, Alemania) colocada en uno de los

tubos.

Figura 3.1: Imagen de la Incubadora FX de placas multipocillo empleada para la determinacién de la

termorresistencia
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3.3. Elaboracion de las curvas de crecimiento bacteriano.

Se elaboraron las curvas de crecimiento de la cepa parental y de aquellos
mutantes que mostraron una termorresistencia distinta a la de la cepa parental, con
objeto de comprobar si dichas mutaciones podian también afectar al crecimiento

microbiano.

Para la realizacién de las curvas de crecimiento, a partir de las suspensiones
microbianas bajo incubacién a 37 °C = 1 °C, se extrajeron muestras de 100 plL a
intervalos regulares de tiempo durante un periodo de 24 horas. Tras las diluciones
seriadas en agua peptona al 0,1% se realizé la siembra en superficie en placas de LAy
se incubaron a 37 °C = 1 °C durante 24 h. Las curvas de crecimiento se elaboraron

representando el logaritmo del nimero de UFC/mL frente al tiempo de incubacién.

3.4. Estudio del dano subletal.

Para detectar la presencia de células danadas subletalmente en sus envolturas
celulares tras el tratamiento térmico se usé la técnica de la siembra diferencial en
medio no selectivo (LA) y medios selectivos (LA —NaCl: para la determinacién de dafos
subletales en la membrana plasmatica; y LA —sales biliares: para la determinacion de

dafios subletales en la membrana externa) (Mackey, 2000).

Previamente fue necesario determinar la CMNI (Concentracion Maxima No
Inhibitoria) para cada una de las cepas y medios selectivos. En el presente estudio se
ha considerado la Concentracion Méaxima No Inhibitoria (CMNI) como aquella que

causa una disminucion en el la poblacidn de células nativas inferior al 20 %.

Para detectar los dafios en la membrana plasmatica se sembraron en masa
placas de LA con diversas concentraciones crecientes de NaCl (Panreac, S.A., Alella,
Barcelona, Espaifa), entre 0 y 6 % (p/v) y, tras 48 h de incubacidn, se procedid a
determinar el nimero de supervivientes. Como se muestra en la Figura 3.2 y la Tabla

3.1, la CMNI de NaCl fue coincidente para las seis cepas estudiadas.

16



100»/‘_'{\\

8= === ===l N R
60-

40-

%supervivivientes
% supervivientes

20

% NaCl % NaCl

0 a r
) [
- 2 80 o ) = -
5 k5 X
> > 4
Z E 60
g g
s S 40
(0] (0]
R S 204
o] T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
% NaCl % NaCl

1004 1000"\I/Hi
(%]
§ 804 g 80 = = = = == l -
g 8
S . >
; 60 s 60
5 b
S 404 g 40
12}
8 204 X 204
0 \ 0 —— T T
0 8 0 1 2 3 4 5 6 7
% NaCl % NaCl

Figura 3.2. Influencia de la presencia de NaCl en el medio de recuperacion sobre la
supervivencia de células nativas de (A) E. coli BW25113, (B) E. coli BW25113 AclpB, (C) E. coli BW25113
AcpxA (D) E. coli BW25113 AcspA (E) E. coli BW25113 AhscA y (F) E. coli BW25113 ArecA. La

concentracion rodeada por el circulo sefiala la CMNI de NacCl.
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Figura 3.3. Influencia de la concentracidn de sales biliares en el nimero de colonias de células

nativas de (A) E. coli BW25113, (B) E. coli BW25113 AclpB, (C) E. coli BW25113 AcpxA (D) E. coli

BW25133 AcspA (E) E. coli BW25113 AhscAy (F) E. coli BW25113 ArecA. La concentracion rodeada por el

circulo sefiala la CMNI de sales biliares.

De igual modo, para detectar dafios en la membrana externa celular se

realizaron siembras en masa en placas de LA con diversas concentraciones de sales

biliares (Biolife), entre 0 y 0,35 % (p/v) vy, tras 48 h de incubacién, se procedié al

recuento de UFC por placa mediante el contador automatico. La Figura 3.3 y la Tabla
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3.1 muestran las CMNI obtenidas en el medio LA-sales biliares para las distintas cepas
ensayadas. Asi, se obtuvo una CMNI de 0,2% para las cepas E. coli BW25113, E. coli
BW25113 AclpB y E. coli BW25113 AcspA .Las células nativas de las cepas E. coli
BW25113 Acpxa y E. coli BW25113 ArecA mostraron mayor sensibilidad presentando
una CMNI de 0,15%; y por el contrario, la cepa mutante E. coli BW25113 AhscA mostré
una mayor resistencia a la presencia de sales biliares que la cepa parental tolerando

una concentracion de 0,25%.

Cepa CMNI (LA-NacCl) CMNI (LA-sales biliares)
E. coliBW25113 4% 0,2%
E. coliBW25113 AcipB 4% 0,2%
E. coliBW25113 AcpxA 4% 0,15%
E. coli BW25113 AcspA 4% 0,2%
E. coli BW25113 AhscA 1% 0,25%
E. coliBW25113 ArecA 4% 0,15%

Tabla 3.1: Concentraciones maximas no inhibitorias de NaCl y sales biliares adicionadas a los medios de

recuperacion de cultivos de células nativas de E. coli en fase estacionaria de crecimiento.

3.4.1. Siembra en medios selectivos y determinacién del dafio subletal.

Una vez aplicado el tratamiento a 55 °C se realizaron las siembras en medio no

selectivo (LA), y medios selectivos (LA —NaCl) o (LA-sales biliares).

Esta técnica nos permite observar si los dafios causados por el calor en las
envolturas celulares bacterianas son letales/irreversibles, en cuyo caso, el nimero de
supervivientes tras el tratamiento es el mismo en medio selectivo y no selectivo.
Cuando el numero de supervivientes recuperados en los medios selectivos tras el
tratamiento es inferior, es en ese caso cuando se detecta dafio subletal. Asi, se estimoé
la proporcién de células dafiadas subletalmente a nivel de membrana plasmatica y de
membrana externa, como la diferencia entre el nimero de log,g de U.F.C/mL

obtenidas en medios no selectivos y selectivos.

19



3.5. Analisis estadistico de los datos.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y en dias independientes,
utilizando suspensiones obtenidas en diferentes dias. Las barras de error en las figuras
indican las desviaciones estdndar de la media para los recuentos obtenidos en esos

tres experimentos independientes.

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, Inc., San Diego, California, EE. UU.). Este programa se utilizé
para determinar las desviaciones estandar, realizar los test t de student y los analisis

de Varianza.

3.6. Construccion de mutantes E. coli MG1655 AcpxA y E. coli MG1655 AcipB.

3.6.1. Transduccion.

Para la obtencién de los lisados que contuvieran particulas viricas con el
material genético encapsulado de las cepas donantes de E. coli BW25113 AcpxA y E.
coli BW25113 AclpB, se prepararon tubos de ensayo estériles con 2 mL de LB
suplementado con MgCl, (10 mM) CaCl, (5 mM) y glucosa al 0,2 %. Estos tubos se
atemperaron a 37 °C durante 15 min y se inocularon con 20 uL de las cepas donantes
E. coli BW25113 AclpB y E. coli BW25113 AcpxA en fase estacionaria. Cuando los
cultivos alcanzaron una OD s¢5 = 0,25 se inocularon 80 uL de bacteridéfagos P1 y se
incubaron a 37 °C durante unas 4 horas hasta que la turbidez en el tubo disminuyé de
forma evidente debido a la lisis bacteriana. A continuacion, estos cultivos se
adicionaron con 100 pL de cloroformo y se realizd una resuspensién en mezclador de
vértice (Genius, modelo ika vortex 3, Kdnigswinter, Alemania). El contenido del tubo
de ensayo se pasd a tubos eppendorf estériles y se centrifugaron durante 2 min a
14.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf, modelo Mini Spin, Hamburgo, Alemania). Los
fagos procedentes del lisado que se encontraban en el sobrenadante se recogieron
mediante pipeta, se les afadié 20 uL de cloroformo y se conservaron a 4 °C hasta su

posterior uso.
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Para el siguiente paso de la transduccidn se hizo crecer la cepa receptora E. coli
MG1655 hasta alcanzar una fase exponencial tardia con una OD sg5= 0,8. 1 mL de este
cultivo se centrifugé (6000 rpm, 2 min) y se resuspendié en 300 uL de LB
suplementado con MgS0O,4 (100 mM) y CaCl; (5 mM). A 100 pL de esta suspension se le
afadieron 100 plL del stock del lisado P1 procedente de E. coli AclpB y se incubaron
durante 30 min a 37 °C en agitacién. Transcurrido este tiempo se afiadié 1 mL de caldo
LB y 100 pL de una solucion 1 M de citrato de sodio para detener la infeccidn de las
células. Tras volver a incubar a 37 °C en agitacién durante 1 h, las muestras se
centrifugaron a 6.000 rpm durante 5 min, y el pellet se resuspendié en 100 uL de

medio LB con citrato de sodio (100 mM).

Esta suspension bacteriana se sembrd en placas de LA con kanamicina (25
pg/mL) y citrato de sodio (10 mM) y se incubd a 37 °C durante 24 h. Se seleccionaron
algunas de las colonias que crecieron en este medio y se sometieron a dos nuevos
pases en placas de LA con kanamicina y citrato de sodio. A esta nueva cepa obtenida
tras la transduccién se le denomind E. coli MG1655 AclpB (+kan®). Esta cepa es una E.
coli deletérea para el gen que codifica la chaperona ClpB y con un cassette de

resistencia a la kanamicina en el locus de dicho gen.

Este segundo paso de la transduccion se repitié de igual manera con el lisado
obtenido a partir de la cepa mutante AcpxA y el resultado fue la obtencién de la nueva
cepa E. coli MG1655 AcpxA (+kan®), que al igual que en al caso anterior presentaba un

cassette de resistencia a la kanamicina en lugar del gen que codifica la proteina CpxA.

3.6.2. Eliminacidon del marcador de la kanamicina.

Para evitar posibles errores e interferencias del gen de resistencia a la
kanamicina en la evaluacidn de la resistencia microbiana de las diferentes cepas
mutantes se elimind dicho gen. Este proceso se denomina curacién y para tal fin se

utilizo el plasmido pCP20.
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3. 6.2.1. Aislamiento del plasmido pCP20 a partir de NB762.

El plasmido pCP20 se obtuvo a partir de la cepa NB762 (suministrada por el
Profesor Beckwith de Harvard Medical School, EE.UU.). Para ello, esta cepa se cultivd
en una placa de LA con ampicilina (100 pg/mL) a 30 °C durante 24 h para la
sobreexpresion de este plasmido. Para el aislamiento del plasmido pCP20 se usé el kit
“QlAprep Spin Miniprep” (QlAgen, Hilden, Alemania). Este kit se basa en tecnologia de
membrana de gel de silice y produce el aislamiento en tres pasos: (1) lisis alcalina, (2)
adsorcién del DNA a la membrana de gel de silice en presencia de una elevada
concentracion salina y (3) el lavado y elucién del DNA plasmidico en una solucién

amortiguadora de baja concentracidn salina.

3.6.2.2. Transformacion

Para la transformacion se cultivaron las cepas receptoras del plasmido E. coli
MG1655 AclpB (+kan®) y E. coli MG1655 AcpxA (+kan®) a 37 °C en agitacion hasta
alcanzar la fase exponencial de crecimiento (OD 595=0,3-0,4). Se centrifugaron 10 ml de
este cultivo a 4.000 rpm durante 20 min a 4 °C (centrifuga Heraeus, modelo Megafuge
1.0 R, Hanau, Alemania). El pellet se resuspendid en 5 ml de solucién “transformante”
compuesta por 60 mM de CaCl,, 15% de glicerol y 10 mM de PIPES (piperazine-N,N’-
bis(2-hydroxypropanesulfonic acid)) y los tubos se depositaron en hielo durante 20
min. Tras volver a centrifugar a 2.500 rpm durante 5 min a 4 °C, se resuspendié en 1

mL de la solucidn "transformante" para obtener las células competentes.

A 200 pL de las células competentes E. coli MG1655 AclpB (+kan®) y E. coli
MG1655 AcpxA (+kan®) se les afiadié 20 L del pladsmido pCP20. Esta suspension se
dejo reposar en hielo 20 min tras los cuales se sometid a un choque térmico de 42 °C
durante 1,5 min para la introduccion del plasmido al citoplasma bacteriano , se volvié a
incubar en hielo 2 min, se afiadieron a la suspension 800 uL de LBy se incubd 1 h a 37

°C.
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A continuacién se sembraron alicuotas de 100 pL y 50 L en placas de LA con
diferentes concentraciones de ampicilina (100, 25 y 20 pug/mL) y tras la incubacion a 30

°C durante 24 h se seleccionaron las colonias correspondientes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resistencia frente al calor (55 °C) de E. coli BW25113 y de cinco cepas mutantes

deletéreas para los genes cspA, cpxA, hscA, recAy clpB

La Figura 4.1 muestra las gréaficas de supervivencia a 55 °C en tampdn Mcllvaine
de pH 7,0 de la cepa parental E. coli BW25113 y de las cinco cepas mutantes

seleccionadas.

1
~

0 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

Figura 4.1. Gréficas de supervivencia de E. coli BW25113 ( @ E. coli BW251133 AcspA ( Q), E. coli
BW251133 AhscA (@), E. coli BW251133 ArecA ( O, E. coli BW251133 AclpB (@) vy E. coli BW251133

AcpxA (@) tras un tratamiento a 55 °C en tampén Mcllvaine de pH 7,0.

Como se observa en la grafica, la cinética de inactivacién de la cepa parental
siguié un curso exponencial, lograndose la inactivacién de aproximadamente 2 ciclos
logaritmicos tras 20 min de tratamiento a 55 °C. Del mismo modo, se observa que la
inactivacion de las cepas E. coli BW25113 AcspA, E. coli BW25113 AhscA y E. coli
BW25113 ArecA siguié también un curso exponencial, no detectdndose diferencias
significativas (p < 0,05) entre la curvas de supervivencia, y por tanto, entre la
termorresistencia a 55 °C de los tres mutantes y la cepa parental. Por el contrario, la
termorresistencia a 55 °C de las cepas E. coli BW25113 AclpB y E. coli BW25113 AcpxA
fue significativamente menor (p > 0,05) a la de la cepa parental. Asi, tras 20 min de
tratamiento a 55 °C se logrd la inactivacion de aproximadamente 4 ciclos logaritmicos
de la cepa E. coli BW25113 AcpxA y mas de 5 ciclos logaritmicos (superandose el limite

de deteccién) de la cepa E. coli BW25113 AclpB. La mayor sensibilidad de estas dos
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cepas sugiere que la expresion de los genes cpxA, y especialmente la del gen clpB,

esta directamente relacionada con la resistencia microbiana al calor.

4.2. Curvas de crecimiento.

Con objeto de comprobar si la delecidn de los genes cpxA y clpB pudiera estar
interfiriendo en la velocidad de crecimiento microbiano y, de este modo, en la menor
termorresistencia microbiana de las cepas E. coli BW25113 AcpxA y E. coli BW25113
AclpB, se elaboraron las curvas de crecimiento de la cepa parental y de las dos cepas
mutantes. Los microorganismos alcanzan su maxima termorresistencia durante la fase
estacionaria de crecimiento (Hansen y Riemann, 1963; Pagan et al. 1998; Mafas y
Pagan, 2005), por lo que un retraso en el crecimiento podria indirectamente ser

responsable de la menor termorresistencia observada.

La Figura 4.2 muestra las curvas de crecimiento de la cepa parental y las dos
cepas mutantes obtenidas en caldo LB a 37 °C. Como se observa, no se detectaron
diferencias significativas (p > 0,05) entre las curvas de crecimiento de las tres cepas, lo
que demuestra que la delecion de los genes ni clpB y cpxA no afecté ni a la velocidad
de crecimiento ni al nimero final de microorganismos de estas cepas de E. coli, por lo
que no puede establecerse relacion directa entre el crecimiento y la menor

termorresistencia.
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Figura 4.2. Curvas de crecimiento de E. coli BW25113 (@, E. coli BW25113 AcpxA (@) y E. coli BW25113
AclpB (@) en LB a 37 °C.
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4.3. Resistencia frente al calor (55 °C) de E. coli BW25113 y de cinco cepas mutantes

deletéreas para los genes cspA, cpxA, hscA, recA y clpB en medios selectivos:

Determinacion de la presencia de daio subletal.

La Figura 4.3 muestra las graficas de supervivencia de la cepa parental tratada a
55 °C en tampdn Mcllvaine de pH 7,0 tras la recuperacién de los supervivientes en
medio no selectivo y en medio selectivo con NaCl (LA-NaCl) y sales biliares (LA-sales
biliares). Como se observa en la gréfica, el numero de supervivientes de la cepa
parental recuperados en los medios selectivos fue inferior al obtenido en el medio no
selectivo demostrando la presencia de dafo subletal en ambas membranas celulares

de una gran parte de los supervivientes.

log10 Nt/No

Tiempo (min)

Figura 4.3. Curvas de supervivencia a 55 °C de E. coli BW25113, tratada en tampon Mcllvaine de pH 7,0,

y recuperadas en medio no selectivo (@) medio selectivo con NaCl (O ) y sales biliares (®).

La diferencia entre los recuentos obtenidos en los medios selectivos y el
medio no selectivo permitio evidenciar el nimero de células dafiadas subletalmente.

Con objeto de evidenciar la magnitud del dafio subletal ocasionado por el calor en
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ambas estructuras, la Figura 4.4 representa la cinética de inactivacion microbiana de la
cepa parental obtenida en el medio no selectivo, y la compara con el nimero de ciclos

logaritmicos de células dafiadas en ambas envolturas celulares.
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Figura 4.4.Curvas de supervivencia a 55 °C E. coli BW25113 en tampdén Mcllvaine de pH 7,0 y
recuperacién en medio no selectivo (@), y ciclos de dafio celular en funcién del tiempo de tratamiento

evidenciados por la recuperacién de los supervivientes en selectivo con NaCl (O ) y sales biliares (@).

Asi, por ejemplo, tras 8 min de tratamiento se observa la inactivacién de un 90-
95% de la poblacion, y de entre los microorganismos supervivientes, aproximadamente
el 99% (2 ciclos logaritmicos) presentarian dafios en su membrana citoplasmatica y el
99,9% (3 ciclos logaritmicos) en la membrana externa. El porcentaje de células dafiadas
en su membrana externa parece aumentar hasta los 4 min de tratamiento, mientras
gue en la membrana plasmatica continua aumentando progresivamente hasta los 20
min. De este modo, tras 20 minutos de tratamiento el porcentaje de células dafiadas
en ambas estructuras celulares tiende a igualarse. EI comportamiento de este
microorganismo no difiere del habitualmente descrito para otras cepas de E. coli u
otros microorganismos investigados (Pagan et al. 1998; Mackey, 2000; Mafias y Pagan,

2005; Ait-Ouazzou et al. 2011, Espina et al. 2011).
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Del mismo modo, la recuperacion de los supervivientes de las cepas mutantes
en medios selectivos (Figura 4.5) permitié demostrar que en todas las cepas el calor
ocasionaba dainos subletales en las dos envolturas celulares, aunque el patron de
comportamiento difirid entre las distintas cepas. Se incluyen nuevamente los datos
de la cepa parental para facilitar la comparacion de los resultados (Figura 4.5.A). Si
bien las cepas E. coli BW25113 AcspA (Figura 4.5C), y E. coli BW25113 AhscA (Figura
4.5E) mostraron un comportamiento muy similar al de la cepa parental, observandose
dafo subletal en ambas membranas y en mayor medida en la externa, las cepas de E.
coli BW25113 AclpB (Figura 4.5B), E. coli BW25113 AcpxA (Figura 4.5D) y E. coli
BW25113 ArecA (Figura 4.5F) mostraron ciertas diferencias.
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Figura 4.5. Curvas de supervivencia a 55° C de (A) E. coli BW25113, (B) E. coli BW25113 AclpB, (C) E. coli
BW25113 AcpxA (D) E. coli BW25113 AcspA (E) E. coli BW25113 AhscA y (F) E. coli BW25113 ArecA,
tratadas en tampdn Mcllvaine de pH 7,0, y recuperadas en medio no selectivo (@) medio selectivo con

NaCl (O )y sales biliares (@).

Los resultados obtenidos en la cepa mutante en c¢spA indicarian que la proteina
de choque térmico A, que previene la formaciéon de estructuras secundarias del RNA (a
modo de chaperona de RNA) a bajas temperaturas, no estaria involucrada en la
resistencia al calor. De todos modos, seria conveniente determinar la
termorresistencia de las células en fase exponencial de crecimiento y/o en células
sometidas a un choque frio, ya que se ha observado que su expresién es mayor en fase
logaritmica o tras una bajada de temperatura de 37 °C a 10 °C (Jones et al 1987;
Goldstein et al 1990). Del mismo modo, la resistencia del mutante en hscA fue similar a
la de la cepa parental, lo que indicaria o bien que la chaperona HscA perteneciente a la
familia de proteinas de choque térmico 70 (Hsp70) no desempefia ningln papel en la
resistencia al calor de E. coli o que su expresion en nuestras condiciones de cultivo es
baja. Seria conveniente, al igual que en el caso del mutante cspA, realizar estos mismos
experimentos sobre células sometidas a un choque frio, ya que se ha visto que la

expresion de hscA es inducida por choques frios (Lelivelt et al 2005).

En relacion a la cepa E. coli BW25113 ArecA (Figura 4.5F), que habia mostrado

una resistencia similar a la de la cepa parental en medio no selectivo, ésta mostré un
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comportamiento inusual cuando los supervivientes al tratamiento térmico se
recuperaron en medios selectivos. Como se observa en la grafica, los recuentos en
ambos medios fueron coincidentes, lo que denota que el porcentaje de células
dafiadas en ambas membranas fue el mismo. Si comparamos estos recuentos
obtenidos en medios selectivos con los de la cepa parental, observamos que el
diferente comportamiento se debe a los menores recuentos obtenidos en el medio LB-
NaCl para la cepa mutante. De este modo, estos resultados indican que la resistencia
intrinseca de la membrana citoplasmatica frente al calor estd relacionada con la
expresion del gen recA: la delecion de este gen provoca que un mayor porcentaje de
supervivientes al tratamiento térmico acumulen dafios subletales en la membrana
plasmatica. Esta observacion revela una circunstancia de un gran atractivo desde el
punto de vista fisiolégico, porque si el papel de RecA estd unicamente relacionado con
la reparaciéon del dafio al DNA (Karu et al 1982), seria esperable una menor capacidad
de reparacion de los mutantes recA, y no una menor resistencia intrinseca de la
membrana citoplasmatica. Por tanto, resulta de interés realizar futuros estudios para
determinar la posible relacién de recA con la membrana citoplasmatica. Cabe sefalar,
por tanto, que gracias a la utilizacion de medios de recuperacion selectivos, ha sido
posible establecer cierta relacion entre la expresion del gen recA y la
termorresistencia microbiana. Ademas, desde un punto de vista practico, la existencia
de un mayor porcentaje de células dafiadas subletalmente tras el tratamiento podria
resultar de utilidad en el disefio de procesos combinados de conservacién de alimentos
basados, por ejemplo, en el uso de calor y antimicrobianos, que podrian aprovechar
los dafios subletales existentes en la membrana plasmatica para penetrar al interior

celular y lograr mayores niveles de inactivacion (Somolinos et al., 2010).

Por otra parte, las cepas de E. coli BW25113 AclpB (Figura 4.5B) y E. coli
BW25113 AcpxA (Figura 4.5F), que se habian mostrado menos termorresistentes en
medio no selectivo (Figura 4.1.), mostraron algunas diferencias respecto de la cepa
parental cuando se recuperaron en medios selectivos. Por un lado, también para la
cepa E. coli BW25113 AclpB el porcentaje de células dafiadas en la membrana
plasmatica y externa fue similar (p > 0,05), obteniéndose menores recuentos en el

medio selectivo LA-NaCl en comparacién con la cepa parental, lo que denota una
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mayor termosensibilidad de la membrana plasmatica frente al calor, y confirma el
papel de la expresion del gen clpB en la termorresistencia microbiana,
concretamente sobre la estabilidad de la membrana citoplasmatica. De este modo, la
chaperona ClpB implicada en la supresion y reversidon de la agregacion de proteinas
desnaturalizadas (Mogk et al 2003), intervendria no sélo facilitando la reparacion de
los dafios causados por el calor en las envolturas celulares, sino en la generacién de

unas envolturas mas resistentes a la accién de este agente inactivador.

Por el contrario, los resultados obtenidos sobre E. coli BW25113 AcpxA
resultaron algo mas complejos dado que, a diferencia del comportamiento de las otras
cinco cepas de E. coli, los recuentos obtenidos en medio selectivo LA-sales biliares
fueron mayores a los obtenidos en medio selectivo LA-NaCl, lo que significa que el
porcentaje de células dafiadas en su membrana externa en esta cepa fue menor que
el de células dafiadas en su membrana plasmatica. Con objeto de comprobar si las
diferencias en termorresistencia entre la cepa parental y las cepas mutantes E. coli
BW25113 AclpBy E. coli BW25113 AcpxA estan relacionadas con una menor resistencia
intrinseca de sus envolturas celulares y/o fendmenos de reparacidon celular, a
continuacion se han representado las graficas de supervivencia de la cepa parental y

las 2 cepas mutantes obtenidas en LA-sales biliares (Figura 4.6) y LA-NaCl (Figura 4.7).
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Figura 4.6.Curvas de supervivencia a 55 °C de las cepas E. coli BW25113 (@), E. coli BW25113 AclpB (@) y
E. coli BW25113 AcpxA (@) tratadas en tampdn Mcllvaine de pH 7,0, y recuperadas en medio selectivo

con NaCl.
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Figura 4.7. Curvas de supervivencia a 55 °C de las cepas E. coli BW25113 (@), E. coli BW25113 AclpB (@)
y E. coli BW25113 AcpxA (@) tratadas en tampdn Mcllvaine de pH 7,0, y recuperadas en medio selectivo

sales biliares.

La falta de coincidencia entre las curvas de supervivencia de la cepa parental y
las cepas mutantes obtenidas en el medio selectivo con NaCl (Figura 4.6) indicaria que
la resistencia intrinseca de la membrana plasmatica de ambas cepas mutantes era
menor que la de la cepa parental al verse afectadas un mayor numero de
supervivientes, lo que sugiere que la expresion del gen cpxA, al igual que la del gen
clpB, podria estar relacionada con la estabilizacion de esta envoltura celular frente a
los tratamientos térmicos. Ademas, el mayor porcentaje de células danadas en la
membrana plasmatica para un mismo tiempo de tratamiento entre la cepa parental
(Figura 4.3) y las cepas E. coli BW25113 AclpB (Figura 4.5.B) y E. coli BW25113 AcpxA
(Figura 4.3.F), también indicaria que la expresion de estos dos genes no solo esta
relacionada con la resistencia intrinseca de esta estructura, sino también con los
mecanismos de reparacion de los dafios ocasionados sobre dicha envoltura celular.
De este modo, la delecidn de los genes cpxA, y especialmente la del gen clpB, podria
estar relacionada con una menor capacidad de reparacion de danos subletales sobre la

membrana plasmatica.

La representacion de las curvas de supervivencia de la cepa parental y las dos
mutantes en medio selectivo con sales biliares (Figura 4.7) permite evidenciar que, al
menos durante los primeros minutos de tratamiento, la resistencia intrinseca de la

membrana externa de la cepa mutante E. coli BW25113 AclpB es similar a la de la cepa
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parental; no obstante, tras 8 min de tratamiento se observa un mayor nimero de
células de la cepa mutante afectadas, indicando que la expresion del gen c/lpB también
podria estar relacionado con la mayor resistencia intrinseca de la membrana externa
y/o una mayor capacidad de reparacion de los dafios ocasionados por el tratamiento
térmico. Por el contrario, esta figura permite comprobar que los recuentos obtenidos
en el medio selectivo con sales biliares para la cepa E. coli BW25113 AcpxA son
mayores que los obtenidos para la cepa parental. Es decir, en este caso, hay un menor
numero de células de la cepa mutante afectadas en su membrana externa por el
tratamiento térmico. Estos resultados sugieren que la delecion del gen cpxA
supondria un aumento de la termorresistencia de la membrana externa de E. coli, lo
qgue no resulta facil de explicar, y requeriria de un estudio mas amplio. Es decir, el
incremento de resistencia intrinseca en la membrana citoplasmatica debido a la acciéon
de la chaperona CpxA, podria conllevar a una disminucidon de la resistencia de la
membrana externa. Asi, de confirmarse estos resultados en otras especies o cepas, se
podria concluir que esta mutacién es capaz de incrementar sensiblemente la
resistencia al calor, lo que podria tener cierta relevancia, por ejemplo, en el desarrollo
de procesos combinados basados en la aplicacién simultdnea de calor vy
antimicrobianos (Somolinos et al., 2010), para los que la mayor estabilidad de la

membrana externa impediria su accidn al dificultar su acceso al interior celular.

4.4. Construccion de mutantes E. coli MG1655 AclpB y E. coli MG1655 AcpxA.

El trabajo exploratorio sobre la implicacion de los genes cspA, hscA, recA, clpBy
cpxA en la termorresistencia de E. coli BW25113 demostrd la relevancia de la
expresion de clpB y cpxA en la resistencia intrinseca y los mecanismos de reparacion de
los dafios ocasionados sobre las envolturas celulares. Estos resultados pueden ser de
gran relevancia para el conocimiento de la respuesta al estrés de E. coli. Sin embargo,
la cepa estudiada E. coli BW25113 es una cepa modificada para facilitar los trabajos de
mutagénesis dirigida. Por ello, es necesario seleccionar una cepa de referencia mas
aceptada por la comunidad cientifica internacional para la elaboracion de estudios de

fisiologia microbiana con el fin Ultimo de contribuir al desarrollo del conocimiento del
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comportamiento microbiano ante situaciones de estrés y poder comparar estos datos
con los publicados utilizando cepas de referencia. De este modo, para realizar una
investigacion con mayor profundidad cientifica, se decidid la creacién de los mutantes
deletéreos clpB y cpxA en la cepa E. coli MG1655, sobre la que, desde su secuenciaciéon
por Blattner et al. (1997), se han realizado algunos de los estudios mas relevantes del

campo de la fisiologia microbiana.

En este estudio se utilizé una técnica de mutagénesis dirigida (Hutchison et al.,
1978) para delecionar la secuencia de los genes clpB y cpxA. Esta técnica consiste en
introducir una construccién con la mutacién en el genoma bacteriano a mutar. Nuestra
colecciéon Keio dispone de dichas construcciones incorporadas en el genoma de E. coli.
De este modo, no es necesario que hagamos de nuevo esas construcciones,
simplemente tenemos que "moverlas" de un genoma a otro. Con ese objetivo,
utilizamos la transduccion con fagos, que contienen fragmentos de la secuencia
gendmica del E. coli inicial, con las construcciones incluidas, que transferiremos a
nuestro E. coli deseado. Este procedimiento permite crear mutantes en diferentes
cepas de E. coli de una forma rdpida, econémica y precisa. Del mismo modo, la
conservaciéon de los fagos con diferentes construcciones nos permitirdn en un futuro
crear dobles o triples mutantes en diferentes genes para, de este modo, poder realizar

analisis mas detallados y dirigidos de regulacion y relacidn génica.

No obstante, en las técnicas del DNA recombinante usadas en la mutagénesis
dirigida con la cepa E. coli BW25113 se utiliz6 como marcador un gen de resistencia a
la kanamicina, con objeto de detectar de una forma rapida, sencilla y econdmica las
bacterias que han resultado mutadas. A pesar de su utilidad, una vez detectados y
aislados los organismos mutantes, la presencia de estos marcadores en la secuencia
gendmica no es necesaria, pudiendo llegar a ser perjudicial en los estudios
microbioldgicos, ya que estos genes pueden intervenir en diferentes procesos del
metabolismo y fisiologia microbianas. Por tanto, su eliminacién resulta de gran
importancia para realizar estudios fiables sobre este microorganismo. De este modo,

una vez realizada la transformacién, resulta necesario eliminar el marcador de
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resistencia antibidtica, con el objetivo de obtener una cepa cuya secuencia gendmica

sea lo mas parecida posible a la secuencia original.

El uso de la cepa de referencia de E. coli MG1655, en lugar de la cepa BW25113
(coleccion Keio), nos permite trabajar con la cepa de referencia de E. coli en los
estudios de fisiologia bacteriana. Al ser una cepa cuya secuencia gendmica es de
acceso publico, se permiten posteriores modificaciones genéticas y estudios
transcripcionales y traduccionales. En este sentido, al trabajar con esta cepa podremos
comparar directamente nuestros resultados con los de otros autores sin afadir el
factor de variacién de la cepa y nos permitird el uso de herramientas bioinformaticas
gratuitas como E. coli Gene Expression Database (http://genexpdb.ou.edu/main/) para

el estudio de la expresion génica y el transcriptoma en situaciones de estrés.

4.4.1 Transduccidn con el fago P1.

En el proceso de la transduccién se usaron como cepas donantes dos mutantes
deletéreos de Escherichia coli pertenecientes a la coleccion Keio, E.coli BW25113 AclpB
(JW2573) y E.coli BW25113 AcpxA (JW3525). Estos mutantes se seleccionaron para
esta segunda parte de la investigacion debido a que fueron los que presentaron
diferencias mas significativas con respecto a la cepa parental en los estudios de
termorresistencia. Como cepa receptora de la transduccién se selecciond E. coli

MG1655, cepa de referencia de E. coli en los estudios de fisiologia bacteriana.

El primer paso para lograr la transferencia de material genético se centra en la
infeccion de las cepas donantes en fase estacionaria con el bacteriéfago P1 .Tras 4

horas de incubacién a 37 °C se obtuvo el lisado para ambas cepas donantes.

En la Figura 4.8 se muestran los tubos preparados como control negativo (B) y
(D), a los cuales no se les afnadieron bacteriéfagos, en los que no se produjo lisis
bacteriana y por tanto, no se detectd un descenso de la turbidez. En el caso de los

tubos (A) y (C), los cuales se inocularon fagos P1 para la infeccién de las células
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donantes, se observa claramente un descenso de la turbidez como consecuencia de la

lisis bacteriana.

Figura 4.8. Obtencién de los lisados de los bacteriofagos Pla partir de las cepas donantes E. coli
BW25113 AcpxA (A), y AclpB (C). La Figura incluye los controles negativos (B) y (D) sin adicidon de

bacteriéfagos P1 de (A) y (C) respectivamente.

En el siguiente paso de la transduccion, las células receptoras E.coli MG1655, se
incubaron junto con el lisado de bacteriéfagos obtenidos a partir de las cepas donantes
durante 4 h a 37°C + 1 °C en agitacion. La Figura 4.9.muestra los tubos (A) y (C) sin
turbidez debido a la accién de los bacteriéfagos P1. Ademas, se muestran los controles
negativos (B) y (D) en los que la turbidez aumenté como consecuencia del crecimiento

bacteriano en ausencia de bacteriéfagos.
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Figura 4.9. Transduccidn con bacteriéfago P1. (A) Transduccion de E. coli MG1655 con P1 obtenido tras
lisado de E. coli BW25113 AcpxA, (C) Transduccidn de E. coli MG1655 con P1 obtenido tras lisado de E.
coli BW25113 AclpB. (B) y (D) fueron utilizados como controles negativos (sin adicién de bacteriéfagos

P1) de (A) y (C) respectivamente.

A partir de las suspensiones bacterianas obtenidas de los tubos (A) y (C), se
sembraron alicuotas de 100 pL en placas de LA con kanamicina (25 pg/mL), y se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se aislaron colonias para su
cultivo en nuevas placas con kanamicina y asi verificar que las células de E. coli
MG1655 habian incorporado el fragmento de DNA correspondiente a la deleciéon
provocada por la insercion del gen de resistencia al antibiético. De este modo,
confirmamos que habiamos obtenido las nuevas cepas E. coli MG1655 AclpB (+kan®) y

E. coli MG1655 AcpxA (+kan®) (Figura 4.10).

38



Figura 4.10. Placas de Luria Agar con kanamicina (25 pug/mL) sembradas con las cepas E.

coli MG1655 (A), E. coliMG1655 AcpxA (+kan”) (B), y E. coli MG1655 AclpB (+kan®) (C).

4.4.2. Eliminacién del marcador de la kanamicina.

En este proceso denominado curacién, se elimind el gen de resistencia a la
kanamicina para evitar su interferencia en futuras evaluaciones sobre la resistencia
bacteriana de las nuevas cepas. Para ello, en primer lugar, se realizé un proceso de
transformacién con el plasmido pCP20. El plasmido incorporado a las cepas E. coli
MG1655 AclpB (+kan®) y E. coli MG1655 AcpxA (+kan®) presenta un gen de resistencia
a la ampicilina y al cloranfenicol, asi como un gen que permite la produccién de una
FLP recombinasa dentro del mutante. Esta recombinasa permite la recombinacion
entre los fragmentos FRT y la expulsién del marcador de resistencia a la kanamicina

(Figura 4.11).

Figura 4.11. Reaccidn catalizada por la FLP recombinasa en la que se recombinan las dos secuencias de

reconocimiento de flipasa (fragmentos FRT) que flanquean el gen a eliminar (Baba et al. 2006).

Tras la transformacion de E. coli MG1655 AclpB (+kan®) y E. coli MG1655 AcpxA
(+kan®) con el pldsmido pCP20 se realizaron siembras en placas de LA con ampicilina
(100 pg/mL) para confirmar la incorporacién del plasmido en las bacterias (Figura

4.12).
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Figura 4.12.Placas de Luria Agar con ampicilina (100 pug/mL) sembradas con las cepas E.

coli MG1655 (A), E. coliMG1655 AcpxA (+Amp") (B), y E. coli MG1655 AclpB (+Amp”) (C).

Por ultimo, se activo la expresidon de la FLP recombinasa del plasmido pCP20
sensible a la temperatura sembrando colonias de E. coli MG1655 AclpB (+kan®) y E. coli
MG1655 AcpxA (+kan®) transformadas con este plasmido en placas LA a 43°C durante
24 h. Tras este paso, se comprobd la pérdida de todas las resistencias antibidticas
sembrando en medios con antibidticos. Estas cepas se denominaron finalmente E. coli

y E. coli MG1655 AcpxA (Figura 4.13) y MG1655 AclpB (Figura 4.14).

Figura 4.13.Cepa E. coli MG1655 AcpxA en medio Luria Agar (B.1), Luria Agar
con ampicilina (100 pg/mL) (B.2),y Luria Agar con kanamicina(100 pg/mL) (B.3)

Figura 4.14.Cepa E. coli MG1655 AclpB en medio Luria Agar (C.1), Luria Agar
con ampicilina (100 pg/mL) (C.2),y Luria Agar con kanamicina(100 pg/mL) (C.3).
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Como ultimo paso de esta investigacién, deberia confirmarse con PCR la
delecion del gen deseado y la eliminacidn del gen de resistencia de la kanamicina. Una
vez verificada que la delecién de los genes clpB y cpxA se habia realizado
correctamente, se deberdn realizar los correspondientes experimentos de
termorresistencia sobre estas cepas mutantes y sobre la cepa parental E. coli MG1655

(actividad para la que ya no se ha dispuesto de tiempo suficiente para su finalizacion)

En resumen, la transformacién mediante el uso del bacteriéfago P1 nos
permitié crear mutantes en la cepa de referencia MG1655 de una forma rdpida y
econdmica. La transformacién de los mutantes asi conseguidos con el plasmido pCP20
permitid la eliminacion del gen de resistencia a la kanamicina. De esta manera hemos
obtenido los mutantes “limpios” en la cepa MG1655, sobre los que deberan verificarse
los resultados obtenidos en la cepa BW25113, descartando la influencia del cassette de
kanamicina y de las modificaciones realizadas sobre la cepa BW25113 utilizada para la
construccion de la cepa Keio. Ademas, estos mutantes en la cepa MG1655 nos
permitiran realizar futuros trabajos de fisiologia microbiana, asi como utilizar los fagos
con estas construcciones para crear dobles o triples mutantes destinados a estudios

mas detallados del papel de estos genes y su interaccidén con otros genes.
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5. CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los estudios preliminares de termorresistencia realizados sobre la cepa
parental Escherichia coli BW25113 y 5 mutantes deletéreos en los genes cspA,
cpxA, hscA, recA y clpB permitieron relacionar la delecién de los genes cpxA,

recA y clpB con una mayor sensibilidad a los tratamientos térmicos.

Desde un punto de vista metodoldgico, cabe sefialar que la relacién de la
termorsensibilidad y el gen recA ha podido establecerse gracias a la utilizacion
de medios de recuperacion selectivos, y con los genes cpxA y clpB mediante el

uso de medios selectivos como no selectivos.

El estudio preliminar sobre la presencia de dafios subletales en las envolturas
celulares microbianas revelé una disminucion de la resistencia intrinseca de la
membrana citoplasmdtica como consecuencia de la delecién de los genes cpxA,
recA y clpB, por lo que la expresidn de estos genes podria estar relacionada con
la estabilizacién de esta envoltura celular frente a los tratamientos térmicos, y
en el caso de los genes cpxA y clpB con los mecanismos de reparacién de los

dafios ocasionados sobre dicha envoltura celular.

El estudio sobre la presencia de danos subletales en las envolturas celulares
microbianas reveld una disminucidn de la resistencia intrinseca de Ia
membrana externa como consecuencia de la delecién del gen clpB. Por el
contrario, la deleccidén del gen recA no afectd a la estabilidad de la membrana

externay la del gen cpxA incluso parecié incrementarla.

Desde un punto de vista practico, esta investigacion preliminar ha demostrado
que la delecién de los genes cpxA, recA y clpB conduce a una mayor sensibilidad
microbiana, por lo cual el disefo de estrategias de conservaciéon que impidan su
expresion y actividad podrian redundar en una mayor efectividad de los

tratamientos conservacion de los alimentos.

Las herramientas moleculares utilizadas en esta investigacién han permitido la
creacién de mutantes deletéreos de Escherichia coli MG1655 para los genes

elegidos, clpBy cpxA.
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7)

8)

La técnica de mutagénesis dirigida mediante transduccion con bacteriéfagos P1
permitid introducir la mutacion para los genes clpB y cpxA a partir de las cepas
de la coleccidn Keio, E. coli IW2573 y JW3525, respectivamente, en la cepa de

referencia de E. coli MG1655.

La eliminacion del marcador de resistencia antibiética mediante una FLP
recombinasa permitié que la cepa mutante construida tuviese una secuencia
gendmica lo mas parecida posible a la secuencia original, evitando asi la
interferencia del gen de resistencia al antibidtico kanamicina. Asi, una vez
obtenidos estos mutantes se podra evitar cualquier posible interferencia, y de
este modo, verificar, en un estudio posterior, el posible papel de los genes

seleccionados en la termorresistencia de la cepa de referencia de E. coli.
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