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RESUMEN

La produccion de alimentos seguros y estables, y que a su vez conserven lo maximo posible
sus atributos sensoriales y nutricionales, supone un gran reto para la industria alimentaria, en parte
por la contaminacion de las materias primas con esporos bacterianos. Los esporos son
extremadamente resistentes, de forma que para su inactivacién se aplican tratamientos térmicos de
alta intensidad que frecuentemente deterioran la calidad del producto. Unas de las alternativas mas
atractivas al calor son los tratamientos de germinacidn-inactivacién, que consisten en inducir la
germinacion para luego inactivar las células germinadas mas sensibles con tratamientos de intensidad
moderada. Para disefiar procesos eficientes, es necesario conocer en profundidad a nivel celular y

molecular el proceso de germinacion.

El objetivo de este trabajo es identificar nuevos genes relacionados con la germinacién de los
esporos de B. subtilis utilizando una coleccién de mutantes “knock-out”. Se realizé el cribado de 119
mutantes que presentaban diferencias estadisticamente significativas en los parametros cinéticos de
germinacion (longitud del hombro, velocidad de germinacion y/o la eficiencia de germinacion al final
del ensayo) con respecto a la cepa parental determinados mediante espectrofotometria.
Posteriormente, se confirmaron las diferencias de comportamiento entre los mutantes y la cepa
parental evaluando la cinética de germinacidon mediante recuento en placa. Finalmente, se relacioné

la funcién de cada gen mutado con los cambios en la germinacidn.

La delecion de los genes spoVT (que codifica un regulador transcripcional involucrado en la
esporulacion) o gerD (que codifica una proteina que transduce la sefial del inicio de la germinacién)
empeoro la respuesta de los esporos a nutrientes, como se ha demostrado anteriormente. Ademas,
los esporos carentes de spoVT respondian deficientemente al CaDPA. Por otro lado, identificamos y
confirmamos la influencia de nuevos genes que hasta ahora no se habian relacionado con la

germinacion: yx/H, ydeG, y ydal.

ABSTRACT

The production of safe and stable foods, which also preserve their sensory and nutritional
attributes as much as possible, poses a significant challenge for the food industry, partly due to the
contamination of raw materials with bacterial spores. Spores are extremely resistant, so high-intensity
thermal treatments are applied for their inactivation, which often deteriorates the product's quality.
One of the most attractive alternatives to heat is germination-inactivation treatments, which involve

inducing germination and then inactivating the more sensitive germinated cells with moderate-



intensity treatments. To design efficient processes, it is necessary to have an in-depth understanding

of the germination process at the cellular and molecular levels.

The objective of this work is to identify new genes related to the germination of B. subtilis
spores using a collection of “knock-out” mutants. Screening was performed on 119 mutants that
showed statistically significant differences in germination kinetic parameters (shoulder length,
germination rate, and/or germination efficiency at the end of the assay) compared to the parent
strain, determined by spectrophotometry. Subsequently, the behavioral differences between the
mutants and the parent strain were confirmed by evaluating the germination kinetics using plate

counts. Finally, the function of each mutated gene was related to changes in germination.

The deletion of the spoVT gene (which encodes a transcriptional regulator involved in
sporulation) or the gerD gene (which encodes a protein that transduces the germination initiation
signal) worsened the response of the spores to nutrients, as previously demonstrated. Additionally,
spores lacking spoVT responded poorly to CaDPA. On the other hand, we identified and confirmed the

influence of new genes that had not previously been related to germination: yx/H, ydeG, and ydaJ.

1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de las bacterias formadoras de esporos dentro de la industria alimentaria

La produccion de alimentos microbioldégicamente seguros y de alta calidad requiere el control
de muchos factores, incluida la calidad de las materias primas, las condiciones de procesamiento de
los alimentos, la higiene, las condiciones adecuadas de almacenamiento y la estabilidad microbiana
de los alimentos. Este ultimo factor puede lograrse mediante la inactivacion o eliminacidon de
microrganismos indeseables, la prevencion del crecimiento microbiano y evitando la recontaminacion

de los alimentos (Besten, Wells-Bennik y Zwietering, 2018).

Uno de los microorganismos cuyo control supone un gran desafio para la industria alimentaria
son las bacterias formadoras de esporos. Los esporos bacterianos son formas de resistencia que
algunos géneros, como Bacillus y Clostridium, originan ante condiciones ambientales adversas,
especialmente la falta de nutrientes (Setlow, Wang y Li, 2017) (Gauvry et al, 2017). Las células
vegetativas inician un proceso de divisidon asimétrica que da lugar a una endospora, metabdlicamente

inactiva, que puede permanecer durante periodos indefinidos en estado de latencia.

Los esporos son resistentes a numerosas condiciones ambientales, incluido el calor, la
salinidad, la acidez, la radiacion, el agotamiento del oxigeno y baja disponibilidad de nutrientes. Se

encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente, por lo que su entrada a la cadena



alimentaria es relativamente facil. Ademas, cuando detectan cambios en su entorno (como la
disponibilidad de nutrientes sobre un alimento), pueden desencadenar el proceso de germinacion.
Una vez iniciado este proceso, los esporos pueden volver a su forma celular vegetativa y retomar su
division celular durante el almacenamiento de los alimentos, lo que puede derivar en alteraciones
alimentarias, pérdidas econdmicas, e incluso toxiinfecciones alimentarias en el caso de cepas

patdégenas.

Las industrias emplean generalmente aplican un tratamiento térmico de alta intensidad
(esterilizacién) para lograr la inactivacidn de los microrganismos esporulados. La eficiencia de este
tratamiento dependera de la temperatura, del tiempo, de la resistencia al calor del microorganismo
esporulado, de las propiedades fisicas del producto y de la forma en la que se le aporta el calor al
alimento. La intensidad de los tratamientos térmicos destinados a la inactivacion de los
microorganismos esporulados supera considerablemente al aplicado en los tratamientos de
pasteurizacion, cuyo objetivo es la eliminacion de los microorganismos patdgenos, principalmente en

estado vegetativo (Wells-Bennik et al, 2016).

Sin embargo, los tratamientos térmicos de esterilizacion afectan negativamente a las
cualidades organolépticas del alimento, alterando la calidad del sabor, el color y la textura debido a la
desnaturalizacién de las proteinas, y a la descomposicidon de los nutrientes. Por este motivo, se han
estudiado métodos no térmicos basados en la inactivacion con altas presiones, ultrasonidos,
ultravioleta, campos eléctricos de alto voltaje y plasma frio, asi como esporicidas quimicos
(glutaraldehido, agentes liberadores de cloro, perdxidos y o6xidos de etileno). Ademas, el uso
combinado de tratamientos fisicos anteriormente mencionados y los agentes antimicrobianos
naturales como los aceites esenciales pueden actuar de forma sinérgica y eficaz para eliminar los
esporos en la industria alimentaria (Cho y Chung, 2020). Los tratamiento actuales no son
suficientemente efectivos para inactivar esporos a niveles que garanticen la seguridad y estabilidad
de los alimentos. Se estan estudiando alternativas como los tratamientos de germinacidn-inactivacién.
El tratamiento térmico subletal puede activar esporos latentes, convirtiéndolos en células vegetativas
mas susceptibles al calor. Asi, se propone un doble tratamiento térmico: activacién térmica de
esporos, seguida de germinacién e inactivacion térmica, para controlar los esporos en alimentos
(Lgvdal et al, 2011). Kwon et al, estudiaron la inactivacién de esporos de B. cereus mediante
microondas y luz ultravioleta (Kwon et al, 2022). También se ha descrito la aplicacién del proceso de
tindalizacidn para la induccidn de la germinacién de los esporos y, en combinacién con un tratamiento
térmico, la consiguiente inactivacién térmica (Keratimanoch et al, 2021). Por otro lado, se han

estudiado tecnologias de procesamiento no térmico, como el ozono acuoso y el procesamiento de alta



presion para inactivar esporos de B. cereus en aislados mesofilos y psicrotolerantes (Markland et al,

2013).

1.2. Especies bacterianas formadoras de esporos

Entre las bacterias que tienen la capacidad de formar esporos, cabe destacar el género
Clostridium, Bacillus, Geobacillus, Alicyclobacillus y Paenibacillus como agentes frecuentemente

implicados en la perdida de estabilidad e intoxicaciones alimentarias.

Las especies del género Clostridium mas comunmente involucradas en enfermedades
transmitidas por alimentos son Clostridium perfringens y Clostridium botulinum. La intoxicacién por C.
perfringens suele ser breve autolimitada y rara vez mortal. Sin embargo, las neurotoxinas de C.
botulinum se encuentran entre las sustancias naturales mas tdxicas y causan toxiinfecciones
alimentarias, con sintomas que contindan durante varios meses, e incluso en algunos casos son
mortales. Hay que tener en cuenta que el consumo de productos contaminados con esporos de C.
botulinum no causa botulismo, sino que la germinacién y multiplicacion de C. botulinum acompafiada
de la produccién de neurotoxinas deben ocurrir antes de consumir el alimento. C. botulinum es capaz
de multiplicarse en una gama muy amplia de alimentos de pH superior a 4,5 desde temperatura
ambiente y en refrigeracion. Las cepas de C. botulinum se dividen en cuatro grupos (Grupo I-1V) en
funcidn de sus diferencias fisioldgicas y la secuenciacién del del gen que codifica el ARNr 16S. Los
esporos de C. botulinum del Grupo | (proteolitico) son los mds resistentes al calor y crecen a
temperaturas de misofilia. Los esporos de C. botulinum del Grupo Il (no proteolitico) son menos
resistentes al calor, se inactivan calentandolas a 90 °C durante 10 minutos o mediante procesos
equivalentes. Ademds, son psicrétrofas, siendo un problema en los productos refrigerados
minimamente procesados. Por otro lado, muchas especies de Clostridium pueden producir
alteraciones organolépticas en los alimentos por la secrecién de enzimas o metabolitos, la produccién
de gas que provoca el abombamiento de latas de conservas o la aparicion de manchas blancas en el

alimentos (EFSA, 2005).

El grupo de B. cereus incluye a una gran variedad de especies y cepas de bacterias anaerobias
facultativas, que de dividen en siete grupos filogenéticos (I-VIlI) capaces de crecer a diferentes
temperaturas (meséfilas, psicrétrofas y termofilas) (Webb et al, 2019). Ademas, algunas cepas
producen toxinas, pudiendo desencadenar dos tipos de intoxicaciones alimentarias: el sindrome
diarreico, que se manifiesta con diarrea y se ha relacionado con diferentes enterotoxinas producidas
tras la germinacién de los esporos y multiplicacion en el sistema gastrointestinal, y el sindrome

emético, que es el resultado de una intoxicacidon causada por una toxina que se preforma en los



alimentos (Ehling-Schulz, Lereclus y Koehler, 2019). Actualmente, las cepas de B. cereus
pertenecientes al Grupo Ill y IV son las de mayor relevancia, ya que son las mas virulentas y pueden
crecer en diversos ambientes, siendo frecuentes en alimentos listos para el consumo que han sufrido

temperaturas de almacenamiento abusivas (Antequera-Gomez et al, 2021).

Uno de los microorganismos esporulados alterantes mdas relevantes es Geobacillus
stearothermophilus, siendo uno de los principales contaminantes de los productos alimenticios
tratados por esterilizacién debido a que sus esporos son extremadamente resistentes al calor. Sin
embargo, los esporos supervivientes germinan y crecen a temperaturas a partir de 45 °C. Sin embargo,
el aumento de la temperatura previsto por el cambio climatico, se espera que aumente los casos de
perdida de esterilidad durante la distribucién y el transporte causados por este microorganismo

(Misiou, Koutsoumanis y Membré, 2023).
1.3. Formacion y estructura del esporo
Como se ha mencionado anteriormente, ante condiciones ambientales adversas y falta

nutritiva, las bacterias formadoras de esporos producen un tipo de célula latente metabdlicamente

inactiva llamada esporo o endospora que es capaz de sobrevivir en condiciones ambientales adversas.
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Figura 1: Esquema del proceso de esporulacién (A) y la estructura del esporo bacteriano (B).
Imagenes tomadas de McKenney, Driks y Eichenberger (2013) y Setlow, Wang y Li (2017),

respectivamente.

Esta sefial desencadena una division asimétrica del esporangio que resulta en la
compartimentalizacidn del material genético (figura 1A). Se forma un septo que separa la célula madre
del preesporo, y la célula madre envuelve al preesporo origindndose las distintas cubiertas que
conforman el esporo. Finalmente, la célula madre se lisa, liberando un esporo maduro al medio
ambiente. Los esporos pueden germinar rapidamente en respuesta a los nutrientes (McKenney, Driks

y Eichenberger, 2013).

Como consecuencia de este proceso, la estructura tan peculiar de los esporos resultantes es
lo que les proporciona una resistencia extrema en comparacion con las células vegetativa y el
mantenimiento de su estado de latencia. Comenzando desde el exterior y avanzando hacia el interior
(Figura 1B), las capas del esporo incluyen el exosporio, la cubierta o “coat”, membrana externa, cortex,

pared celular, la membrana interna y el nucleo central.

El exosporio es la capa mas externa que se encuentra mayormente en algunas especies del
grupo B. cereus, compuesta por proteinas y glicoproteinas propias de esta cubierta. A continuacion,

|Il

se encuentra el “coat” compuesta de varias capas proteicas que proporcionan resistencia a sustancias

guimicas y enzimas liticas exdgenas que pueden degradar la corteza de los esporos.

IM

La funcién de la membrana externa situada bajo el “coat” no estd clara; aunque esta
membrana es una estructura esencial en la formaciéon de esporos, no parece ser una barrera de

permeabilidad a sustancias quimicas ni tener un efecto notable en la resistencia al calor de los esporos.

El cortex estd compuesto de peptidoglicano (PG) con una estructura similar a la del PG de las
células vegetativas, pero con varias modificaciones especificas de los esporos. Es esencial en los

esporos latentes, participa en la reduccién del contenido de agua del nicleo de los esporos pero se

degrada durante la germinacion, permitiendo la expansién e hidratacién del nucleo. Bajo el cortex se
encuentra la pared celular. Esta capa estd también compuesta por PG con una estructura idéntica a la

de las células vegetativas y se convierte en la pared celular de las células vegetativas germinadas.

A diferencia de la membrana externa, la membrana interna de los esporos es una fuerte
barrera de permeabilidad que desempena un papel importante en la resistencia de los esporos a
muchas sustancias quimicas. Aparece comprimida en el esporo latente y su volumen aumenta durante

la primera fase de la germinacion. Las moléculas de lipidos en la membrana interna son en gran



medida inmdviles, sin embargo, no difiere en composicién lipidica con respecto a la membrana

plasmatica de las células en crecimiento.

En el interior del esporo se encuentra el nucleo o protoplasto, que contiene la mayoria de las
enzimas de los esporos, asi como el ADN, ARN y ribosomas. El nlicleo se caracteriza por su bajo
contenido en agua y su gran contenido en 4cido piridina-2,6-dicarboxilico (acido dipicolinico, DPA),
siendo ambos factores imprescindibles para el mantenimiento de la latencia enzimatica de los esporos
y la resistencia de los esporos a agentes fisicos, como el calor. Mientras que el agua constituye del
75% al 80% del peso humedo del nucleo de una célula vegetativa, solamente representa del 27% al 55
% del peso hiumedo del nicleo de los esporos, dependiendo de la especie (Gerhardt y Marquis 1989).
El DPA comprende del 5 al 15% del peso seco de los esporos de las especies Bacillus y Clostridium y se
encuentra sélo en el nucleo, donde muy probablemente estd quelado con cationes divalente,
principalmente Ca*? (Gerhardt y Marquis 1989). El DPA se sintetiza Gnicamente en el compartimento
de la célula madre, se adsorbe en el esporo y posteriormente se excreta en los primeros minutos de
la germinacidn del esporo. La cantidad de DPA en el nucleo esta muy por encima de su solubilidad, y
por tanto es en parte responsable de la reduccién en el contenido de agua del nucleo durante la

esporulacion (Setlow, 2006).

1.4. Germinacion

Cuando los esporos detectan que las condiciones ambientales vuelven a ser favorables para
el crecimiento, el esporo germina y crece hasta llegar a ser nuevamente una célula vegetativa.
Entendemos por germinacion el periodo que comienza con la adicién de un compuesto
desencadenante de la germinacién, y continua con una serie de reacciones irreversibles, como la

hidratacion del protoplasto o la pérdida de resistencia a diferentes agentes fisicos y quimicos.

En la naturaleza, probablemente los esporos desencadenen la germinacién en respuesta a los
nutrientes o germinantes nutritivos. Estos germinantes son generalmente aminodacidos individuales,
azucares o nucledsidos de purina, minerales o sus combinaciones, como la mezcla de asparagina,
glucosa, fructosa y potasio (AGFK) que desencadena la germinacién de los esporos de B. subtilis
(Setlow, 2003). Los esporos cuentan con diferentes receptores de germinacion, cada uno de ellos
especifico para uno o varios germinantes. Todos los receptores de la germinacién se forman en la fase
final de la esporulacién y se ubican en la membrana interna del esporo. En B. subtilis, estos receptores
estan codificados por los operones gerA, gerB y gerK, cuya ausencia bloquea el inicio de la
germinacion, la liberacién del DPA y la entrada del agua (Setlow, 2003). El operdn gerA se ha

identificado como el responsable de la germinacién inducida por L-alanina, ya que, en ausencia de



alguno de sus tres genes, se reduce la germinacién con este aminodcido (Paredes-Sabja, Setlow y
Sarker, 2011). En el caso de los operones gerBy gerK, a pesar de tener una secuencia similar al operén

gerA, son los responsables de la germinacion inducida por AGFK (Sonenshein, Hoch y Losick, 2001).

De forma general, el proceso de germinacion se divide en tres etapas: activacion, fase | y fase

IIl. Tras la germinacién tiene lugar la fase de “outgrowth” o fase de desarrollo (Figura 2).
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Figura 2: Eventos producidos en la germinacién y desarrollo de los esporos. Figura tomada de

Setlow (2003).

1.4.1. Activacion

Para que los esporos inicien la germinacién es necesario que primero sean activados. En la
actualidad no se sabe realmente qué cambios se producen durante la activacion. Se define como un
cambio que pone a los esporos en “disposicion de germinar”. Al proceso de activacidon también se le
conoce como el periodo de tiempo desde que se afiade el germinante hasta que se inicia la
germinacion. Tras la activacion de los esporos se produce la unién del germinante con el receptor de
la germinacion especifico. Una vez iniciada la germinacion el proceso es irreversible, incluso tras retirar

el germinante del medio (Yi y Setlow 2010).

1.4.2. Fase | germinacion

Durante la Fase | de la germinacion se produce la liberacidon de hidrogeniones, cationes
monovalentes y zinc, probablemente desde el nucleo que hace aumentar el pH del mismo de 6,5 a
7,7. Posteriormente se produce la liberacién de DPA y cationes divalente de calcio y finalmente se
sustituye el DPA por agua, lo que provoca la hidratacion del nucleo, el aumento del tamanio del esporo,

la pérdida de su refringencia y una disminucién de la resistencia al calor y a otros agentes fisicos. Segun
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esta hipdtesis las proteinas SpoVA, que son las responsables de la absorcidn de DPA durante la

esporulacion, lo serian también de su liberacién durante la germinacién (Setlow, 2014).

1.4.3. Fase Il germinacion

En este estadio se produce la hidrolisis del cértex por parte de una serie de proteinas que
degradan especificamente el peptidoglicano del cértex y no de la pared celular. La degradacién del
cortex se produce por la accién de enzimas conocidas genéricamente como CLEs. Existen dos CLEs
presentes en la mayoria de las especies del género Bacillus: Cwl) y SleB. La enzima CwlJ, que se activa
con la presencia de DPA, es sintetizada por la célula madre y se ancla en las envolturas externas,
mientras que la enzima SleB es sintetizada en el endosporo y queda ligada tanto a la membrana
interna como a las capas externas del esporo (Moir y Cooper, 2015). Como consecuencia de la accion
enzimatica, esta hidrélisis produce la descompensacién del protoplasto y su rehidrataciéon completa,
alcanzandose un nivel similar al de una célula vegetativa. Este contenido de agua permite el inicio de
un metabolismo con la sintesis de compuestos macromoleculares y la consiguiente transformacién en

una célula vegetativa (Setlow, 2006).

1.4.4. “Outgrowth”

El “outgrowth” es la etapa final de la germinacién donde se van a sintetizar diferentes tipos
de lipidos y proteinas para comenzar el crecimiento celular. Como paso previo a los procesos de
sintesis se produce la degradacién de las proteinas SASP, cuyos aminodcidos se utilizan para la
construccion de nuevas proteinas; se generan otros compuestos, como el acido fosfoglicérido, que se
usaran como fuentes de energia (Moir y Cooper, 2015). Aunque esta actividad metabdlica se inicia

muy rapidamente, la replicacion no se inicia hasta 60 minutos después (Setlow, 2014).

1.4.5. Agentes no nutritivos inductores de la germinacion

Ademas de los nutrientes, los esporos pueden germinar por una variedad de sustancias
guimicas no nutritivas como el dipicolinato de calcio (CaDPA), cationes tensoactivos, como la
dodecilamina o agentes fisicos como las altas presiones hidrostaticas. El CaDPA permite germinar los
esporos que carecen de todos los receptores de germinantes induciendo la germinacidn por activacién
de la enzima litica del cértex Cwll, es decir, induciendo directamente la fase | y Il de la germinacién

(Setlow, Liu y Faeder, 2012).

Por otro lado, la aplicacién de tratamientos térmicos subletales (60°C - 80°C), aunque por si

mismos no activan la germinacién, aceleran y sincronizan la respuesta de los receptores de
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germinacién en presencia de sus nutrientes especificos, es decir, el calor da lugar a que los receptores
de la germinacidon sean mas sensibles a los agentes germinantes nutritivos (Luu, et al, 2015). Estos
tratamientos se conocen como la activacion térmica de la germinacion. Su efecto se ha atribuido a los
cambios que podria inducir el calor en la estructura de los receptores de germinacion o en la

membrana interna que los rodea (Luu, et al, 2015).

1.5. Heterogeneidad en la germinacion

Se ha observado que existe una gran heterogeneidad en la velocidad de germinacién entre
esporos individuales procedentes de una misma poblacién y la cantidad de receptores de la
germinacién presentes en cada esporo. Los esporos que responden mds lentamente o no responden
a los germinantes nutritivos o quimicos, se les llama esporos superlatentes. Ademas, se ha observado
que los esporos superlatentes de Bacillus poseen una mayor resistencia térmica que los esporos
latentes y un menor contenido de agua en el protoplasto (Ghosh y Setlow, 2009; Setlow, Liu y Faeder,
2012). Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, la presencia de esporos superlatentes
complica de forma notable la prediccién de los tratamientos necesarios. Se generan desconfianzas en
la efectividad de los tratamientos de esterilizacién, puesto que estos esporos pueden permanecer en
estado ametabdlico y, por tanto, indetectable, durante largos periodos de tiempo y después germinar

y proliferar, causando el deterioro de los alimentos o incluso toxiinfecciones alimentarias.

Algunos autores han propuesto también la existencia de una superlatencia transitoria, que
desapareceria durante el almacenamiento a 4°C, es decir, que algunos esporos superlatentes
mostrarian mayor capacidad para germinar tras un tiempo de almacenamiento (Ghosh y Setlow,
2010). En cualquier caso, todavia se desconocen las causas moleculares por las cuales los esporos
superlatentes responden peor a los estimulos de germinacién. Inicialmente se atribuyé la existencia
de esporos superlatentes a nutrientes a las variaciones estocasticas en el nimero de receptores de
germinacién entre los esporos (Ghosh y Setlow, 2009), pero estudios posteriores demostraron que

esta no es la Unica causa (Zhang y Mathys 2019).

La composicidn y caracteristicas fisico-quimicas de las matrices donde se encuentran los
esporos puede afectar su capacidad de germinacion y la proporcion de esporos superlatentes. Se ha
demostrado que la refrigeracidn, el pH y la baja actividad de agua (aw) fuera del rango de los valores
Optimos inhibe o retrasa la germinacién y/o crecimiento, ademas de alterar la proporcidn de esporos
superlatentes (Freire, Conddn y Gayan, 2024). Luego estos factores son cruciales para la conservacion
de los alimentos ya que pueden actuar como barreras frente al desarrollo de los esporos. Los

alimentos son generalmente ricos en nutrientes y se ha observado que esporos de B. cereus germinan
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menos eficientemente en medios ricos en comparacidon con nutrientes especificos, probablemente

debido a la sobreestimulacion simultanea de varios receptores de germinacidn (Zhang et al, 2010).

La temperatura de esporulacién también se ha visto que afecta en gran medida a la dinamica
de germinacidn de los esporos de B. subtilis. Esporos obtenidos a temperaturas inferiores y superiores
a las 6ptimas presentan una cinética de germinacién diferente, tanto en presencia de un medio rico
en nutrientes como germinantes nutritivos (Freire, Condén y Gayan, 2024). Desde el punto de vista
de la seguridad alimentaria, laimportancia de este fenémeno radica en que los esporos contaminantes
de los alimentos proceden de origenes muy diversos (suelo, instalaciones industriales, sistema

gastrointestinal) donde han podido esporular bajo condiciones no dptimas.

Aunque durante afos se ha estudiado el proceso de germinacién en si y el impacto de las
condiciones de esporulacién y germinacidon en la respuesta de los esporos, los mecanismos se
desconocen. Ademas, estos estudios se han llevado a cabo en una serie de organismos modelo de
laboratorio, en particular con cepas de B. subtilis y B. cereus, cuyo comportamiento no representa al
de los esporos aislados de los alimentos. Por otro lado, estos estudios se realizan en condiciones
ambientales ideales de laboratorio, por ejemplo, utilizando nutrientes especificos como L-alanina o
AGFK que raramente se encuentran en los alimentos, o estudian el efecto de un factor ambiental de
esporulacidn o germinacién manteniendo el resto de factores en condiciones idéneas, lo que no

reproduce lo que ocurre en la conservacion de los alimentos.

Por lo tanto, existe una necesidad cada vez mayor de comprender y predecir qué proporcion
de esporos puede sobrevivir a ciertos métodos de inactivacion y si posteriormente pueden germinar,
amenazando en Ultima instancia a la calidad y seguridad de los alimentos, asi como qué proporcién
de esporos puede germinar y a qué velocidad frente a ciertos estimulos para desarrollar métodos de
germinacién-inactivaciéon efectivos. Todo ello debe tener en cuenta las condiciones ambientales de
esporulacidon y germinacién. Ademas, se requieren mas estudios para identificar qué componentes del
esporo y cuales de los genes que los controlar intervienen en la heterogeneidad de la germinacion,
tanto la intrinseca como la derivada de las diferentes condiciones ambientales de germinacion e
inactivacion. También se debe estudiar el papel de los receptores de la germinacién y otros
componentes celulares relevantes en la germinacion y el crecimiento en diferentes cepas, asi como

en diferentes alimentos (Wells-Bennik, 2016).
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1.6. Estudio de la fisiologia de los esporos bacterianos mediante mutantes “knock-out”.

La cantidad de genes y genomas bacterianos secuenciados estd aumentando rapidamente
debido a las nuevas tecnologias de secuenciacién y a las iniciativas de microbioma y metagendmica.
Sin embargo, incluso en las bacterias mejor estudiadas, E. coliy B. subtilis, mas del 30% de los genes
tienen una funcién desconocida o estan insuficientemente caracterizados. Este déficit limita tanto la
anotaciéon de genes mediante gendmica comparada como la capacidad de aprovechar la informacion
gendmica para comprender y manipular el comportamiento de las bacterias. B. subtilis es
especialmente relevante en este contexto como organismo modelo clave entre las bacterias Gram-
positivas. Ofrece una variedad de herramientas poderosas en los campos de la genética, biologia
molecular y celular y genética, y es capaz de realizar procesos de diferenciacion celular como la

morfogénesis de biopeliculas, la competencia y la esporulacién.

Los fenotipos son clave para caracterizar la funcidn genética y generalmente se identifican
estudiando la respuesta de un mutante “knock-out” al estrés ambiental. En la era de la gendmica, se
utilizan ampliamente dos enfoques para identificar los genes involucrados en los fenotipos de una
manera de alto rendimiento: el cribado de una libreria de mutantes generada aleatoriamente por
medio de un transposdn o la caracterizacion de una libreria comercial de delecidn ordenada (Koo et

al, 2017).

Koo et al. (2017) han desarrollado dos librerias de mutantes “knock-out" mediante la delecién
de genes no esenciales, comprendiendo un total de 3.968 y 3.970 genes, respectivamente. Estas
librerias han permitido actualizar el conjunto de genes esenciales conocidos para este organismo,
proporcionando un compendio completo de genes auxotréficos de B. subtilis e identificando genes
necesarios para utilizar fuentes especificas de carbono y nitrégeno, asi como aquellos necesarios para
el crecimiento a baja temperatura. Ademas, se han identificado enzimas que catalizan varios pasos

esenciales en la biosintesis de aminoacidos.

Sayer, Barat y Pophan (2019) identificaron nuevos genes implicados en la germinacién de los
esporos mediante secuenciacién de transposones (Tn-segporque). Asi, seleccionaron genes que
codificaban proteinas de la membrana interna de los esporos y estudiaron la germinacion en respuesta
a L-valina de cada mutante. Como resultado, observaron que 14 cepas mutadas tenian un defecto en
la fase | de la germinacidn correlacionado con diferentes niveles del receptor GerA. Este trabajo es el
unico donde se han estudiado los genes implicados en la germinacién en presencia de un nutriente y

gue pone de manifiesto la participacién de muchos mas genes de los conocidos hasta la fecha.
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Por tanto, es necesario ampliar el estudio a otros germinantes que actUan por distintos
mecanismos, asi como investigar el efecto de las condiciones ambientales en la esporulacién y

germinacion.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La sociedad humana demanda cada vez mas a la industria alimentaria la produccién de
alimentos seguros, inocuos y estables. Ademads, debido a la globalizacidon del mercado se exigen
productos con una vida util mucho mas prolongada. Para conseguir este objetivo es necesario
garantizar el control de microorganismos patdgenos y alterantes, siendo las bacterias esporuladas uno
de los principales problemas en la industria alimentaria, debido a su alta resistencia a tratamientos
térmicos moderados y su capacidad de germinacion durante el almacenamiento. Como consecuencia,
causan alteraciones alimentarias, pérdidas econdmicas e incluso, algunas especies patégenas de

Bacillus y Clostridium, toxiinfecciones alimentarias.

Aunque los tratamientos térmicos de esterilizacién puedan asegurar la inocuidad de los
alimentos, paralelamente causan la pérdida de las caracteristicas organolépticas y nutricionales de
algunos alimentos. Para controlar los esporos en productos que no pueden ser sometidos a
tratamientos térmicos intensos sin comprometer su calidad, se deben emplear combinaciones de
obstaculos como refrigeracion, acidificacidn, baja actividad del agua y/o adicion de compuestos
antimicrobianos (Freire, Conddn y Gaydan, 2024). La dificultad en el control y el desarrollo de métodos
efectivos para su germinacidn-inactivacidn radica en la gran variabilidad del comportamiento de los
esporos entre diferentes especies y cepas, e incluso entre individuos de una misma poblacién. Aunque
se conocen qué cambios de las condiciones de esporulacion modifican tanto la resistencia al calor
como la capacidad de germinacién, asi como el efecto de las condiciones ambientales durante la
germinacion en la cinética del proceso, las causas y los factores moleculares implicados apenas han

sido estudiados.

El principal objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es identificar nuevos genes de las
bacterias esporuladas que estén implicados en el proceso de germinacidn. Para ello, se ha trabajado
con una coleccién de mutantes “knock-out” de B. subtilis como organismo modelo (Koo et al., 2017).

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

1. Cribado de mutantes “knock-out” que presenten diferencias en la cinética de germinacion

con respecto a la cepa parental en presencia de diferentes germinantes nutritivos y quimicos.

2. Confirmacidn de las diferencias fenotipicas de los mutantes seleccionados con respecto a

la cepa parental.
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3. Verificacion de la ausencia de los genes presuntamente ausentes en los mutantes

seleccionados.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Microorganismos y cultivo

En este trabajo se ha utilizado la cepa de B. subtilis 168 como cepa parental o “Wild Type”
(WT) y una coleccion de mutantes “knock-out” obtenidos a partir de la sustitucion de cada uno de los
genes no esenciales de dicha cepa parental por un gen de resistencia a la eritromicina y lincomicina
(Koo, 2017). En total, se utilizaron 119 mutantes seleccionados al azar. Todos los microorganismos se

conservaron a una temperatura de -80°C en glicerol 25%.

Para la obtencién de los esporos de cada una de las cepas, se revitalizaron las células en un
tubo de ensayo que contenia caldo nutritivo (Oxoid, Madrid, Espafia) enriquecido con un 0,6% (p/v)
de extracto seco de levadura (CNEL) (Oxoid) y una concentracion de 1,0 pg/ml y 12,5 pg/ml de
eritromicina y lincomicina respectivamente, para evitar el crecimiento de otros microorganismos
contaminantes. Estos tubos se incubaron en estufa de aire forzado (PSELECTA, Barcelona, Espafia) a

37 °C durante 24 horas con una agitacion de 130 rpm (Unimax 2010, Heidolph, Acwabach, Alemania).

3.2. Esporulacién

Las suspensiones de esporos que se han estudiado a lo largo de este trabajo se habian

obtenido previamente en el grupo de investigacion A03_20.

Para obtener dichas suspensiones, se utilizd medio solido de esporulacién Zeu enriquecido
con MnSO, CaCl, y MgCl,. Cuando se esporuld, se sembraron 2 placas por cada una de las cepas
mutantes y 4 placas para la cepa parental. Cada placa se sembré con 100 pl del cultivo liquido y se
llevaron a incubar a 37 °C. El ritmo de esporulacién se evalué mediante un recuento microscépico y
también por recuento en placa tras aplicar a la muestra un tratamiento de pasteurizacién. Una vez
optimizadas las condiciones de cultivo (medio Zeu sélido durante 72 horas de incubacion), se
realizaron tres lotes de esporulacidn en semanas distintas, en los que se incluian entre 20 y 40
mutantes, siempre junto con la cepa parental. Tras transcurrir el tiempo de esporulacion, se
recogieron los esporos generados en las placas. Para ello, se eché 2 ml de agua destilada en cada placa
y se rasco con un asa de Drigalsky, se recogié todo el liquido de la placa y se llevé a un Eppendorf,
obteniéndose asi un Eppendorf por placa. Los esporos de cada Eppendorf se lavaron mediante tres

centrifugaciones a 14200 rcf durante 10 minutos (MiniSpinPlus, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y
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resuspendiéndolos en agua destilada. Tras este lavado, mas del 95% de las células observadas con el

microscopio eran esporos. Las suspensiones se conservaron en congelacién a -30 °C hasta su uso.

3.3. Cinética de germinacion

La cinética de germinacion de los esporos se evalud en presencia de caldo nutritivo 50 g/L con
extracto de levadura al 0,6 % suplementado con ampicilina 100 pg/mL (CNEL) y las soluciones de L-
alanina 0,1 My la mezcla AGFK, formada por L-asparagina 0,1 M, D-glucosa 0,1 M, D-fructosa 0,1 My
KCl 0,1 M (Sigma Aldrich, Misuri, Estados Unidos), como germinantes nutritivos. Por otro lado, se

empleé el dipicolinato de calcio (CaDPA) como agente quimico.

Todos los nutrientes se disolvieron en agua destilada mientras que el CaDPA se prepard
disolviendo por un lado &cido dipicolinico (0,05 M) en HEPES 0,054 M (Acido 4-(2-hidroxietil)
piperazin-1-iletanosulfénico) pH 7 vy, por otro lado, CaCl, 0,05 M en agua destilada. Todas las

disoluciones se esterilizaron por filtracion.

Los esporos se ajustaron a densidad éptica 1 realizando para ello diluciones seriadas y

midiendo la absorbancia de cada suspension en un lector de placas (TECAN, GENIOS, Berna, Suiza).

3.3.1. Cinética de germinacion mediante espectrofotometria

Partiendo de las suspensiones de esporos de todos los mutantes junto con la cepa parental
ajustadas a densidad dptica 1, se cribaron los mutantes para seleccionar aquellos que presentaran
diferencias significativas en su cinética de germinacién con respecto a la cepa parental. Para ello, se
depositaron 75 pl en placas multipocillo de 96 pocillos junto con 60 pl de HEPES 0,1 M pH de 7 y 15 pl
en el caso de L-alanina y AGFK. En presencia de CNEL, se afiadieron 75 ul de germinante y en el caso

de CaDPA, se usaron 60 ul de acido dipicolinico disuelto en HEPES 0,1 M y 15 pl de CaCl; 0,1 M.

La cinética de germinacidn se realizd en un lector de placas (CLARIOstar plus BMG labtech,
Madrid, Espafia), ajustado para realizar medidas de absorbancia a 600 nm cada 3 minutos durante 4
horas, a 37 °C, previa agitacion. Este equipo consiste en un espectrofotdmetro que permite medir la
caida de absorbancia de los esporos al detectar la pérdida de refringencia que ocurre durante el

proceso de germinacion.

Como resultado, con los valores de absorbancia obtenidos a lo largo del tiempo se calculd el
porcentaje de caida de absorbancia con respecto al valor de absorbancia registrado a tiempo inicial

(to) de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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% caida Abs = x 100

Abs t,

Ecuacidn 1: Célculo del porcentaje de caida de absorbancia.

3.3.2. Cinética de germinacion mediante recuento en placa

Una vez realizada la criba de los mutantes, se utilizd un método que permitié confirmar la

cinética de germinacidn con una mayor fiabilidad de los resultados y mayor tiempo de germinacion.

En este caso, se estudio la cinética de germinacion de los mutantes seleccionados con AGFK y
CaDPA en tubos de ensayo, manteniendo las mismas concentraciones de germinantes y proporcion
de esporos que en la germinacidon mediante espectrofotometria. Los tubos se incubaron a 37 °C, con
130 rpm de agitacién durante 24 horas, tomando una muestra de la suspensién en germinacién cada
2 horas hasta las 12 horas y cada 3 horas hasta las 24 horas. Las muestras de cada tiempo se sembraron
antes y después de pasteurizar a 70 °C durante 10 minutos (Incubador FX, Zeulab, Zaragoza, Espafia)
en ANEL (Agar Nutritivo con Extracto de Levadura 0,6 %) por homogeneizacidn en masa para evaluar
la magnitud de la germinacién. Una vez incubadas las placas a 37 °C durante 24 horas, se realizé el
recuento de supervivientes en un contador automatico de colonias (Protos, Analytical Measuring
Systems, Cambridge, Reino Unido), adaptado para el recuento de placas densamente pobladas

(Condodn et al., 1996).

De esta forma, a partir de los recuentos, se calculd el porcentaje de germinacion segun la
siguiente ecuacion, donde UFC/ml AP y UFC/mI DP se corresponde con los recuentos antes y después

del tratamiento térmico, respectivamente.

UFC/ml DP

o e _
Ecuacidn 2: % Germinaciéon = 100 (UFC/mlAP

100)

3.4. Modelizacion matematica

Los datos de germinacién obtenidos tanto mediante espectrofotometria como por recuento
en placa se representaron frente al tiempo mediante el software GraphPad PRISM8 ® (GraphPad
Software, California, EE. UU.). Las cinéticas de germinacidn se ajustaron al modelo “Plateau followed
by one phase decay” representado en la Figura 3 y descrito por la Ecuacion 3. En este modelo, los
parametros mas relevantes para comparar las cinéticas de germinacidén son: Xo, que representa la

duracién del hombro antes de la caida exponencial; Plateau, que refleja el porcentaje de esporos
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germinados o la eficiencia de germinacién al final de la curva; y K, que es la constante de velocidad de

la germinacién en la caida exponencial.

YO0+

Span

Plateau-

X0

Time

Figura 3: Representacion grafica de la ecuacién “Plateau followed by one phase decay” dénde:
Xo es el momento en el que comienza la fase de caida y representa el hombro de cada mutante; Yoes
el valor promedio de Y hasta el tiempo Xo; el Plateau es el valor promedio de Y hasta el tiempo Xg; K
es la constante de velocidad que representa la pendiente de la curva y Span representa la eficiencia

de germinacién de cada mutante.
Ecuacion 3: Y = IF x(X, < X, Y,, Plateau + (Y, — Plateau) "KxX=%Xo))

3.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de las cinéticas de germinacion se ha llevado a cabo en el software
GraphPad PRISM8 ® comparando los valores de los parametros hombro (Xo), plateau y pendiente (K)
de cada mutante con respecto a la cepa parental. Para ello, se aplicé el test ANOVA y se consideraron

las diferencias estadisticamente significativas para un p-valor < 0,05.

3.6. Verificacion de la ausencia del gen en los mutantes seleccionados

Para comprobar si los mutantes seleccionados estaban correctamente construidos y el gen
delecionado habia sido sustituido por el cassette de resistencia a eritromicina se realizé una PCR de
cuatro mutantes (Applied Biosystems, California, EE. UU.). De esta forma, se amplifico la regién del
gen diana de cada mutante junto a la cepa parental a partir de una colonia, empleando los cebadores
indicados en la Tabla 1, el mix NZYTaq |l 2 x Green Master Mix, que contine la enzima polimerasa y los

desoxiribonucledtidos (ANTPs), en un volumen final de 20 pL.
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Siguiendo el protocolo indicado por el fabricante, se desnaturalizé el ADN a 95 °C durante 3
minutos para separar la doble hélice del ADN. Posteriormente, se hicieron un total de 35 ciclos donde
se produjo la desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, el anillamiento dependiendo de la
temperatura de los cebadores (indicados en la Tabla 1) durante 30 segundos y la extensién a 72 °C
durante 30 segundos, de acuerdo a la longitud del fragmento amplificado. Finalmente se produjo la

fase de extension a 72 °C durante 10 minutos.

Tabla 1: Secuencias de los cebadores disefiados para verificar los mutantes seleccionados,

junto con sus correspondientes temperaturas de melting (Tm) y longitud del fragmento amplificado.

Longitud
Mutante Nombre cebador Secuencia cebador (5" = 3’) Tm (°C)
amplificada (pb)

OF_spoVT CGGGCAGAAGCTGTTTGAGC

37 56,5 1010
OR_spoVT CAATACGGTTCACGTATTACCGC
OF_gerD GTGATAAGCGCCCCGACAGCT

38 59,6 753
OR_gerD GGATTCCAGATCCCGGCTTTC
OF_yhdK CGGTGTCAATGTATACGGTTCG

102 56,6 507
OR_yhdK CAGCGTAAAGACGCACATCGA
OF_oppB GATGAAATGCCGGTTGCCCC

117 58 1211
OR_oppB GATGAAATGCCGGTTGCCCC

El resultado de PCR se reveld a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se incluyd
un control negativo sin ADN y los productos de PCR obtenidos a partir de dos colonias de mutantes y
dos colonias de la cepa WT, junto con un marcador de ADN (“DNA Ladder”) para comprar el tamafio
de los fragmentos amplificados. El gel se dejoé correr a voltaje constante de 110 V durante 25 minutos

(Bio-Rad, California, EE.UU.) y se revelé mediante la sonda fluorescente SYBR Safe® (Invitrogen).
4.RESULTADOS
4.1. Cribado de mutantes

En primer lugar, se realizé un cribado de 119 mutantes estudiando la cinética de germinacién

mediante espectrofotometria para seleccionar aquellos que presentaban diferencias significativas en

comparacion con la cepa WT.

Como se ha mencionado anteriormente, la germinacién de los esporos implica la pérdida de

la refringencia y, por consiguiente, la disminucién de absorbancia de la suspensién. De esta forma, se
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puede considerar que el porcentaje de caida de absorbancia se correlaciona con la proporcién de
esporos que han germinado. En este experimento, se determind la capacidad de germinacion de cada

mutante y la cepa parental en presencia de CNEL, L-alanina, AGFK y CaDPA.

De acuerdo con las cinéticas obtenidas para los cuatro germinantes y a partir de la variabilidad
observada se escogieron aquellos cuya pendiente (valor K) y/o eficiencia de germinacién al final del
ensayo (plateau) variara al menos el 35% con respecto a la cepa parental. Asi, los mutantes que se
seleccionaron fueron el numero 2, 21, 37, 38,69, 94, 102 y 117. Las cinéticas de germinacién, asi como
los valores de los pardmetros obtenidos tras la modelizacién, se muestran en la Figura 4 y Tabla 2. Los

resultados del resto de mutantes analizados se encuentran en el apartado Anexos.
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Figura 4: Curvas de germinacion de la cepa parental y los mutantes seleccionados con CNEL
(4A), L-alanina (4B), AGFK (4C) y CaDPA (4D): WT (e), 2 (=),21( ),37(V),38(#), 69 (e), 94 (m), 102
(4),117 (V).

Tabla 2: Pardmetros cinéticos (Xo, Plateau, K) de germinacion obtenidos tras la modelizacién
de las curvas de germinacion de la cepa parental y los mutantes seleccionados con CNEL, L-ala, AGFK

y CaDPA (Figura 4)
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CNEL WT 2 21 37 38 69 94 102 117
Xo 0 0 5,96 5,30 0 10,61 10,86 571 5,02
Plateau 62,96 69,27 74,12 86,49 80,28 64,95 6858 97,94 76,46

K 0,04 0,01 0,07 0,01 0,01 0,07 0,06 2,48 0,08
L-ala WT 2 21 37 38 69 94 102 117
Xo 6 0 3,21 1,60 0,23 48 3 992,3 0

Plateau 57,91 61,74 70,12 45,87 68,46 47,64 43,69 98,95 32,27

K 0,09 0,03 0,11 1,82 0,01 0,77 0,11 0,0003 0,40
AGFK WT 2 21 37 38 69 94 102 117
Xo 18,22 24,36 7,968 3 0 0 0 228,3 0

Plateau = 65,58 85,94 64,85 50,4 85,57 73,34 49,84 295,3 35,02

K 0,04 0,02 0,04 0,53 0,02 0,62 0,21 18,23 0,11
CaDPA WT 2 21 37 38 69 94 102 117
Xo 16,44 13,56 4,703 0 9,674 16025 @ 8,213 3 289,8

Plateau 60,42 59,96 62,28 92,5 57,39 100,4 52,2 97,55 93,92
K 0,05 0,01 0,07 0,05 0,02 0,005 0,06 0,006 0,06

En presencia de CNEL, cabe destacar que la eficiencia de germinacion fue menor en todos los
mutantes seleccionados con respecto a la cepa WT, siendo esta diferencia mds notable en el mutante

102 que no mostré respuesta alguna.

Si analizamos la germinacién en presencia de L-alanina, se pueden agrupar los mutantes en
cuatro grupos. El primero incluye al mutante 102 que no respondid a la germinacién con este
germinante. El segundo grupo comprende los mutantes 2, 21 y 38, que presentaron un
comportamiento similar a la cepa parental, con una eficiencia y velocidad ligeramente menor. En el
tercer grupo se encuentran los mutantes 37, 69 y 94, los cuales presentan una eficiencia de
germinacioén superior a la cepa WT, alcanzando una caida de absorbancia del 55%. Ademas, también
presentaron una velocidad de germinacién mayor con valores de la pendiente K superiores a la cepa
parental (Tabla 2). Por ultimo, el mutante 117 destacé por tener la eficiencia de germinacion mas

elevada, mostrando una caida superior a la sensibilidad de la técnica (> 40%). En cuanto a la velocidad
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de germinacién, en el mutante 37 se aprecié una K mas pronunciada, lo que indica una velocidad de

germinacién mayor a la de los otros mutantes estudiados y la cepa parental.

Por lo que respecta a la germinacidn en presencia de la mezcla de AGFK, se distinguieron seis
comportamientos diferentes. Este nutriente tampoco indujo la germinacién del mutante 102. Los
mutantes 2 y 38 presentaron menor eficiencia de germinacién, aproximadamente un 15% de caida de
absorbancia frente al 40% de caida de la cepa WT, mientras que el mutante 69, teniendo una eficiencia
también menor (caida de la absorbancia del 23%), la velocidad fue mucho mayor ya que la germinacién
se indujo practicamente al inicio, tal y como se reflejo en el valor de la pendiente K. El mutante 21
mostré una eficiencia de germinaciéon muy parecida a la cepa parental. Por otro lado, los mutantes 37
y 94 presentaron una eficiencia de germinacion mayor al alcanzar una caida de hasta el 50%. El
mutante 117 mostro la eficiencia de germinacidn mas alta alcanzando una caida del 65%. En cuanto a
la velocidad de germinacion, el mutante 117 en comparacién con la cepa WT presentd una mayor

velocidad de germinacion destacando entre los demds mutantes.

En el caso del agente quimico CaDPA, cabe destacar la escasa respuesta que presentaron los
mutantes 37, 69, 102 y 117, siendo remarcable la menor velocidad de los mutantes 69 y 102 con
respecto a la cepa parental. Por otro lado, la eficiencia y velocidad de los mutantes 2, 21 y 38 fue muy
parecida a la de la cepa WT. Por ultimo, el mutante 94 destacé por una mayor velocidad y eficiencia

de germinacion, alcanzandose una caida del 55%.

4.2. Optimizacion de la cinética de germinacion mediante recuento en placa

Una vez realizada la criba de los mutantes mediante espectrofotometria, se optimizoé la
germinacion de las suspensiones a lo largo del tiempo por siembra antes y después de un tratamiento
de pasteurizacién. De esta forma, de acuerdo con lo mencionado anteriormente, los esporos
bacterianos son capaces de sobrevivir a tratamientos de pasteurizacién moderados. Sin embargo, este
tratamiento inactiva las células vegetativas presentes en la muestra. Por tanto, los ciclos de
inactivaciéon de la poblacién inicial de esporos se pueden correlacionar con el porcentaje de
germinacion durante la exposiciéon a un germinante, con una mayor fiabilidad y precision que por
espectrofotometria (Trunet et al., 2017). Para ello, se optimizod este experimento con la cepa parental

de B. subtilis en presencia del germinante nutritivo AGFK (Figura 5).
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Figura 5: Cinética de germinacién de la cepa parental en presencia de AGFK. Se muestran los

datos correspondientes a 3 réplicas bioldgicas junto con su desviacion estandar.

Como muestra la Figura 5, durante las primeras casi dos horas se induce la germinacion
rapidamente de un 63% aproximadamente de la poblacion original. Sin embargo, la velocidad se
ralentiza hasta las 8 horas, durante las cuales los recuentos se mantienen constantes. En este punto,
es importante destacar que la germinacién de la poblacién de esporos se reduce hasta casi un ciclo
logaritmico, que contintda germinando hasta llegar incluso a 3 ciclos logaritmicos pasadas las 20 horas.
En este punto de la cinética de germinacion, practicamente la totalidad de la poblacion ha germinado
(99,9%). Finalmente, se observa una disminucion en la velocidad de germinacién, generandose una
cola desde las 20 horas hasta las 36 horas durante la cual la poblacién se mantiene constante. La
poblacién de esporos en esta cola probablemente se deba a la presencia de esporos superlatentes,

incapaces de responder al AGFK.

Por tanto, las curvas de espectrofotometria utilizadas para el cribado de los mutantes con
diferente patrdon de germinacién solo permitian evaluar diferencias en la primera fase de germinacion
mas rapida. Por ello, se optd por definir el experimento hasta las 24 horas, al permitir evaluar las dos
fases de germinacion de los esporos y ser el punto en el que se obtenia el mayor porcentaje de
germinacion.

4.3. Confirmacidn de los cambios en la cinética de germinacién de los mutantes seleccionados
mediante recuento en placa.

Una vez optimizada la técnica de determinacién de la eficiencia de germinacién por recuento
en placa, se decidié utilizar esta técnica para confirmar los cambios de germinacion de los mutantes

seleccionados con respecto a la cepa parental en presencia de AGFK y CaDPA, como representes de
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un agente nutritivo y otro quimico, respectivamente. Se utilizé6 como nutriente el AGFK porque en
comparaciéon con CNEL y L-alanina, se obtuvieron mayores diferencias y mas claras en el
comportamiento de los esporos mutantes en presencia de AGFK. En la Figura 6 aparecen las curvas de
germinacién en AGFK de los mutantes preseleccionados (2, 21, 37, 38, 69, 94, 102 y 117) y la cepa
parental, y en la Tabla 3 los parametros cinéticos obtenidos tras la modelizacién. A pesar que el CaDPA
inducia la germinacién en las curvas de germinacidon determinadas por espectrofotometria, no
conseguimos que este compuesto funcionara en los experimentos realizados por recuento en placa

(datos no mostrados), por causas desconocidas.

Tiempo (horas)

Figura 6: Curva de germinacion de la cepa parental y los mutante seleccionados con AGFK: WT

(e),2(=),21( ),37(V),38(#),69 (e),94 (=), 102 (A), 117 (V).

Tabla 3: Pardmetros cinéticos (Xo, Plateau, K) de germinacion obtenidos tras la modelizacidon

de las curvas de germinacién de la cepa parental y los mutantes seleccionados con AGFK (Figura 6).

AGFK wr 2 21 37 38 69 94 102 117
Xo 4,94 9,79 4,18 10 9,75 0 5,64 0,11 5,61
Plateau -638 -2555 -507 -091 -199 -462 -340 -338 -3,14
K 0,04 0,22 0,04 26,98 0,39 0,07 0,23 0,16 0,3

Como se puede observar en la Figura 6, en presencia de AGFK, el mutante 37 presentd una
eficiencia de germinacién menor que la cepa parental, y hasta las 12 horas no se inicié la germinacion.
Estos datos no concuerdan con lo observado en la Figura 4C, puesto que en la cinética por
espectrofotometria se aprecié una caida rapida de la absorbancia en los primeros 15 minutos de hasta
el 50%. Estas diferencias podrian deberse a la agregacion y precipitacién de los esporos en las placas

de lectura de absorbancia, donde los esporos se encontraban a mayor concentracién. La ausencia de
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algunos genes que modulan la estructura y composicion de las capas mas externas pueden contribuir
a este fendmeno. Esto también podria explicar la rapida caida de la absorbancia en L-alanina, aunque

no se vio en CNEL y CaDPA (Figura 4).

Los mutantes 2 y 38 presentaron una eficacia de germinacién menor en comparacion con la
cepa parental. Se observa que hasta las 12 horas no comenzaron a germinar, pero a partir de este
momento se detectd una rapida caida de los recuentos con una diferencia de dos ciclos logaritmicos
entre las 12 y las 15 horas y manteniéndose estable hasta las 24 horas. Sin embargo, los valores K de
sus pendientes fueron superiores al de la cepa WT (Tabla 3). Mientras que la reduccidn en la eficiencia
de germinacién en los mutantes 2 y 38 coincidia con lo observado por espectrofotometria, los cambios
en la velocidad de germinacién difieren entre los dos métodos (Tabla 2 y 3). En las curvas de
germinacién obtenidas por espectrofotometria, la velocidad de caida de la absorbancia en los
primeros 30 minutos fue inferior que en la de la cepa parental, la cual se prolongaba hasta los 60
minutos (Figura 4, Tabla 2). El porcentaje de reduccion de absorbancia en los mutante 2 y 38 fue muy
bajo, aproximadamente un 15%. Esta variacion tan pequefia es imposible de detectar por recuento en
placa. En las curvas de germinacidon por recuento en placa, la concentracion de esporos de los
mutantes empezd a decrecer a partir de las 12 horas a una mayor velocidad que en la cepa parental.
Este cambio no se pudo observar en las curvas de germinacién por espectrofotometria, que solo

duraron 4 horas.

El mutante 21 presentd un comportamiento muy similar al de la cepa WT (Figura 6, Tabla 3).
Este mutante fue seleccionado por su menor longitud de hombro (Xo) en comparacion con la cepa
parental en los primeros 20 minutos (Figura 4, Tabla 2), lo que no se pudo evaluar en la curva por
recuento en placa ya que el primer recuento se hizo a la hora (Figura 6). Se necesita confirmar que
este hecho es cierto punteando mejor las primeras etapas de la curva germinacién por recuento en

placa.

El resto de los mutantes estudiados presentaron una eficiencia de germinacidon mayor que la
cepa parental (Figura 6, Tabla 3). Cabe destacar que el mutante 69 fue preseleccionado a través de las
curvas de espectrofotometria por su menor Xo y mayor K en comparacién con la WT, a pesar de que
mostraba una eficiencia de germinacién similar (Figura 4, Tabla 2). En las curvas elaboradas por
recuento en placa, el mutante 69 no solo presentaba mayor velocidad de germinacidn que la cepa
parental, si no también mayor eficiencia, alcanzando casi 4 ciclos logaritmicos de germinacion (Figura
6, Tabla 3). Por otro lado, el mutante 102 que por espectrofotometria no mostré signos de
germinacion en 4 horas (Figura 4, Tabla 2), en la cinética por recuento en placa presenté una velocidad

de germinacién mayor que la cepa parental (Figura 6, Tabla 3), alcanzando aproximadamente 1,5
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ciclos de germinacién a las 4 horas. Esto podria deberse a la diferente metodologia empleada. Los
ensayos por espectrofotometria se realizaban en placas multipocillo que se incubaban y se agitaban
de forma discontinua en el lector de placas, mientras que los experimentos por recuento en placa se

realizaban en tubos de ensayo que se incubaban en una estufa con una agitacidn continua diferente.

4.4. Identificacion de la funcidn de los genes eliminados en los mutantes seleccionados

Una vez realizado el analisis de las cinéticas de germinacion de los mutantes, se estudid cudles

eran los genes implicados en el comportamiento de cada mutante.

Los mutante 2 y 94 carecian del gen yxIH y ydeG respectivamente, que codifican un
transportador MFS “major facilitator superfamily“ (MFS). Los transportadores MFS son responsables
de transportar un amplio espectro de sustratos, ya sea hacia el interior o hacia el exterior de la célula
utilizando la energia almacenada en los gradientes electroquimicos (Drew et al, 2021). El mutante 2
mostré una eficiencia de germinacién y/o velocidad de germinacién menor en comparacion a la cepa
parental en presencia de CNEL y AGFK, por lo que la ausencia de ese transportador podria contribuir
en la entrada de los nutrientes que desencadenan la germinacién. Sin embargo, aunque en el mutante
94 se haya delecionado otra proteina de las mismas caracteristicas, éste presentaba un
comportamiento totalmente diferente al mutante 2, puesto que en AGFK asi como en L-alanina y
CaDPA poseia una mayor eficiencia y/o velocidad de germinacion en comparacion con la cepa

parental. Por tanto, es posible que yx/H y ydeG realicen funciones muy distintas en el esporo.

En el mutante 21 se ha delecionado el gen yclP, que codifica una proteina transportadora ABC
de uniéon a ATP (“ATP-binding cassette” por sus siglas en inglés). Estos transportadores son un grupo
de proteinas transportadoras de membrana que absorben numerosos nutrientes, precursores
biosintéticos, oligoelementos y vitaminas, y secretan lipidos, esteroles y una amplia variedad de
metabolitos primarios y secundarios. Se han hallado centenares de genes que codifican
transportadores ABC esenciales para multitud de funciones celulares (Locher, 2009). El mutante 21
fue seleccionado principalmente por su menor longitud del hombro en presencia de nutrientes y
CaDPA en comparacion con la cepa WT a partir de las curvas de absorbancia (Figura 4, Tabla 2), aunque
como se ha mencionado antes, es necesario confirmar este hecho con una técnica alternativa. De ser
cierto, la ausencia de yclp podria favorecer la permeabilidad de estos germinantes hacia las capas mas
internas. Cabe destacar que la actividad de este transportador es dependiente de ATP, y por tanto es
probable que Yclp ejerza su funcidn durante el proceso de esporulacién, ya que los esporos son

metabdlicamente inertes.
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El mutante 37 carece del gen spoVT, que codifica un regulador transcripcional que modula la
expresion de varios genes implicados en la esporulaciéon. Ramirez-Peralta et al. (2012) describieron
gue una mutacién deletérea en spoVT en B. cereus resultaba en esporos con una germinacién
extremadamente deficiente en nutrientes, y que SpoVT actlia como un represor de la expresion de los
operones que codifican los receptores de la germinacidn. Estos resultados concuerdan con las curvas
de germinacion de las Figura 4 y Figura 6, donde la eficiencia de germinacién en CNEL y AGFK es muy
inferior a la de la cepa parental. Sorprendentemente, observamos que este mutante no respondia
bien al CaDPA, a pesar de que SpoVT es un represor negativo del operon spoVA (Ramirez-Peralta et
al., 2012), que codifica los canales de salida de DPA que estimula el CaDPA exdgeno (Setlow, Liu y
Faeder, 2012). Puede ser que la ausencia de SpoVT provoque otras modificaciones estructurales en el
esporo que los haga menos permeables al CaDPA, y por tanto respondan peor al mismo, aunque

posean mayor numero de canales SpoVA.

El mutante 38 carece del gen gerD. Este gen codifica una proteina que se asocia a los
receptores de germinacidn de la membrana interna, formando el germinosoma. Se cree que participa
en la transduccion de la sefial del inicio de germinacidén una vez que un nutriente se une a su receptor
especifico (Griffiths et al., 2011). Segun Pelczar et al (2007), los esporos de una cepa de B. subtilis con
una mutacién deletérea en el gen gerD presentaban defectos en la respuesta frente a los nutrientes
L-alanina y AGFK con respecto a la cepa parental, en distinto grado segun el nutriente. Los esporos
carentes de gerD germinaban con L-alanina, aunque a una velocidad menor que la cepa WT. Sin
embargo, mostraban igual velocidad, pero menor eficiencia de germinacién, en AGFK. Esto concuerda
con los datos obtenidos en la cinética por recuento en placa en AGFK, puesto que el mutante 38
presentaba una eficiencia de germinacidon menor que la cepa parental (Figura 6, Tabla 3). Ademas, en
presencia de L-alanina, el mutante 38 mostraba una caida de absorbancia a las 4 horas del 32%,

mientras que en la cepa parental fue del 43% (Figura 2).

El mutante 69 carece del gen ydal. B. subtilis contiene un operdn (ydzA-mntH) cuyos
productos participan en la produccidn de un exopolisacdrido, del cual se conoce poco. La eliminacion
del gen ydaJ en B. subitlis hace que las células se agreguen menos en la fase de crecimiento
exponencial y que las colonias tengan una morfologia diferente (Bedrunka y Graumann, 2016). En los
datos de la cinética por recuento en placa con AGFK y la cinética por espectrofotometria con L-alanina,
el mutante 69 presentaba una eficiencia de germinacién mayor que la cepa parental (Figura 4 y Figura
6), mientras que con CNEL y CaDPA, el mutante mostraba una eficiencia de germinacién menor que la
cepa WT. Estos resultados sugieren que la ausencia de ydaJ podria modificar selectivamente la

permeabilidad a distintos germinantes.
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El mutante 102, presenta la delecidn del gen yhdK, que codifica el factor anti-Sig M. El factor
SigM de B. subtilis controla la expresion de genes que tienen una funcidn extracitoplasmatica, como
el mantenimiento de la homeostasis de la pared celular en condiciones de estrés. La actividad de SigM
estd regulada por su factor anti-Sig YhdL y la proteina accesoria YhdK. En el mutante 102, la ausencia
del factor anti-sigma podria afectar negativamente a las estructuras externas del esporo, tal y como
ocurre en las células vegetativas (Zhao, Roistacher y Helmann, 2019). Esto podria explicar por qué el
mutante 102 no mostraba signos de germinacidn en las cinéticas mediante espectrofotometria en
presencia de ninguno de los germinantes estudiados (Figura 4). Sin embargo, en la cinética por
recuento en placa, la mezcla AGFK indujo la germinacién del mutante 102 con una eficacia de
germinacidon mayor que la cepa parental (Figura 6). Se necesitan realizar mas pruebas de germinacién
por recuento en placa para confirmar que este mutante germinaba de forma distinta a la cepa parental

en el resto de germinantes (CNEL, L-alanina y CaDPA).

El mutante 117 carece del gen oppB, que codifica la permeasa de oligopéptidos OppB. El
operdn opp de B. subtilis codifica cinco proteinas: oppA, oppB, oppC, oppD y oppF. OppB y oppC son
proteinas que atraviesan la membrana y crean poros transmembrana a través de los cuales se
importan los oligopéptidos. Las mutaciones en oppA, oppB, oppCy oppD bloquean completamente la
capacidad de captar oligopéptidos (Solomon et al, 2003). Hasta ahora no se ha relacionado la funcidn
de OppB u OppC con la germinacién de los esporos. Sin embargo, en este estudio se observa que en
presencia de L-alanina y AGFK el mutante 117 presentaba una eficacia de germinacién mucho mayor
gue la cepa parental (Figura 4 y Figura 6). En cambio, en CNEL presentaba un comportamiento similar

gue la cepa WT y en presencia de CaDPA no mostraba signos de germinacién (Figura 4).

En conclusién, segun estudios previos y en consonancia con los datos obtenidos en este
trabajo, la delecidn de los genes spoVT y gerD afecta negativamente a la germinacion con nutrientes
y/o CaDPA. Por otro lado, este estudio confirma que los genes yxIH, ydeG, ydal y oppB a pesar de que

inicialmente no tenian ninguna relacién con la germinacion, pueden modular también este proceso.
4.5. Confirmacion de la deleciéon del gen diana en los mutantes seleccionados

Para confirmar que los mutantes estudiados presentaban la insercidn correcta del cassette de
resistencia al antibiético de marcaje (erm), y por consiguiente, la ausencia del gen de interés, se realizé

una PCR de cuatro mutantes que presentaban las mayores diferencias de comportamientos de

germinacion diferentes entre si: spoVT, gerD, yhdK 'y oppB
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El tamafo del fragmento amplificado por PCR de cada gen en la cepa parental y en cada uno
de los mutantes varia debido a la diferencia de tamafio entre el gen delecionado y el cassette de
resistencia a eritromicina. Por tanto, comparando el tamafio del fragmento amplificado de la misma
region del genoma donde se localiza el gen de interés tanto en la cepa parental como en el mutante,

se puede determinar si el cassette de eritromicina se encuentra en la posicidn correcta.
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Figura 8: Imagen del gel de electroforesis realizado para revelar el resultado de la PCR y

comparar la longitud de los fragmentos amplificados.

Por un lado, en la Figura 8 se observa que en ningun control negativo se visualizd ninguna
banda en el gel, por lo que se confirma que no hubo presencia de material genético contaminante en

los productos de la amplificacién por PCR.

Teniendo en cuenta el disefio de los cebadores, la longitud del producto de PCR del gen spoVT
es de 1010 pb en la cepa parental, que concuerda con ambas bandas observadas en los carriles 3 y 4.
En cambio, la longitud del fragmento amplificado en el mutante spoVT::erm (carril 5) es de 1162 pb,
coincidente con la banda del marcador, confirmando que el mutante 37 esta correctamente
construido. El carril 6 del mutante 37 que se aprecia a la misma altura que las de la WT, puede deberse
a que la colonia del mutante que se picé como ADN molde no se correspondia con la cepa spoVT::erm,

ya que este ensayo se volvid a repetir obteniéndose el mismo resultado que en el carril 5.

En el caso de la amplificacion del gen gerD, se esperaba que el fragmento amplificado tuviera
un tamafio de 753 pb tal y como se observa en la Figura 8 (carriles 8 y 9). En cambio, el mismo
fragmento en el mutante 38 tendria un tamafo de 930 pb, lo que concuerda con ambas bandas del

gel de agarosa, confirmando que el mutante 38 estd bien construido.

La longitud del fragmento amplificado del gen yhdK en la cepa parental es de 507 pb, que

coincidid con las bandas observadas en el gel (carriles 14 y 15; Figura 8). Sin embargo, en el mutante
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yhdK::erm la longitud del fragmento amplificado esperado y observado en el gel fue de 951 pb,

confirmando que el mutante 102 estaba bien construido.

Por otro lado, la longitud del fragmento amplificado del gen oppB en el mutante 117 coincidié
con una de las bandas obtenidas en la cepa parental (carriles 21 y 22; Figura 8). A pesar de que la
longitud esperada en ambas cepas fue de 1211 pb y 1010 pb respectivamente, no coincidié con los
datos observados en el gel. Por lo tanto, en este caso no podemos confirmar la correcta construccion

del mutante a partir de los datos observados.

5. CONCLUSION

De los resultados obtenido en esta investigacion se pueden extraer como conclusiones mas

importantes las siguientes:

Los datos obtenidos mediante cinética por espectrofotometria permiten realizar un cribado
preliminar de los mutantes. Sin embargo, puede dar lugar a falsos positivos, ya que algunos esporos
mutantes con defectos en la superficie pueden agregarse y precipitar durante el ensayo. Ademas,
algunos mutantes, como el mutante 102 que carece del gen que codifica el anti-SigM YhdK, germinan
deficientemente cuando se concentran y se exponen a los germinantes en la placa multipocillo, pero
no cuando se incubaban en un tubo de ensayo con menor concentracion. Por ello, para confirmar con
mayor fiabilidad el comportamiento diferente de cada mutante con respecto la cepa parental, es
necesario utilizar métodos adicionales, como las cinéticas por recuento en placa. Este Ultimo método
permite tener mayor sensibilidad, ya que detecta hasta 5 ciclos logaritmicos de germinacion, pero a
diferencia de la espectrofotometria, no permite detectar porcentajes de germinacién de pequefia

escala (aproximadamente < 20%).

Como se ha demostrado anteriormente, la ausencia de los genes spoVT o gerD empeora la
respuesta de los esporos a nutrientes, debido a la subexpresién de los receptores de germinacién o a
la inhibicidn de la transduccién de la sefial del inicio de germinacidn, respectivamente. En el caso del
mutante carente de spoV/T, observamos por primera vez que tampoco responde bien al CaDPA, a pesar

de que se SpoVT es un regulador negativo de los canales SpoVA.

Ademas, identificamos nuevos genes que hasta ahora no se habian relacionado con la
germinacion. La ausencia de los genes yxIH y ydeG, que codifican transportadores MFS, implica
comportamientos distintos. Mientras que la delecién del primero mejora la eficiencia y/o velocidad
de germinacion en L-alanina, AGFK y CaDPA, el segundo perjudica a la germinacion en CNEL y AGFK.
La ausencia del gen ydaJ, que participa en la produccién de un exopolisacérido, reduce la eficiencia de

germinacién en L-alanina y AGFK, mientras que la aumenta en CNEL y CaDPA. Por ultimo, la
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eliminacion del gen oppB, que codifica una permeasa transmembrana de oligopéptidos, parece
mejorar la eficiencia de germinacidn en presencia de L-alanina y AGFK, pero inhibe la germinacion en
CaDPA. Sin embargo, no se pudo confirmar que el gen oppB estuviera realmente eliminado en el
mutante correspondiente. Finalmente, destacar que se han identificado y confirmado la implicaciéon
de tres genes nuevos (yxIH, ydeG y ydaJ) en la germinacion a partir de los 119 mutantes estudiados, y
qgue por tanto podrian existir muchos mas entre los genes mutados en la libreria “knock-out” de B.

subtilis, que consta de 3.968 mutantes en total.

5. CONCLUSION

From the results obtained in this research, the most important conclusions that can be drawn

are the following:

The data obtained through kinetic spectrophotometry allow for a preliminary screening of the
mutants. However, this method may result in false positives since some mutant spores with surface
defects can aggregate and precipitate during the assay. Additionally, some mutants, such as mutant
102, which lacks the gene encoding the anti-SigM YhdK, germinate poorly when concentrated and
exposed to germinants in the microplate plate but not when incubated in a test tube with lower
concentration. Therefore, to more reliably confirm the different behavior of each mutant compared
to the parental strain, it is necessary to use additional methods, such as plate count kinetics. This latter
method provides greater sensitivity as it can detect up to 5 logarithmic cycles of germination but,
unlike spectrophotometry, it does not detect small-scale germination percentages (approximately <

20%).

As previously demonstrated, the absence of the spoVT or gerD genes worsens the response
of spores to nutrients due to the underexpression of germination receptors or the inhibition of
germination initiation signal transduction, respectively. In the case of the spoVT-deficient mutant, we
observed for the first time that it also does not respond well to CaDPA, despite SpoVT being a negative

regulator of the SpoVA channels.

Additionally, we identified new genes that had not been previously related to germination.
The absence of the yx/H and ydeG genes, which encode MFS transporters, implies different behaviors.
While the deletion of the former improves the efficiency and/or speed of germination in L-alanine,
AGFK, and CaDPA, the latter impairs germination in NBYE (Nutrient Broth Yeast Extract) and AGFK.
The absence of the ydaJ gene, which is involved in the production of an exopolysaccharide, reduces
germination efficiency in L-alanine and AGFK, while increasing it in NBYE and CaDPA. Finally, the

deletion of the oppB gene, which encodes a transmembrane oligopeptide permease, seems to
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improve germination efficiency in the presence of L-alanine and AGFK but inhibits germination in
CaDPA. However, it could not be confirmed that the oppB gene was truly deleted in the corresponding
mutant. Finally, it is noteworthy that the involvement of three new genes (yx/H, ydeG, and ydalJ) in
germination has been identified and confirmed from the 119 mutants studied, suggesting that there
could be many more among the mutated genes in the B. subtilis "knock-out" library, which consists of

a total of 3,968 mutants.
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Figura |: Germinacion de los mutantes seleccionados WT (e), 1 (=), 3( ), 4(V), 5(e) 6 (¢), 7

(o), 8(),9(m),10(V¥),21(#), 12 (+) conCN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla I: Modelizacidn de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).
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Figura Il: Germinacién de los mutantes seleccionados WT (e), 13 (), 14( ), 15(V), 16 (#),

17 (e), 18 (1), 19 (m), 20 ('), 22(¢), 23 (+) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla Il: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23

X0 0 4,67 517 5,64 2,69 5,23 7,98 4,54 0 2,44 4,42
Plateau 62,96 59,79 63,28 61,33 61,23 61,89 61,46 61,77 62,16 6149 63,37

K 0,04 0,03 0,06 0,04 0,03 0,06 0,07 0,04 0,03 0,03 0,07

L-ala WT 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23
X0 0 45 2,14 0,66 7,54 0,71 0,23 3 0 4,65 2,84
Plateau 64,92 44,22 59,72 57,37 60,17 61,14 59,9 58,5 61,23 55,7 56,57
K 0,04 0,15 0,04 0,04 0,11 0,05 0,05 0,06 0,04 0,05 0,03

AGFK WT 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23
X0 13,43 47,28 7,71 14,17 18 6,81 14,21 4,82 8,22 10,83 20,56

Plateau 62,42 47,3 58,65 58,93 57 55,02 58,98 56,52 58,48 58,29 @ 58,12
K 0,04 0,34 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

CaDPA WT 13 14 15 16 17 18 19 20 22 23
X0 8,40 0 12,09 10,06 7,10 6,68 9,27 9,68 9,78 5,84 9,20
Plateau 58,45 62,75 54,71 52,76 51,19 50,41 53,29 5365 51,99 5243 53
K 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02
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Figura Ill: Germinaciéon de los mutantes seleccionados WT (e), 24 (), 25 ( ), 26 (V), 27, ()

28 (¢),29(e),30(=),31(m),32(V),33(#),34 () conCN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla lll: Modelizacidn de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segln el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

X0 0 7,22 7,43 2,16 0 1,29 36 1,71 3,18 2,47 0,92 8,45
Plateau 62,96 60,45 60,99 59,46 4982 60,03 71,71 624 59,01 58 59,03 62,98

K 0,04 0,05 0,05 0,05 0,001 0,04 0,02 0,05 0,04 0,03 0,04 0,04

L-ala WT 24 25 26 27 28 29 10 31 32 33 34
X0 0,83 517 4,92 5,57 0 8,51 0 2,65 4,80 5,92 0 3,87
Plateau 61,23 54,8 56,26 68,9 70,74 5591 53,73 55,7 56,23 56,98 61,77 59,54
K 0,04 0,04 0,04 0,09 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04 0,04 0,06 0,03
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AGFK WT
X0 12,73
Plateau 60,57

K 0,02

CaDPA  WT
X0 12,73
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Figura IV: Germinacion de los mutantes seleccionados WT (e), 35 (=), 36 ( ),39(V), 40 (¢),

41 (e),42 (=), 43 (m), 44 (V), 45 (¢), 46 (») con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla IV: Modelizacion de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

42

34
7,14

55,54
0,01

34
7,14
55,54
0,01



CN
X0

Plateau

L-ala

X0

Plateau

AGFK

X0

Plateau

CaDPA

X0

Plateau

% de caida de absorbancia

K

100-9

80

60—

WT

71,27
0,04

WT
0,65
57,85
0,05

WT
22,58
64,08

0,02

WT
10,22
58,12

0,02

35 36 39
2,37 0 2,55
69,2 62,5 70,97
0,04 0,01 0,03

35 36 39
4,44 7,75 2,66
57,46 56,71 60,37
0,03 0,04 0,03

35 36 39
18,78 = 17,94 24,34
57,81 61,12 64
0,02 0,02 0,02

35 36 39
4,15 0 9,65
53,84 91,74 57,36
0,01 0,03 0,02
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0,03

40
9,80
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0,02
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41
5,16
69,45
0,05
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0,03

41

65,4
0,01

42
5,84
70,72
0,07

42
1,26
58,29
0,03

42
16,48
60,31

0,03

42
6,30

57,78
0,01

43
0
67,38
0,04

43
1,50
57,42
0,03

43
17,96
60,81

0,03

43
3,16

54,43
0,01
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68,65
0,02

44
1,20
52,66
0,04

44
18,32
59,01

0,03

44
0
55,08
0,01
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1,61
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43,96
0,15
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Figura V: Germinacién de los mutantes seleccionados WT (e), 47 (=), 48 (
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51 (e), 52 (=), 53 (m), 54 (V¥),55(#), 56 (<) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

), 49 (V), 50 (¢),

Tabla V: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT 47 48
X0 0 0 2,05
Plateau 71,27 64,94 68,84
K 0,04 0,01 0,03
L-ala WT 47 48
X0 0,37 4,47 5,25
Plateau 59,98 55,28 53,52
K 0,04 0,04 0,04
AGFK  WT 47 48
X0 18,4 24,74 27,17
Plateau 61,25 59,08 61,2
K 0,04 0,04 0,03

49 50
0,00002 0,68
67,12 67,75
0,02 0,02
49 50
9,45 5,54
62,71 56,83
0,04 0,04
49 50
27,56 @ 27,44
70,26 = 64,55
0,04 0,03

44

51
4,51
66,42
0,04

51
8,87
56,55
0,04

51
24,82
65,69

0,03

52 53 54
8,46 15,44 13,03
68,59 87,77 64,32
0,05 0,12 0,07

52 53 54

0 2,78 21
46,88 54,17 43,96

0,04 0,04 0,15
52 53 54

0 24,88 8,78

54,14 60,61 38,72
0,02 0,02 0,04

55
2,39
78,83
0,04

55
11,23
54,18

0,05

55
22,48
66,74

0,03

56
2,54
63,12
0,041

56
3,04
72,13
0,04

56
55

22,48
66,74



CaDPA WT 47 48 49
X0 14,06 9,72 7,10 6,07
Plateau 56,55 52,07 53,22 60,56
K 0,02 0,02 0,03 0,01
A
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Figura VI : Germinacidn de los mutantes seleccionados WT (e), 57 (1), 58 (

61 (e), 62 (), 63 (m), 64 (V

50
7,41
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51 52 53 54 55 56
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),59(V), 60 (¢),

), 65 (¢), 66 (=) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla VI: Modelizacion de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT 57 58 59
X0 0 11,09 0 8,92
Plateau 71,27 84,15 78,68 86,2
K 0,04 0,06 0,01 0,06

60
7,29
82,79
0,06

45

61 62 63 64 65 66
8,30 5,81 9,69 10,95 9,25 26,28
82,45 85,11 6893 6752 70,4 23800
0,07 0,05 0,06 0,07 0,07 0



L-ala WT 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
X0 0,37 236 5,66 3,85 0 20,32 8,71 7,28 10,67 41,19 7,99
Plateau 59,98 -2069 74,54 49,46 69,24 4229 76,96 67,07 70,84 7052 48,85
K 0,04 0,09 0,04 0,05 0,04 4189 0,05 0,04 0,04 0,11 0,04

AGFK =~ WT 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
X0 18,4 27,69 20,18 27,95 21 0 27,18 27 29,16 35,87 27,58

Plateau 61,25 61,75 77,36 57,09 77,9 61,09 81,22 74,63 80,21 83,6 63,83
K 0,04 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03

CaDPA  WT 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
X0 14,06 7,74 0 4,10 0 0 8,23 8,98 6 4,47 7,84

Plateau 56,55 56,27 91,94 53,29 88,22 76,06 76,06 74,24 93,25 74,22 5519
K 0,02 0,02 0,003 0,02 0,0004 0,01 0,02 0,03 0,07 0,02 0,04
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80
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T T T
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Figura VIl : Germinacién de los mutantes seleccionados WT (e), 67 (), 68 (

), 70(V),71(#),

72 (o), 73 (=), 74 (m), 75 (V¥ ), 76 (¢), 77 (+) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla VII: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN
X0
Plateau

K

L-ala
X0
Plateau

K

AGFK
X0
Plateau

K

CaDPA
X0
Plateau

K

WT
0
71,27
0,04

WT

59,26
0,05

WT
15,88
60,98

0,03

WT
9,17
61,56
0,02

67
1,36
65,89
0,03

67
8,53
51,25
0,05

67
26,44
57,84

0,04

67
8,36
51,56
0,05

68 70 71 72 73 74 75 76 77
11,16 2,11 0 8,28 8,22 8,18 8,64 19,8 5,75
64,87 6852 -10,17 70,29 7194 70,75 70,61 67,36 7041
0,07 0,08 0,0005 0,08 0,07 0,09 0,089 0,06 0,06

68 70 71 72 73 74 75 76 77
7,32 0 0 2,12 0 0,16 0,11 10,75 0,56
56,53 50,04 63,09 62,88 61,35 61,7 58,86 59,26 60,89
0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04
68 70 71 72 73 74 75 76 77

21,36 22,7 0 19,98 18,34 15,7 9,91 2526 16,13
57,91 56,48 71,18 63,65 6538 63,29 60,5 62,25 62,7
0,03 0,05 0,02 0,04 0,03 0,04 0,03 0,02 0,03

68 70 71 72 73 74 75 76 77
7,70 7,36 6 2,92 5,92 0,58 1,30 0 5,04
57,06 53,92 6835 5845 58,66 5544 56,12 94,09 56,47
0,03 0,04 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03
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),80(V),81(¢),

82 (o), 83 (), 84 (m=),85(V),86(¢),87()conCN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla VIII: Modelizacion de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN
X0

Plateau 71,27

K

WT
1,48

0,04

78 79 80

0 5,52 116,8
70,85 70,67 110,5
0,04 0,06 5,69

81 82 83 84 85 86 87
11,45 2,84 7,98 7,91 1,17 0 0
74,09 70,07 71,21 6786 6855 62,61 65,98
0,08 0,05 0,06 0,08 0,03 0,007 0,05
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L-ala WT 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87

X0 0 0 0 12 0,136 1,32 0,30 4,13 3,84 0 0

Plateau 59,26 60,49 59,64 62,75 60,12 64,04 59,21 60,94 6257 57,59 62
K 0,05 0,04 0,03 0,05 0,03 0,05 0,04 0,04 0,03 0,04 0,04

AGFK =~ WT 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87
X0 15,88 14,22 13,45 5,99 12,41 15,72 18,93 16,69 19,2 15,04 15,74

Plateau 60,98 62,64 59,29 62,46 59,16 57,66 62,03 63,52 63,5 64,31 62,06
K 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,04 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04

CaDPA  WT 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87
X0 9,17 3,44 4,58 3,44 0 0 2,06 4,096 3,32 0 2,56

Plateau 61,56 57,32 54,54 5825 56,3 62,63 5558 5656 5897 5414 56,61
K 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,006 0,01 0,03 0,02 0,03 0,04
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Figura IX : Germinacion de los mutantes seleccionados WT (e), 88 (), 89 ( ),90(V), 91 (#),

92 (e),93 (), 95 (m), 96 (V¥), 97 (¢), 98 (<) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla IX: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segln el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT 88 89 90 91 92 93 95 96 97 98

X0 1,48 4,32 2,83 1,41 5,91 9,51 7,83 4,65 12 8,58 8,19
Plateau 71,27 77,61 7466 7366 67,81 69,86 73,89 66,28 69,64 66,66 66,21

K 0,04 0,04 0,04 0,05 0,06 0,08 0,11 0,04 0,08 0,06 0,08

L-ala WT 88 89 90 91 92 93 95 96 97 98
X0 0 1,68 111 0 0 8,82 0 5,44 5,80 6 3
Plateau 67,03 61,54 60,16 63,12 64,47 51,18 53,67 44,67 50,69 51,96 54,28

K 0,02 0,05 0,04 0,02 0,03 0,08 0,03 0,05 0,08 0,05 0,05

AGFK =~ WT 88 89 90 91 92 93 95 96 97 98
X0 0 15,39 19,17 0 0 48 0 3,52 0 46,01 0
Plateau 66,69 65,08 64,66 72,11 6352 665 5953 7231 6247 6849 65,96

K 0,005 0,03 0,03 0,004 0,005 0,009 0,06 0,004 0,01 0,01 0,005

CaDPA  WT 88 89 90 91 92 93 95 96 97 98
X0 86,2 0 0,93 8,14 7,84 8,27 0 0 8,07 2,42 0
Plateau 204 61,08 57,13 59,74 5294 54,29 38,56 44,34 52,7 52,5 40,77

K 0,39 0,01 0,01 0,05 0,05 0,05 0,09 0,05 0,06 0,04 0,04
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Figura X : Germinacién de los mutantes seleccionados WT (e), 99 (), 100 (
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100
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150

), 101(V),

103

(#), 104 (o), 105 (), 106 (=), 107 (¥), 108 (¢), 109 (=) con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).

Tabla X: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segun el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN WT

X0 1,48

Plateau 71,27

K 0,04
L-ala WT
X0 0

Plateau 67,03
K 0,02

99 100
14,27 2,94
73,5 66,13
0,14 0,06

99 100

12 2,75
60,38 56,35
0,03 0,04

101
8,33
68,28
0,05

101
1,44
53,17
0,05

103
2,58
64,03
0,04

103
0,67
50,3
0,04

51

104
7,71
68,96
0,04

104
4,54
53,92
0,06

105 106 107
8,46 1,80 12
68,62 65,18 69,64
0,07 0,03 0,07
105 106 107

3 5,60 2,72
41,15 54,12 53,74
0,14 0,06 0,06

108
14,13
69,83

0,09

108
0,89
49,53
0,05

109
8,58
65,6
0,06

109
1,40
53,9
0,05



AGFK =~ WT 99 100 101 103 104 105 106 107 108 109
X0 0 0 0 6 0 0 2,46 228 | 56,87 0 0

Plateau 66,69 63,32 58,27 71,71 55,71 70,98 42,17 1322 86,4 51,03 40,1
K 0,005 0,01 0,007 0,008 0,003 0,006 0,36 119,4 0,01 0,001 0,0005

CaDPA  WT 99 100 101 103 104 105 106 107 108 109
X0 86,2 5,35 4,72 544 10,07 6,79 8,04 8,22 6,54 2,22 3
Plateau 204 56,08 51,65 5258 51,49 56,39 51,34 5832 5952 51,74 5441

K 0,39 0,04 0,06 0,06 0,03 0,03 0,04 0,06 0,06 0,05 0,05
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Figura XI: Germinacion de los mutantes seleccionados WT (e), 110 (=), 111 (), 112 (V),

113 (#), 114 (e), 115 (), 116 (=), 118 (¥), 119 (¢), con CN (A), L-alanina (B), AGFK (C) y CaDPA (D).
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Tabla XI: Modelizacién de los mutantes seleccionados con CN, L-ala, AGFK y CaDPA segln el

hombro (X0), el Plateau y la pendiente (K).

CN
X0
Plateau

K

L-ala
X0
Plateau

K

AGFK
X0
Plateau

K

CaDPA
X0
Plateau

K

WT
1,48
71,27
0,04

WT
0,07
57,46
0,06

WT
18,17
60,17

0,04

WT
41
251,1
0,05

110
8,66
66,2
0,05

110
3,00
101,6
0,01

110
2249
20,11

0,11

110
7,54
51,47
0,06

111
5,95
64,19
0,05

111

49,66
0,05

111
26,77

59,44
0,03

111
5,36
51,37
0,04

112
7,62
70,31
0,08

112

41,52
0,05

112
18,22

44,41
0,03

112
4,82
49,35
0,07

113 114 115
8,11 8,82 2,03
64,95 66,32 65,27
0,07 0,06 0,04
113 114 115
0 1,00 0
40,21 47,35 47,23
0,05 0,04 0,05
113 114 115
21,16 21,48 21,79
51,01 48,68 53,29
0,03 0,03 0,04
113 114 115
0 3,77 5,52
50,7 50,3 50,8
0,02 0,04 0,05

53

116 118
8,87 8,05
71,11 = 65,97
0,06 0,05
116 118
0 0
51,45 44,7
0,05 0,05
116 118
29,1 25,81
61,08 52,04
0,03 0,04
116 118
7,37 5,67
56,63 50,26
0,06 0,06

119
5,78
67,19
0,04

119
3,95
48,04
0,05

119
24,49
52,87

0,03

119
5,55
50,95
0,06



