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ABREVIATURAS

: Medio de cultivo minimo de sales, de Miller
: Medio de cultivo minimo de sales, que contiene agar.
: Agar Luria

: Persulfato de amonio

: Ampicilina

: B ~ bromo ~ 4 ~ cloro ~ 3 ~ indolil fosfato

: Seroalbtiimina de bovino

: Pares de bases nitrogenadas

: Cloranfenicol

: Carbenicilina

: Mezcla de cloroformo ~ alcohol isoamilico (24 : 1)
: Caldo Luria

: Carboximetilcelulosa

: Bromuro de hexadeciltrimetil amonio
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RESUMEN

Erwinia carofovora subsp. carofovora es una bacteria que
pertenece a la familia Enferobacferiaceae y que tiene la capacidad de infectar diversos
tipos de plantas, produciendo los cuadros denominados "pudricién blanda" o "pie
negro". Esta es una bacteria que posee gran importancia en la economia de un pais,
por las enormes pérdidas que puede provocar, por ejemplo, en la pudricion de
tubérculos de papa en bodega, o bajo tierra, o por pie negro en la planta misma.

Como bacteria Gram-negativa se caracteriza por poseer una
membrana externa, por fuera del peptidoglican; constituida por proteinas, fosfolipidos
y lipopolisacaridos. Hasta el momento, es escasa la informacién con dque se cuenta,
acerca de los constituyentes proteicos de esta membrana en el género Erwinia, y del
papel que pudiesen tener en la virulencia de estas bacterias.

En esta tesis se determiné la existencia de 4 proteinas mayores
en la membrana externa de Erwinia carofovora subsp. carofovora (Ecc 71), dos de las
cuales se comportan como complejos proteicos en su estado nativo, y cuyas masas
moleculares aparentes son de alrededor de 37,9 kDa y 40 kDa. Segtin criterios del
comportamiento electroforético en geles de poliacrilamida ~ SDS o de poliacrilamida -~
SDS ~ urea y de su inmunorreactividad frente a antisueros, se ha postulado que la
proteina de 40 kDa se comportaria como OmpA y que aquella de 39,7 kDa lo haria
como OmpC u OmpF, proteina esta tltima que fué denominada OmpE.

Los estudios de expresién de estas proteinas frente a distintas
condiciones del medio, han indicado que el cambio de osmolaridad del medio es el

estimulo mas importante en cuanto a la variacién en las concentraciones de estas dos
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proteinas en la membrana externa, no encontrandose variacién en la condicién de
aerobiosis/ anaerobiosis o entre los rangos de temperatura de 15°C a 28°C. Se
introdujo en Ecc 71, un pldsmido conteniendo el gen micF cuyo producto génico fué
capaz de reprimir la expresiéon de OmpE, en condiciones de alta osmolaridad, hecho
que estaria demostrando una homologia funcional con OmpF de bacterias como E.
coli, Salmonella typhi o S. fyphimurium .

Se obtuvieron mutantes OmpE® de Ecc 71, por recombinacién
homoéloga entre el cromosoma de esta bacteria y un fragmento de DNA cromosémico
de S, fyphimurium, conteniendo una insercién Tn 70 en el gen ompC. La mutagénesis
se realizd por transduccidn del material genético a Ecc 71, mediante el fago P22 .

Se ha podido determinar, que la carencia de la proteina OmpE
en la membrana externa de Ecc 71 le disminuye la capacidad de producir pudricién
blanda en tubérculos de papa, disminuye el poder de hidrélisis de poligalacturonato
de sodio o de carboximetilcelulosa en ensayos in vitro, y les hace adquirir resistencia a
antibidticos tales como cefaloridina, cloranfenicol y 4cido nalidixico. Estas mutantes
no alteraron su capacidad proteolitica in vitro.

Se realizaron esfuerzos por obtener el retorno al patrén
original de virulencia en la mutantes OmpE®, y para ello se hizo la transformacion
de una mutante OmpE®, por introduccién de un plasmido pSTPZB1 conteniendo el
gen ompC de 8. fyphi , con la intencidén de restituir esta proteina en la membrana
externa de la bacteria. El clon 311(5), transformado, fué capaz de expresar OmpC de
S. fyphi , pero fué menos virulenta que su cepa de origen, probablemente por
alteracién de la fisiologia de la bacterias debida a que este plasmido es multicopia. Por
otro lado, se intentd aislar revertantes naturales, y también se traté de inducir

"ntercambio de marcas" entre fragmentos de DNA cromosdémico que contenian el gen
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ompC de S, typhimurium o entre el gen ompC de S. typhi del plasmido pSTP2B1 y el
gen ompC de S. fyphimurium conteniendo el inserto Tn/0 en el cromosoma de Ecc
311(5), procedimientos que no tuvieron éxito, pues no se lograron aislar bacterias
que expresaran OmpC de S. fyphi o S. typhimurium.

Los resultados obtenidos a través de esta tesis representan un
importante aporte al conocimiento de la constitucién proteica de la membrana externa
de Erwinia , en la identificacién y expresiéon de 2 de las proteinas mayores y su
regulacién segin factores del medio ambiente; asi como la posible participacién en
los mecanismos de virulencia que posee esta bacteria como fitopatégeno. Esta es una
contribucién al conocimiento, que en los tiltimos tiempos se ha ido acumulando, en
favor del papel que juegan las proteinas mayores de membrana externa en la
virulencia de diversos patdgenos , estando este estudio dedicado a un fitopatégeno,

campo que ha sido poco explorado.
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SUMMARY

Bacteria of the Gram-negative genus Erwinia, belonging to the
family of Enferobacteriaceae, are major plant pathogens, which cause economically
important damage in plants in the field or after harvest, during storage. This species
produce the so called "soft-rot" and "black leg" or stem rot of potatoes, affecting the
tubercle and the plant respectively; the soft-rot of pumpkins, chicory, carrots and
cucumber as well as of certain ornamental plants like Saint Paulia, Diffenbachia and
Poinssetia.

In addition to a cytoplasmic membrane, Enferobacteriaceae
present an outer membrane which contains phospholipids, LPS and proteins as its
major constituents. In contrast to the well characterized outer membrane proteins
(OMPs) of E. coli and S. ftyphimurium, little is known about Ecc OMPs.

In this study, the existence of four major OMPs in FEcc is
established and the role in virulence of one of these is strongly suggested. Two of
these OMPs, having apparent molecular masses of approximately 37, 9 kDa and 40
kDa, behave as protein complexes in their native state. When these two proteins were
characterized by SDS or SDS ~ urea ~ polyacrylamide gel electrophoresis and
immunoreactivity, they appeared homologous to OmpA (the 40 kDa protein) and to
the major porins from E. coli (the 37. 9 kDa protein). The latter was named OmpE.

The influence of the growth conditions on the composition of
the major OMPs of Fcc was also analysed. It was found that medium osmolarity has
the greater effect on the regulation of OmpA and OmpE. Furthermore, it was found

that neither oxygen availability (aerobiosis versus anaerobiosis) at which bacteria
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were grown nor temperature (ranging from 15 to 37°C) had a considerable effect on
the regulation of protein expression. This conclusion is based on the relative amount
of protein sh'own up in OMPs preparations.

By transformation of Ecc 71 with a plasmid containing S. fyphi
Ty2 micF, strong repression of OmpE was observed under high osmolarity growth
conditions. This is suggesting that OmpE is functionally homologous to OmpF from
other members of Enferobacteriaceae, such as E. coli, S. typhimurium and S. fyphi.

Ecc'71 mutants, lacking OmpE, were obtained by homologous
recombination between Ecc chromosome and a DNA fragment from S. fyphimurium
carrying ompC: :Tn 10. The latter was transduced to Ecc 71 via phage P22. This is 2
very interesting approach to identify homologous genes between genetically well
characterized species (S. fyphimurium) and genetically poorly characterized bacteria,
such as Fcc 71.

In this work, it is demostrated that the lack of OmpE appears to
be associated to a diminished ability of Ecc 71 to produce "soft rot" in potato tubercles.
In addition, the strain showed a decreased capacity to hydrolize sodium
polygalacturonate or carboxymethyl cellulose inn vifro. In contrast, OmpE mutants
exhibited an unaltered proteolytic capacity in vifro. It was also determined an
increased resistance to antibiotics such as cephaloridine, chloramphenicol and
nalidixic acid.

Plasmid pSTP2B1 containing ompC gene from S fyphi was
used to transform Ecc 71 OmpE® with the aim to revert this mutant to the original
virulent activity. However, in spite of that S. fyphi OmpC was expressed and found in
the outer membrane of Ecc 71 (clon 311), virulence was not regained. The fact that

pSTP2B1 is a multycopy plasmid suggests that overexpression of OmpC might be
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causing problems to the normal physiology of Ecc. Efforts to obtain revertants of
OmpE © (which is in fact ompC: TnI0), by recombination with S. fyphimurium
ompC or S. fyphi ompC in pSTP2B1, failed in spite of numerous attempts.

This study is the first one to use P22 as genetic tool to
characterize major proteins of the Ecc outer membrane by establishing genetic
homology with a known mutant from S. fyphimurium. This work is also demostrating
for the first time, that a porin (OmpE) in a plant pathogen which is related to OmpF

and OmpC of animal pathogens, plays an important role in the virulence of the

bacteria.




INTRODUCCION

Existen muchos tipos de bacterias que viven en las plantas o alrededor de
ellas, y que desde el punto de vista de los beneficios o dafios producidos pueden
corresponder a variadas categorias. Las bacterias que antagonizan con su hospedero y
causan una franca enfermedad reciben la denominacién de patégenos. Segiin Mekalanos
(1992), el establecimiento de la enfermedad dependerd de la participacion de
determinantes de virulencia, que incluye a “todos aquellos factores que contribuyen a la
infeccién y que aumentan la severidad de la enfermedad”. La virulencia ser4 la expresién
cuantitativa de la capacidad patogénica.

Hirano y Upper (1983) definieron como bacterias epifiticas a aquéllas
que viviendo en la superficie de las hojas pueden ser removidas mediante el lavado con
agua, sin embargo, se ha visto que la validez de esta definicién puede depender de las
capacidades de las bacterias para unirse a la superficie vegetal y no ser removidas por el
lavado. De hecho, muchas bacterias patégenas poseen una fase de crecimiento .epifitico,
es decir, viven en el exterior del vegetal, y cuya duraciéon puede variar
considerablemente dependiendo de la especie y de los cambios en las condiciones del
ambiente. La distincién entre fase epifitica y fase patogénica de un patdgeno de plantas
no siempre esta clara, las bacterias ademds de encontrarse en la superficie de las hojas
como epifiticas pueden también hacerlo en estomas y lenticelas, donde, después de un
cambio en las condiciones ambientales, pueden desencadenar la fase patogénica.

Las bacterias fitopatdgenas, son mds bien bacterias comunes tales como
pseudomonas, enterobacterias, bacillus, agrobacterias, micoplasmas y actinomicetes,

que son capaces de causar enfermedades en practicamente todos los grupos de plantas.



Entre éstas se encuentra el género Erwinia, algunas de cuyas especies son
capaces de producir la enfermedad Illamada “pudriciéon blanda”, en una variedad de
plantas, y tubérculos de papas (Solanum fuberosum). Los estudios morfolégicos y
fisiolégicos de estas bacterias, las han situado taxondémicamente dentro de la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos cortos Gram negativos, moéviles mediante flagelos
peritricos, anaerobios facultativos, los que en su mayoria son capaces de vivir en un
medio de cultivo basal de sales y glucosa; todos los miembros de este género son
fermentadores de tipo “4cido ~ mixto” (Starr y Chatterjee, 1972).

Las especies del género Erwinia pertenecientes al grupo
carofovora, son en general denominadas “bacterias de pudricion blanda”: E. carofovora
subsp. carofovora (Ecc); E. carofovora subsp. atroseptica (Eca); y E. chrysanthemi (Echr).
Las tres variedades de Erwinias nombradas anteriormente difieren entre ellas con
respecto a sus temperaturas dptimas de crecimiento. Mientras Eca crece a 27°C, Ecc lo
hace entre 28 ~ 30 °C,y Echr de 34 ~ 37°C. Por otra parte, Eca no es capaz de crecer a
37°C, y muchas Ecc son incapaces de hacerlo a 39°C, mientras se ha visto que Echr
puede hacerlo por sobre los 45°C (Pérombelon y Kelman,1980).

En la naturaleza, las substancias de tipo pécticas existen solamente
en las paredes celulares de plantas, generalmente como un material estructural insoluble.
Las bacterias fitopatdgenas, en su contacto con estas substancias pécticas han
desarrollado habilidades degradativas diversas.

La caracteristica que distingue a las bacterias de pudricién blanda
de otras especies de Erwinia, es su capacidad de producir grandes cantidades de
pectinasas lo que las capacita para macerar el tejido parenquimatoso de una amplia
variedad de especies vegetales; tales como, repollo, lechuga, remolacha, plantas de papas

y tubérculos de papas (Starr y Mandel, 1950; Dickey, 1979, 1981), también producen




celulasas, proteinasas, y fosfatidasas (Collmer y Keen, 1986). La pudricién blanda
producida por Erwiniz ha llegado a ser un sistema modelo para el estudio de la
patogenicidad bacteriana. Aiin cuando la enfermedad se ha correlacionado directamente
con la produccién y secrecién de pectato liasa, la produccién de proteasas y celulasas, las
que no maceran el tejido vegetal, puede sin duda, contribuir a la virulencia por accién
sinérgica con las pectinasas, provocando el stress de las células y permitiendo asi que las
bacterias aprovechen las fuentes de carbono y nitrégeno disponibles a través de la
degradacién de los compuestos poliméricos (Robert~Baudouy, 1991). Algunos autores
han sugerido que todas o muchas de estas enzimas acttian en un sistema de consorcio,
para producir el sindrome de la maceracion ( Bateman y Millar , 1966; Beraha y
Garber, 1971), mientran los resultados de otros investigadores sugeririan que podria
bastar una sola enzima para cumplir este objetivo (Keen y cols.1984).

En erwinias se ha encontrado la produccién de isoenzimas para
una variedad de enzimas macerantes (Garibaldi y Bateman,1971), las que, ademds de
mostrar distintas velocidades de accién, y distinta afinidad segiin 1a integridad del tejido
susceptible, muestran diferente habilidad de maceracién de tejidos de diferentes especies
vegetales, lo cual sugiere un importante papel en la especificidad de los hospederos.

Dentro del grupo carofovora, Erwinia carofovora subsp.
carofovora posee una amplia distribucién geografica, presentdandose como patégeno para
un amplio rango de plantas tanto en zonas tropicales como temperadas. Es una bacteria
que se encuentra cominmente en las aguas de riego de los cultivos de papas (Cappaert y
cols. 1988), en los suelos (Powelson y Apple, 1984), en la superficie de los tubérculos, asi
como en el follaje de las plantas (De Boer, 1983). De acuerdo con la idea de Leben
(1965), quien ha sugerido que muchas bacterias fitopatégenas persisten en una fase

epifitica en plantas asintomaticas, y que la enfermedad sobreviene cuando se




desarrollan condiciones ambientales apropiadas, es que esta bacteria ha sido catalogada
como “ patdgeno oportunista”. La enfermedad en que la bacteria ataca la parte basal del
tallo de las plantas de papas, se ha denominado “ pié negro”, y puede ser ocasionada
indistintamente por Ecc, Eca o Echr. El “pié negro” ha sido invariablemente asociado a la
enfermedad del tubérculo semilla, atin cuando se ha visto que esto no se cumple en el
100% de los casos.

Los tubérculos de papas, son infectados generalmente por las
lenticelas, atin cuando se puede iniciar la maceracién del tejido de igual manera si es que
las bacterias se han introducido por heridas o por el extremo del estoléon. Las papas en
bodegaje, una vez iniciada la infeccién, muestran pequeiios bolsillos de tejido macerado,
los que rapidamente se van ampliando hasta que terminan en una pudricién masiva del
tubéreulo.

Estas bacterias estan presentes normalmente en la superficie de los
vegetales, o como infecciones latentes en muchos cultivos. Las condiciones fisiolégicas de
las bacterias cuando se emcuentran “inactivas” sobre o dentro de las plantas no se
conocen, como tampoco, de qué manera se rompe el delicado balance entre la actividad
metabdlica latente de las bacterias y la resistencia de los tejidos del hospedante. En el caso
de tubérculos de papa en bodega, se sabe que el cambio en ciertas condiciones
ambientales, tales como: la formacién de un ambiente anaerdbico, acumulaciéon de
humedad sobre los tubérculos y 1a elevacién de la temperatura, puede romper la latencia
y provocar el crecimiento de la poblacién microbiana, y la muerte del tejido vegetal
(Maher y Kelman, 1983). El gran desarrollo y dafio producido por estas bacterias sobre
los tubérculos de papas, en condiciones de baja tensién de oxigeno, es atribuido, mas

bien, al efecto inhibitorio que tiene la baja concentracién de Oz sobre los mecanismos




de defensa del tubérculo, que a un aumento de velocidad en el metabolismo bacteriano
( De Boer y Kelman, 1978).

Si la superficie del tubérculo de papa se encuentra cubierta por
un film de agua, ésta serd absorbida, lo cual provocara el aumento de turgencia de las
células adyacentes a las lenticelas y que llevard a la ruptura de esta capa de células , las
que presentan escasa suberizacién ( Pérombelon y Lowe, 1975). Una fase liquida
continua se establece entre el cortex y las lenticelas, y las bacterias alojadas en estas
ultimas pueden entonces penetrar hacia el cortex. Tanto la disponibilidad de nuevos
nutrientes, asi como la reduccién de la resistencia del tubéreulo de papa bajo condiciones
anaerdbicas, permitird el establecimiento de un foco de pudricién. Cualquier ruptura de
la peridermis del tubérculo de papa, posibilitard 1a entrada de bacterias a su interior, y st
después de ello, se dan las condiciones de anaerobiosis, se podran desarrollar los procesos
de infeccién y posterior maceracién ( Pérombelon y Kelman, 1980).

Fl efecto de la temperatura en la patogenicidad de Ecc, seria
atribuida mis bien a que su velocidad de crecimiento es mayor a 28°C que a 15°C, ya
que en lo que concierne a sintesis de enzimas pécticas, no se ha encontrado diferencia
en cuanto a la cantidad producida a una u otra temperatura (Pérombelon y Kelman,
1980).

El estudio de las enfermedades en tubérculos o plantas de papas
ha ido en aumento en los tiltimos afios, motivado por varios hechos: por una parte, que
ellas se encuentran ubicadas entre las cuatro primeras plantas de mayor importancia
econémica en el mundo, dque las pérdidas asociadas a enfermedades de papas por
bacterias, pueden ser tan altas como del 25% de la produccién mundial ( cerca de US$ 4
billones anuales) variando de pais en pais segtin las condiciones climéticas, condiciones

de desarrollo y bodegaje a que son sometidas; y que estas plantas poseen una enorme




plasticidad en su crecimiento, lo que facilita su manipulaciéon genética, y la obtencién de
plantas resistentes tanto a enfermedades bacterianas como fungicas (Destéfano~ Beltran
y cols., 1990).

Uno de los mecanismos de patogenicidad o virulencia mejor
entendidos, en relacién a patégenos de plantas, es el de produccién de pectinasas por
Erwinias spp. de pudricién blanda (Collmer y Keen, 1986; Kotoujansky, 1987). Sin
embargo, muchos otros factores han sido detectados en los ultimos tiempos, los que
estarian involucrados en la reduccién de patogenicidad y virulencia de estas bacterias,
como por ejemplo: 1a alteracién de la quimiotaxis y motilidad por sistemas defectuosos en
el ensamblaje de proteinas flagelares (Pirhonen y cols. 1991;  Mulholland y cols.,
1993.); o la alteracién de elementos de la envoltura celular. La envoltura celular estd
mostrando ser un factor importante en la virulencia de estas bacterias: como el caso de
bacterias resistentes a ciertos fagos o bacteriocinas que muestran reduccién en su
virulencia en la infeccién a plantas de Saint Paulia o papas, por alteracién del LPS
(Schoonejans y cols. 1987); la alteraciéon de componentes de membrana externa que
tienen relacién con las moléculas de LPS y que impiden que LPSs con cadenas laterales
largas puedan unirse con firmeza a la membrana externa (Tharaud y cols. 1994); otro
factor relevante resulta de la alteracién de los sistemas de transporte de hierro en la
bacteria que involucra produccién de siderdforos y sistema receptor especifico de
membrana (Expert y Toussaint, 1985; Enard y cols., 1988; Persmark y cols., 1989;
Ishimaru y Loper, 1992). También es afectada la virulencia en el caso que se altere el
sistema de exportacién de proteinas al medio externo, demostrado con el aislamiento de
mutantes ouf La maquinaria de exportaciéon de exoenzimas, estd formada por varias
proteinas codificadas en el operon ouf y que permiten la secrecién de pectinasas y

celulasas a través de la membrana externa (Jiy cols., 1989) .




El género Erwinia pertenece a la familia Enferobacteriaceae, y
como tal, sus miembros se caracterizan por ser bacterias Gram negativas, y estar
cubiertos por una membrana externa (ME), una estructura membranosa adicional
presente por fuera de la membrana citoplasmica y el peptidoglican. Por su ubicacion,
esta estructura tiene un papel fundamental en la relacion que poseen estos
microorganismos con su medio ambiente, siendo su funcién principal, la de servir de
barrera de permeabilidad a moléculas toxicas que existen en el medio externo (Osborn y
Wu, 1980; Nikaido y Vaara, 1985). Como se muestra en el esquema de la figura 1, esta

membrana es una estructura de tipo asimétrica, ya que los componentes que enfrentan el
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Fig. 1 Esquema de una seccion transversal del sistema de doble membrana que
envuelve a una bacteria Gram ~ negativa. (Adaptado desde Rietschel y Brade, 1992.)




medio externo son diferentes a aquéllos que lo hacen hacia el espacio periplasmico, en
donde se encuentra el peptidoglican. Estudios realizados en Escherichia coli indican que
la monocapa interna estd compuesta principalmente por fosfolipidos neutros,
fosfatidiletanolamina (81%), y pequeiias cantidades de fosfolipidos cargados negativa-~
mente, como fosfatidilglicerol (17%) y cardiolipina (1,6%), (Benz, 1985; Nakae, 1986).

La monocapa externa, por su parte, estd constituida por polisa-~
caridos (LPS) y proteinas. El LPS, también llamada endotoxina bacteriana, estd formada
por el Lipido A que se encuentra inmerso en la ME, y el polisacarido que se proyecta
hacia el ambiente compuesto por una porcidén interna de aziicares la que se une al
Lipido A y una cadena constituida por 20 a 40 unidades repetitivas de hasta unos 8
azicares, los cuales varian de una especie bacteriana a otra (Raetz y cols., 1991). La
composiciéon proteica de la ME es relativamente simple, representada por unas 3-4
proteinas presentes en alta concentracion, las llamadas “proteinas principales”; y otras
pocas presentes en muy baja concentracion (Nikaido y Vaara, 1985; Benz, 1988).

Estas bacterias, sin embargo, deben incorporar nutrientes y
eliminar desechos al medio ambiente. Gran parte de este flujo a través de la ME lo llevan
a cabo por canales de proteinas, y al parecer la mayor parte de las proteinas encontradas
en esta membrana parecen corresponder a proteinas formadoras de canales ( Nakae y
Nikaido, 1975; Nakae, 1986), dedicadas a la incorporacién de nutrientes, atn cuando
existen otras que participan en la exportacion de proteinas (Wandersman, 1992), 0 en la
mantencion de la estructura de la ME, como es el caso de la lipoproteina de Braun de 7,2
kDa de peso molecular (Braun, 1975).

Las proteinas formadoras de canales, denominadas porinas, han

atraido la atencidén de los investigadores por la gran adaptabilidad que le confieren a las




bacterias que las poseen, frente a diferentes condiciones del medio, y ello debido a,
modulacién mediante sistemas de regulacién que gobiernan su presencia en la ME.

Las porinas han sido caracterizadas en un gran nimero de
bacterias (Hancock, 1987). Las porinas presentes en Escherichia coli son OmpF (Quter
membrane protein F) (32,7 kDa) (Inokuchi y cols., 1982), OmpC ( 36 kDa) (Kawaijiy
cols., 1979; Mizuno y cols., 1983) y OmpA (35 kDa) ( Sugawara y Nikaido, 1992);
mientras que Salmonella fyphimurium ademés de OmpF ( 39,3 kDa), OmpC (39,8 kDa)
y OmpA (33 kDa), sintetiza OmpD (38 kDa) (Tokunaga y cols., 1979; Benz y cols.,
1980).

Estas porinas son inespecificas en cuanto al tipo de molécula
hidrofilica que difunde por ella, requiriéndose que sean de tamafio molecular menor de
600 daltons y de preferencia de tipo catiénico (Benz y Bauer, 1988; Nikaido y Vaara,
1985). Existe ofra porina en estas dos bacterias, PhoE, cuya expresién es inducida en
condiciones de carencia de fosfatos (Argast y Boos, 1980; Bauer y cols., 1985), la cual,
aunque se comporta como una porina de difusién general, posee una marcada
preferencia por compuestos de tipo anidnico, especialmente fosfatos y compuestos de tipo
fosforilado (Korterland y cols., 1982). Por otra parte, también existen otras porinas a las
que se ha llamado “de poro especifico”, una de cuyas representantes es la porina LamB ,
la cual presenta afinidad por maltosa y maltodextrinas .

La porinas, como la mayoria de las proteinas exportadas por la
célula, son sintetizadas como precursores que poseen un péptido sefial de 20 a 21
aminodcidos (Mizuno y cols., 1983; Inokuchi y cols., 1982; Overbeeke y cols., 1983;
Randall y cols., 1987). Dicho péptido sefial les permite atravesar la membrana interna,
en donde son procesadas por la peptidasa sefial que lo corta, liberdndo las porinas al

periplasma, insertindose posteriormente en la membrana externa.
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Se ha comprobado, que la composicion de proteinas de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, es modulada por condiciones del
medio ambiente tales como: temperatura, osmolaridad, componentes del medio de
cultivo, disponibilidad de oxigeno, entre otras. La sintesis de las porinas OmpC y OmpF
en E coli es regulada por la osmolaridad del medio, de manera tal, que OmpC es
expresada preferentemente cuando las células son crecidas en medios de alta
osmolaridad, condicién en dque se expresara pobremente OmpF; si la osmolaridad del
medio disminuye, entonces disminuira la sintesis de OmpC e ird aumentando la de OmpF
(van Alphen y Lugtenberg, 1977; Kawaiji y cols., 1979). La regulacién de los genes ompF
y ompC por osmolaridad, depende de la actividad de los productos génicos del operén
ompB, compuesto por los genes ompR y envZ (Forst e Inouye, 1988; Mizuno y
Mizushima, 1990; Pratt y Silhavy, 1995). La proteina OmpR, tiene afinidad por DNA y se
une especificamente a las secuencias promotoras de los genes ompFy ompC, en una
regién ubicada a 90 pares de bases, aproximadamente, previa al sitio de inicio de la
transcripcién (Forst y cols., 1989). La proteina EnvZ se localiza en la membrana interna,
y estd a cargo de la deteccién de cambios en la osmolaridad del medio, informacién que
transmite 2 OmpR mediante fosforilacién, la que activa selectivamente la expresion de los
genes ompFy ompC mediante la unién a las regiones promotoras (Forst y cols., 1989).

Segun trabajos de Karlsson y cols., 1991, en Ecc existiria un
operén funcionalmente andlogo a2 ompR - envZ de E. coli al que han denominado
ompRS, el cual seria requerido para la produccién de una proteina de membrana
externa de Ecc. Sin embargo, estos autores sugieren que la presencia de esta proteina de
membrana externa no seria importante para la virulencia de la bacteria, sin mostrar

resultados al respecto.
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En el caso de la regulacién por temperatura, la expresién de
OmpF es mayor que OmpC a temperaturas de crecimiento por debajo de 37°C, mientras
ocurre lo contrario si ésta es igual o mayor que 37°C. La regulacién de porinas en este
caso se debe a la participacién del gen denominado micF (Mizuno y cols., 1984;
Coleman y cols., 1984; Green y cols., 1986; Delihas, 1995) el cual estd involucrado en la
regulaciéon negativa post~transcripcional de ompF. Este gen se encuentra ubicado hacia
la regién 5’ previa al gen ompC, pero en sentido opuesto a éste, y su expresion lleva a la
formacién de un mRNA complementario a la parte 5 inicial del mRNA de ompF
(incluyendo la secuencia de Shine ~ Dalgarno) el que ha sido denominado “Messenger
RNA interfering complementary RNA” ( micF ). Este RNA al unirse a las secuencias
complementarias en el mRNA de ompF bloquea la traduccién de éste y por lo tanto
disminuye la sintesis de OmpF. La transcripcién del gen micF es estimulada 10 veces a
temperaturas de 37°C o por sobre ella, mientras que la estimulacién seria sélo de 5
veces frente a aumento en la osmolaridad del medio (Pratt y cols., 1996).

Se ha comprobado que la tensién de oxigeno existente en el medio
de cultivo de las bacterias, puede ser un factor importante en la regulacién de las
proteinas expresadas por éstas. En el caso de S. fyphimurium se ha probado que en
anaerobiosis se reprime la sintesis de una de las proteinas de ME (Schiemann y Shope,
1991) y la bacteria presentara un fenotipo invasivo (Ernst y cols., 1990). En el caso de
Salmonella fyphi, 1a anaerobiosis es una de las principales variables que enfrenta este
patdgeno dentro de su hospedero, condicién que produce la induccién y represién de
proteinas de su ME (Obreque, 1992); similares resultados se han encontrado con
Neisseria gonorrhoeae (Clark y cols., 1987).

Muchas bacterias Gram-negativas, entre otras L coli, S.

fyphimurium, S.typhi, Agrobacferium fumefaciens, Rhizobium spp., han demostrado
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gran habilidad para responder a las fluctuaciones en las concentraciones de ciertos
solutos de su ambiente, por modulacién de la expresién de grupos especificos de genes
(Ronson y cols., 1987).

La interaccion entre hospedero y patégeno durante una
enfermedad, es un campo de batalla dinamico, en donde las habiles estrategias del
microorganismo por sobrevivir y multiplicarse, se encuentran frente a las defensas del
hospedero. Se han acumulado muchas evidencias que indican dque los patdgenos
bacterianos han desarrollado una serie de sistemas de transduccién de seiiales altamente
sofisticadas, que controlan la expresién coordinada de factores de virulencia (Lamb y
cols., 1989; Mekalanos, 1992).

Se ha podido constatar que en E. carofovora y E. chrysanthemti, las
enzimas que degradan pectinas son inducidas y liberadas en respuesta a los productos de
degradacién de estos mismos polimeros (Tsuyuma y Chatterjee, 1984; Chatterjee y cols.,
1985) y que la aparicién secuencial de diferentes polisacaridos durante el crecimiento de
estas bacterias en las células vegetales servirian como induccién para la producién de
diferentes enzimas, a medida que la bacteria se va internando en el hospedero. Se ha
establecido que E chrysanthemi produce enzimas nuevas y adicionales in planta
(Kelemu y Collmer, 1993; Beaulieu y cols., 1993). Otros investigadores (Corbin y cols.,
1987) han postulado que los fragmentos de oligogalacturénidos de la pared celular
vegetal son serios candidatos a sefiales de estrés celular, ya que ellos son potentes
inductores de los genes de inhibicién de proteasas, atiin cuando se ha llegado a
determinar que no se mueven del sitio de la lesiéon (Baydoun y Fry, 1985), indicando
esto, que probablemente la funcién de ellos esté restringida a la activacién local.

El éxito de las erwinias del grupo carofovora como patdgenos de

plantas, depende en gran medida de su capacidad de secretar enzimas hacia el medio
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externo, en E chrysanthemi, se ha establecido que estas bacterias requieren de un
aparato de secrecién accesorio para la exportacién de pectinasas y celulasas, la via
dependiente de Sec, la cual se encarga de la traslocacién de enzimas a través de la
membrana interna y luego otra via de exportacidon seria utilizada para atravesar la
membrana externa (Pugsley, 1993). Murata y cols. (1990), han informado la existencia
de un grupo de genes ouf que son capaces de complementar a mutantes de secrecién de
Ecc, lo que estaria indicando la importancia que tiene para la bacteria el contar con un
sistema que le permite traslocar exoenzimas a través de la membrana externa hacia el
medio ambiente. En E chrysanthemi, se establecié que la secreciéon de exoenzimas
requeria de al menos 4 genes ouf (Hey cols, 1991), y 8 genes ouf adicionales (Lindeberg
y Collmer, 1992), para el transporte a través de la ME. La secuencia de alguno de estos
genes muestra una alta homologia con genes del sistema pul de Kiebsiella oxyfocay con
otros genes involucrados en procesos de secrecion en bacterias Gram-negativas, lo cual
estaria indicando que los componentes de esta via de secrecién han sido conservados
durante la evolucién ( Lory, 1992).

Pues bien, este sistema de secrecién de enzimas, cuenta con
proteinas que se encuentran insertas en membranas, y su regulacién, como en otros
sistemas mencionados antes, se ha comprobado depende de la presencia del sustrato en el
medio( Lindeberg y Collmer, 1992).,

Son muchos los casos en que se ha demostrado cambios en la
composicién de proteinas de la membrana externa, provocados por sefiales del medio
ambiente que inciden en variaciones de la expresion de tales proteinas, y que les
permitiria a las bacterias mostrar mayor virulencia en sus hospedantes. Asi, es el caso de

V. cholerae que muestra variaciones en una proteina de ME-asociada~a~virulencia, cuyo

control transcripcional depende de las concentraciones de hierro presente en el medio

O
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ambiente (Goldberg y cols., 1990). En el fitopatogeno, Erwinia carofovora subsp.
carofovora W3C105, hay evidencias que indican la existencia de un sistema funcional de
adquisicién de hierro, sistema que cuenta con la produccién de aerobactina y un
receptor de aerobactina-Fe, una proteina de 80 kDa en la ME, ambos componentes
regulados por la cantidad de hierro presente en el medio ( Ishimaru y Loper, 1992). En
Erwinia chrysanthemi se han aislado una serie de mutantes resistentes a bacteriocinas,
incapaces de producir pudricién blanda en plantas de Saint Paulia. Este hecho ha sido
correlacionado con la desaparicién de uno a tres polipéptidos de ME de pesos
moleculares entre 80 a 90 kDa, cuya produccidn en las cepas silvestres es estimulada en
forma importante bajo condiciones de limitacién de hierro (Expert y Toussaint, 1985). En
Chlamydia spp., se ha detectado la existencia de varias proteinas de membrana externa
ricas en cisteina, incluyendo la porina principal, cuyos residuos cisteina pueden
reducirse u oxidarse, dependiendo de las condiciones del ambiente, lo que le permite
abrir o cerrar poros en su superficie, controlando la permeabilidad a los nutrientes. En
otras palabras, este microorganismo puede detectar el potencial oxidativo de su medio y
establecer de ese modo si se encuentra en el medio intra o extracelular (Bavoil y cols.,
1984 ). En Bordetella pertussis se ha detectado un grupo de genes, los genes vag (vir-
activated genes) cuya expresidén es afectada por sefiales del medio en un fenémeno
llamado modulacién antigénica, siendo la expresién méxima en ausencia de MgSOy4 o de
4cido nicotinico. Uno de estos genes codifica para una proteina del tipo porina, OmpQ.
Se ha encontrado que la mutacién de ompR, un gen que junto con
envZ codifica un sistema regulatorio de dos componentes que responde a osmolaridad
en S, fyphimurium, afecta la virulencia de la bacteria , atin cuando el efecto fue sdlo

parcialmente explicado por la pérdida de las porinas OmpF y OmpC (Chatfield y cols.,

1991).

o
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Como estos, existen muchos otros antecedentes en la literatura,
que apoyan la idea que las bacterias patégenas deben recibir mensajes desde el medio
ambiente, que les permitan adaptar su fisiologia y asi provocar la enfermedad. En el caso
de Erwinia carofovora deberia cumplirse este patrén, ya dque se sabe que bajo ciertas
condiciones ambientales la bacteria va a desarrollar la enfermedad en su hospedero. Si
ademss se toma en cuenta que la bacteria se comunica con el medio ambiente, a través de
su membrana externa, se comprendera dque el estudio de esta estructura serd clave para
comprender las adaptaciones que sufre y ia importancia de sus componentes en la

transformacién de este organismo desde un estado epifitico a uno patdgeno .
Se propone como hipdtesis de trabajo:

“Entre los comstituyentes de membrana externa de Erwinia
carofovora subsp.carofovora, existen proteinas que serian fundamentales en el
establecimiento del estado patogénico en el tubérculo de papa; proteinas que son
reguladas por las condiciones ambientales y cuya alteraciéon provocaria cambios en la

virulencia desarrollada por la bacteria.”

Objetivo General:
Determinar la participacién de componentes de la estructura
proteica de la membrana externa, en la capacidad patogénica de Erwinia carofovora

subsp. carofovora sobre tubérculo de papa .
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Objetivos especificos:

1.- Producir la maceracién de tubérculo de papa por Erwinia carofovora subsp.

carofovora 71y caracterizar el tipo de lesién a nivel celular.

2.~ Determinar el perfil de proteinas de membrana externa de Ecc 71 y las variaciones
que presenta éste, cuando las bacterias se enfrentan a diferentes condiciones ambientales
como temperatura, carencia de oxigeno, medios de cultivo y presencia de sustrato natural

(tubérculo de papa ).

3.~ Obtener mutantes de Ecc 71 en genes que codifican para las proteinas de membrana

externa mediante recombinacién homdloga y caracterizarlas fenotipicamente.

4.~ Determinar la virulencia de las mutantes, segin el grado de maceracién producido

después de su inoculacién en tubérculos de papas




MATERIALES Y METODOS

1.- MATERIALES

1.1 Cepas , fagos y plasmidos

TABLA 1.  Cepas bacterianas

Cepas bacterianas Caracteres fenotipicos y Fuente
genotipicos

Erwinia carofovora
subsp. carofovora

Ecc 71 Silvestre, serogrupo III Gentileza de AK.
Chatterjee.
(Zink y cols., 1984)
Ec.c. 193 Silvestre, serogrupo XI Idem. a anterior.
Ec.c. 311 E.c.c.71 mutante OmpE-, tef® Este estudio
Ecc 19 E.c.c71 mutante OmpE- , tet® Este estudio
Ecc 20 E.c.c71 mutante OmpE- , tet® Este estudio
Ecc. 22 E.c.c71 mutante OmpE- , tef® Este estudio
Ec.c. 311(5) E.c.c.311 (pSTP2B1) tetk, amp® Este estudio
Ecc 311(51) Ec.c.311(5) “curada” Este estudio
Ec.c. T1(pSTP2Kmic) E.c.c.71 lleva pUC-micF S.fyphi,  Este estudio
amp®
Escherichia coli
Ki2 Silvestre Dr. G. Mora*
K12(pSTPKmic) K12 lleva pUC-~mict S.fyphi, amp® Este estudio
JM109(pSTP2B1) Cepa con pUC19 ~ gen Ref. Zaror, 1989.%*
ompC de S. fyphi , amp®
JM109(pSTP2Kmic) Cepa con pUCI9 ~ gen Ref. Zaror, 1989.**
micF de S. typhi , amp®
MS4105 ompk: : Tn5 , kan® Dr. G. Mora*
Salmonella typhimurium
MST 2944 ompD:: Tn 10, tet® Dr.G.Mora*
MST 2947 ompC 396 :: Tn 10, tet® Idem. anterior
MST221 guaB 544 :: Tn 10, tet? Idem anterior
MST264 thr 557 :: Tn 10, tet? Idem. anterior
MST265 leu 1151 :: Tn 10, tet® Idem. anterior
MST297 fyrA ::TnlI0, tet? Idem. anterior
MST300 ZlyA : Tnl0, tef® Idem. anterior
Salmonella typhi Silvestre Dr. G. Mora.*

* Laboratorio de Microbiologia, Fac. C.C.B.B., P.U.C.
*Laboratorio de Bioquimica, Fac. C.C.B.B., P.U.C.

‘ o



TABLA 2. Fago y plasmidos
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Fagoy plasmidos Caracteres Fuente
Fago P22 HT105/1, inf - 201 Dr. Mora*
pSTPZB1 gen ompC de S. typhi, fragmento  Zaror, 1989.**

Bglil, clonado en pUCI19 (amp*®)

pSTP2Kmic gen micF de S. fyphi, fragmento
Kpnl con el inicio del gen ompC
de S. typhi, clonado en pUC19
(ampR).

Zaror, 1989.**

* Laboratorio de Microbiologia, Fac. C.C.B.B., P.U.C.
** Laboratorio de Bioquimica, Fac. C.C.B.B., P.U.C.

1.2 Sueros antiproteinas de membrana externa.

Se utilizaron dos antisueros proporcionados por el Dr. Alejandro Venegas,

Laboratorio de Bioquimica, Fac. C.C.B.B., P.U.C. Un suero policlonal anti proteina

OmpC de S. fyphi , obtenido por inoculacién en conejos, de proteina OmpC de S. fyphi

purificada a partir de la banda correspondiente de PAGE~SDS ; y un suero policlonal

anti proteinas OmpF y OmpA obtenido de la misma manera que el anterior.

1.3 Tubérculos de papas.

Todos los tubérculos de papas, de la variedad Desirée utilizados tanto para

los ensayos de maceracién, como en medios de cultivo, fueron adquiridos en

Supermercados, cuidando que tuviesen aspecto sano, sin cortes ni manchas.
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1.4 Reactivos quimicos
De BBL , Microbiology Systems Decton Dickinson & Co. : Sistema de produccién de

ambiente anaerdbico en sobres.

De BioLabs, New England, Mass., EE.UU. : DNA de fago A digerido con Hind IIl y DNA

de $X174 cortado con Hae IIL

De BioRad : bis ~ acrilamida.

De BRL : enzimas de restriccién, anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina.

De Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EEUU. : agar-agar, agar citrato, agar
lactosado, agar McConkey, agar maltosa, agar manitol, agar sacarosa, caldo
glucosado, caldo nutritivo, caldo sorbitol, caldo urea, caldo Vogues Proskauer,
extracto de levadura, Triptona.

De Merck, Darmstadt, Alemania : 4cido acético, dcido clorhidrico, alcohol isoamilico,
alfa naftol, azul de bromotimol, bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, citrato
trisddico anhidro, cloroformo, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, cloruro de
potasio, cloruro de sodio, cloruro de zine, cristal violeta, etanol absoluto, fenol,
Folin- Ciocalteau, formalina, fosfato monobésico de potasio, fosfato dibasico de
potasio, fosfato monobasico de sodio, fosfato dibasico de sodio, glicerol, hidréxido
de sodio, hidréxido de potasio, isopropanol, metanol, N,N~dimetilformamida, Rojo
Congo, Rojo de metilo, sulfato ciiprico pentahidratado, sulfato de amonio, sulfato de
magnesio heptahidratado, tartrato de sodio.

De Sigma Chemical Co., St. Louis, EEUU.: 4cido fusdrico, dcido nalidixico, 4cido
tricloroacético, o-~metilglucésido, agarosa (Low EOF), ampicilina, azul de
Coomassie, azul de bromofenol, B~mercaptoetanol, bromuro de etidio, carbenici-

lina, carboximetilcelulosa (CMC), cefaloridina, celobiosa, cloranfenicol, CTAB,
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EDTA, eritromicina, glicina, inositol, gelatina, glicina, glucosa, kanamicina,
L-leucina, lisozima, marcadores de masa molecular de proteinas pretefiidos SDS-
7B, nitrato de sodio, persulfato de amonio, poligalacturonato de sodio, rafinosa,
RNAsa, sacarosa, seroalbimina de bovino (BSA), SDS, TEMED, L-tirosina,
tetraciclina, L~treonina, Tris-base , Tween 20, Tritén X~100, azul xilencianol.

De Pierce, Rockford, Illinois, USA.: urea Sequanal Grade.

De Polaroid, Cambridge, MA, EE.UU.: peliculas Black and White 667.

De Promega, Life Technologies, Biotec. EE.UU.: ProtoBlot System ( BCIP, 5 bromo-~4-
cloro-3-indolil fosfato; NBT, azul de nitrotetrazolio ).

De Schleider & Schuell, Dassel, Alemania : filtros estériles de nitrocelulosa con poros
de 0,45 mm; de 0,2 mm , desechables.

De Whatman, Inglaterra : papel filtro SMM.

2.- METODOS
2.1 Crecimiento y mantencién de las cepas.

Las cepas, tanto nativas como transductantes o transformantes
de Erwinia carofovora subsp. carofovora (Ecc), fueron crecidas y mantenidas
normalmente en el Medic Minimo de Sales Al ( Miller, 1977) (K:HPO4, 10,5 g;
KH:PO4, 4,5 g; (NH4)2504, 1,0 g; Citrato de Sodio x 2H.0, 0,5 g, por litro, al cual
después de esterilizado se le agregé 1 ml de una solucién de MgSO4 x 7TH-O 1 My 10
ml de glucosa 20%.). Las cepas de Escherichia coli o de Salmonella fueron crecidas en
Caldo Luria (CL) (triptona, 10 g; NaCl, 5 g; extracto de levadura, 5 g, por litro) y

fueron mantenidas en Agar Luria (AL), el mismo medio de cultivo anterior, al cual se

le agregd 1,5 % de agar .
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El cultivo de las cepas de Erwinia fue generalmente a 28° C,
mientras el de las cepas de Escherichia y Salmonella fue a 37°C.

La conservacién de las cepas por tiempo prolongado se hizo en
medio de cultivo 2YT (triptona, 16 g; extracto de levadura, 10 g; NaCl, 5 g, por litro)

con 50% de glicerol estéril y a temperatura de ~ 20°C.

2.2 Determinacién de caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las cepas.

2.2.1 Fuente de carbono: Los ensayos para determinar la utilizacién de sustratos
como tinica fuente de carbono se realizaron en el Medio Al, al cual se le agrego el
sustrato en estudio en concentracidén del 1%. Los resultados fueron registrados como

crecimiento positivo o negativo.

2.2.2 Produccién de zcidos: Se utilizaron los medios de cultivo Difco (Detroit,
Michigan, EE.UU.) ya sea en sélido o en liquido, en los que se observé el cambio de

color del indicador de pH, después del crecimiento bacteriano.
2.2.3 Hidrdlisis de gelatina: Se registrd el resultado como positivo cuando el cultivo
bacteriano fué capaz de licuar el medio que contenia gelatina (Sigma Chemical Co.)

al 10 % en Caldo Luria.

2.2.4 Crecimiento en NaCl, 5%: Se realiz6é en Caldo Nutritivo (Difco) suplementado

con 5% de NaCl.

2.2.5 Motilidad: Se verificé por observacién de preparaciones frescas al microscopio,

y por crecimiento de las cepas en el medio de Agar Blando para motilidad (Swarm
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Agar) segun Wolfe y Berg (1989), preparado en Medio Al al 0,3% de agar. Las cepas
se crecieron en Medio Al hasta una D.O.ee0 de 0,3 unidades de absorbancia, y
colocadas en voliimenes de 5 ml sobre la superficie del agar preparado en placas Petri,
incubadas hasta por 5 dias a 28°C en cajas cerradas conteniendo un vaso con agua

para mantener la humedad del medio.

2.2.6 Degradacién de polipectato: Se utilizé el medio de cultivo Cristal Violeta
Polipectato (CVP) segtin Cuppels y Kelman (1974). Este contiene por litro: nitrato de
sodio 2g ; citrato trisédico anhidro 5g; Triptona 1g; agar 5,6g; solucion acuosa
al 0,075% de Cristal Violeta, 2 ml; solucién acuosa frescaal 10% de cloruro de
calcio 13,6 mly poligalacturonato de sodio (Sigma ), 18 g. La actividad pectinasa se
detecté en este medio de cultivo por la depresién producida en el agar en los

alrededores y bajo las colonias de bacterias, Fig. 2.

2.2.7 Produccién de acetoina, indol, acidez por debajo de pH 4,5 y HS : Se siguieron
las técnicas habituales de microbiologia para estas mediciones, segiin se recomienda

en Blazevic y Ederer, 1975.

2.2.8 Disponibilidad de oxigeno: Para los crecimientos en anaerobiosis se incubaron
los tubos con cultivos liquidos o las placas con medio sdlido en Camara Gas-Pak (BBL
Microbiology Systems Decton Dickinson & Co.) con sobres productores de ambiente

anaerdbico, de la misma procedencia.

2.2.9 Crecimiento en alta osmolaridad; Para estudiar el efecto de la osmolaridad en la

expresién de proteinas de la membrana externa de Ecc, se utilizaron las condiciones
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de cultivo descritas por Puente y cols. (1991). Los medios de cultivo utilizados fueron
el Caldo Nutritivo (NB) (Bacto Nutrient Broth, Difco) como medio de mediana

osmolaridad; y NB + sacarosa 0,57 M como medio de alta osmolaridad.

Figura 2. Halos de hidrélisis de polipectato producido por bacterias, en medio de
cultivo Cristal violeta polipectato de sodio. Las flechas indican los halos y
hundimiento del medio de cultivo, producido por (A) Ecc 71y (B) por Ecc 193.

También se observan colonias de bacterias no hidroliticas.
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2.3 Tubérculos de papa

2.3.1 Crecimiento de bacterias en medio conteniendo papas como sustrato: Para
estudiar el efecto del organismo hospedero en el medio de cultivo, en la expresion de
proteinas de membrana externa de E.c.c., se realizaron cultivos en Medio Minimo Al
en los que reemplazo la glucosa por trocitos de tubérculos de papas. Este, el Medio -
Papa ( MP ) fué preparado segin Shevchik y cols. (1992) en el que se lavaron las
papas con agua, luego de secas se empaparon en alcohol y se pasaron por la llama del
mechero, a continuacion se pelaron con un bisturi estéril y se cortaron en trozos de 2
X 2 x 1 em, los que se mojaron en alcohol nuevamente, pasados por la llama del
mechero y luego lavados en agua destilada esteril. Por ultimo, como se observa en la

figura 3 se depositaron en matraces Erlenmeyer conteniendo Medio A1 ya estéril.

Figura 3.~ Crecimiento de Erwinia carotovora subsp. carofovora, en medio de cultivo
M-P. El medio contiene un trozo de tubérculo de papa como fuente de carbono, (A)
control sin bacterias, (B) crecimiento de Ecc 71.
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2.3.2 Ensayos de virulencia - maceracién: Este ensayo fué realizado siguiendo
basicamente el protocolo descrito por Murata y cols. (1990). Los tubérculos fueron
adquiridos en un supermercado, lavados en agua corriente y luego sumergidos
durante 10 min en una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 5 %. Después de
esto, fueron lavados en agua corriente durante 20 miny secados al aire.

Los cultivos de E.c.c. crecidos durante la noche anterior a 28°C
en Medio Al , se ajustaron a una D.O.eo0 igual a 0,3 utilizando el medio de cultivo
respectivo. Luego se centrifugaron, y los sedimentos se resuspendieron en suero
fisiolégico en 1/5 del volumen original. A los tubérculos se les hicieron perforaciones
de 2 cm de profundidad con mondadientes estériles, los que habian sido marcados
para ese proposito. En dichas perforaciones se depositaron 5 ml de los cultivos
concentrados, después de lo cual los orificios se sellaron con vaselina estéril. Después
de incubar los tubérculos a 28°C por 48 hrs, en cdmara hiimeda cubierta por varias
bolsas de polietileno, se cortaron en el mismo sentido de las inoculaciones y el tejido
macerado se retird con una espatula y guardé en tubos Eppendorf. Se determiné el
porcentaje de actividad macerante, pesando el tejido macerado y tomando como 100%

aquel producido por la cepa nativa, Fcc71

2.4. Microscopia

Se inocularon papas con Ecc'71 y con medio Al estéril como se
describi6 en la seccién 2.3.2. Después de 48 horas de incubacién en cdmara humeda,
se cortaron trozos en forma de cubo conteniendo las zonas de inoculacién, y se
sumergieron en la mezcla de fijacién FAA. ( formalina 5% , dcido acético 5% y

etanol de 70° al 90% ) por 48 horas. Después se removieron de la mezcla y se cortaron
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en dos partes, justo por la mitad de la perforacién; una de las partes se destiné a

microscopia éptica y la otra a microscopia electrénica.

2.4.1 Microscopia 6ptica: Se siguieron las técnicas estindar para embeber el material
de estudio en Paraplast, cortado con micrétomo y luego ser tefiido con Safranina y

Fast Green, para el andlisis histolégico.

2.4.2 Microscopia electronica de barrido (MEB): Las muestras fueron deshidratadas
mediante el traspaso a través de una serie de soluciones con concentraciones
crecientes de acetona, y las muestras en 100% de acetona fueron secadas en ambiente
de CO; en un aparato Polaron E 3,000 de punto critico de secado. Finalmente fueron
recubiertas con una pelicula de oro de 100 A de grosor . La observacién se realiz6 en
un microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-~25-SIl, del Laboratorio de Histologia

de la Fac. de CC.BB. de 1a P.U.C.

2.5. Proteinas

2.5.1 Preparacién de membrana externa: Para la obtencién de la fraccién de
membrana externa de las bacterias, se utilizé el método de Lobos y Mora (1991). La
cepa crecida se sedimenté por 5 min a 5.000 rpm en Microfuga, se resuspendié en
500 pl de amortiguador Tris~HCl 10 mM pH 8.0 y se someti6 a ultrasonidos en hielo
por 2 veces durante 60 seg (Equipo Vibra Cell de Sonics & Materials Inc. Danbury,
Connecticut, USA.). La preparacidn se centrifugdé nuevamente por 5 min a 5.000 rpm
para sedimentar las bacterias que no hubiesen sufrido ruptura y luego el sobrenadante

obtenido se centrifugd durante 45 min en microfuga, a 13.000 rpm para obtener la

fraccién de membranas. Este sedimento se suspendié en 500 pul de amortiguador Tris~
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HCl 10 mM pH 8.0, MgCl; 10 mM, Tritén X~100 2% , se agité vigorosamente en

Vortex y se incubd a 37°C durante 30 min. Se volvié a centrifugar por 45 min a
13.000 rpm en microfuga y el sedimento resultante se resuspendié en 50 pl de

amortiguador Tris- HCl 100 mM pH 8.0, SDS 2% y se guardé a ~20°C.

2.5.2 Determinacién de proteinas: La concentracién de proteinas de las preparaciones
de membrana externa bacteriana se determiné mediante el método de Markwell y col.
(1978). En este se utilizaron los reactivos :

(A): NazCOs 2% ; NaOH 0,4% ; tartrato de sodio 0,16%; SDS 1,0%

(B): CuSO4 x BH:0 4,0 %

Reactivo Folin Ciocalteu, diluido 1:1 con agua destilada.

Se agregaron 3 ml de reactivo (C) ( 100 partes de reactivo A

con 1 parte de reactivo B) a las muestras preparadas en un volumen final de 1 ml.
Después de incubarlas a temperatura ambiente por 30 min, se les agregé 0, 3 mL de
reactivo de Folin Ciocalteu. Las muestras se incubaron por 45 min en las mismas
condiciones anteriores. La absorbancia de las muestras se midié6 a 660 nm usando
como blanco una muestra preparada con agua destilada. La concentracién de

proteinas se calculd a partir de una curva estandar confeccionada con concentraciones

entre 10 y 100 pg / ml de BSA.

2.5.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida~SDS: La electroforesis de proteinas se
realizé basicamente segiin la técnica descrita por Laemmli (1970), utilizando geles

resolutivos y concentradores al 12,5% y 5% de acrilamida respectivamente, en sistema

de minicdmara. Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:
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Acrilamida  : 30 % acrilamida ~ 0,8 % bisacrilamida

Solucién (A) :Tris~HCl 1,5M pH8,8; SDS 0,4 %

Solucién (B) : Tris ~ HCl 0,5M pH 6,8 ; SDS 0,4 %

Solucién de corrida  : Tris.Base 0,025 M; glicina 0,192 M, pH 8,4; SDS 1%.

Solucién de carga (2x) : Tris ~ HCl 0,125 M pH 6,8; SDS 6 %; glicerol 20 %;
2 - mercaptoetanol 0,05 % ; azul de bromofenol 0,002 %.

Solucién de fijacién  : TCA 0,1 % ; isopropanol 50 %.

Solucién de tincién  : Azul de Coomassie R~250 0,2 %; TCA 0,1%;

isopropanol 25%
SDS : 10 %.
APS :10%
NaCl : 5 M.

Los minigeles se prepararon segun el siguiente esquema:

Soluciones Gel concentrador Gel separador
5% 12,5%

Acrilamida~ Bisacrilamida (ml) 0,35 3,00

Solucién (A) (ml) e 1,7

Solucién (B) (ml) 0,50 o

SDS 10%  (pul) 17 70

TEMED () 3,75 10

H.O dd. (ml) 0,90 1,40

NaCl 5M  (ul) S 66,7

APS 10% (ml) 0,075 0,20
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Las muestras se prepararon agregandoles la mitad del volumen
de solucién de carga Tris- HCl 125 mM, glicerol 20%, SDS 4%, b ~ mercaptoetanol
0.05%, Azul de Bromofenol 0.002%, y se calentaron a 100 °C por 5 min cuando fué
necesario. Segtin la determinacién de la concentracion de proteinas de las muestras,

se cargaron los microlitros necesarios para que cada carril contuviera alrededor de 20

Lg de proteina.

La electroforesis se efectudé a 60 Volts mientras las muestras
atravezaban el gel concentrador, y a 200 V mientras lo hacian por el gel resolutivo.
La corrida fué detenida segtin la posicidén que tuviera el estandar pretefiido usado
como referencia. El gel fué incubado en la solucién de fijacién por 30 min, después de
lo cual fué dejado durante la noche en solucién de tefiido, al dia siguiente fué
destefiido en 4cido acético al 10%.

En las ocasiones en que se realizé densitometria de las bandas

de proteinas, se utilizé el programa de computacién NIH/Image 160.

2.5.4 Flectroforesis en geles de poliacrilamida-urea: Se prepararon geles de
poliacrilamida ~ urea segtin la técnica descrita por Pugsley y Schnaitman (1978). Las
soluciones utilizadas fueron las mismas que para los geles de poliacrilamida~SDS y la
preparacion siguid el mismo esquema sefialado antes salvo que el gel resolutivo llevo

urea a una concentracién final 8 M, sin agregar NaCl 5 M.

2.5.5. “Immunoblot”: Se realizé segin la técnica descrita por Towbin y cols. (1979).
Se transfirieron las bandas de proteinas, desde un gel de poliacrilamida~SDS no

tefiido, a papel de nitrocelulosa, poniendo a ambos en contacto y Iuego entre dos

laminas de papel Whatman 3MM . Este conjunto se ubicéd entre dos esponjas y luego
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entre dos soportes de plastico perforado, el que se colocé en la cidmara de
transferencia, en posicién tal, que el papel de nitrocelulosa quedé enfrentando al
dnodo. El traspaso se hizo a temperatura ambiente a 200 mA durante 30 min, en una
solucién amortiguadora conteniendo Tris~ HCl 25 mM; glicina 192 mM y metanol
20%; pH 8,4 . Con el objeto de bloquear los sitios de unién libres, el papel de
nitrocelulosa se incubd en PBS conteniendo BSA al 1%, en agitacién durante 30 min.
Luego se agregd el antisuero especifico, diluido 1 : 500 en PBS-BSA , el que se dejo
actuar por 30 min en agitacién, luego de lo cual se 1avé por tres veces durante 10 min
con una solucién de PBS conteniendo Tween 20 al 0,5%. Después, se hizo la
incubacién del papel de nitrocelulosa con suero anti-IgG humano conjugado con
fosfatasa alcalina, diluido 1:1000 en PBS-BSA en las mismas condiciones anteriores.
Luego se lavé 3 veces como se describié anteriormente y se dejé sumergido por 3 min
en el amortiguador de sustrato (SB) (Tris~-HCI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl.
50 mM).

Para el revelado, se incubd en SB conteniendo el sustrato BCIP
(8 Bromo~4~cloro-3- indolil fosfato) 0,16 mg/ml y NBT (azul de nitrotetrazolio) 0,33

mg/ml. La reaccidn se detuvo lavando con bastante agua destilada ~ EDTA 50mM.

2.6. Mutagénesis por recombinacién homdloga.

Fragmentos cromosdmicos dque contienen Tnl0, han sido
transducidos (Perkins y cols., 1993; Liu y cols., 1993a; 1993b; Sanderson y Roth,
1988 ) desde S. fyphimurium a otras cepas, mediante el fago P22, seleccionando los
clones transductantes por su resistencia a tetraciclina.

Se realizaron los ensayos para transducir  diferentes

fragmentos cromosdmicos con insertos Tnl0, desde S. fyphimurium a Ecc 71
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utilizando el fago P22, con el fin de obtener mutantes con alguna alteracién en las

proteinas de membrana externa.

2.6.1 Produccién de lisados: Preinéculos de cada una de las cepas de S. fyphimurium
que poseian inserto de Tn 70 en sus cromosomas en los sitios elegidos , se crecieron en
Caldo Luria a 37°C durante la noche. A 1 ml de cada cultivo se le agregé 4 ml de
Caldo P22, incubindose durante la noche a la misma temperatura. Al dia siguiente,
cada cultivo se centrifugd a 3000 xg durante 10 min y los sobrenadantes obtenidos se

pasaron a través de filtros estériles de 0,2 mm y se almacenaron a 4°C.

2.6.2 Titulacién de los lisados: Se crecié S. fyphimuyrium MS1 en CL durante la noche
a 37°C, y al dia siguiente se agregaron 200 ul de este cultivo a tubos conteniendo 2,5

ml de Agar blando fundido y mantenido a 45°C, después de lo cual se les agregaron
diluciones de los lisados, en duplicados. Cada mezcla fué vertida sobre una placa de
AL e incubada por 24 hrs a 37°C, se contaron las placas de lisis y se calculé el titulo de

fagos de cada lisado.

2.6.3 Transduccidén de marcadores genéticos desde S. fyphimurium a Erwinia
carofovora subsp. carofovora 71: Se creci6 la cepa receptora Ecc 71 en medio salino
Al por 24 hrs a 28°C, se centrifugé a 3000 xg durante 10 min y se resuspendié en el

mismo medio fresco al volumen inicial. Los lisados de fago P22 se wusaron en la

concentracién obtenida o en dilucién de 1/10. Se realizaron dos tipos de ensayos:
a) en medio liguido, mezclando voliimenes iguales de lisado dejz fago P22 y bacterias,

. . . o . \ .
incubando durante 60 min a 28°C sin agitacidon y plaquean@o en medio CVP que

contenia tetraciclina en concentraciones de 3,4, 5,y 10 ug / ml,
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b) en medio sélido, sembrando un césped de bacterias receptoras sobre placas CVP

, . . qe . [ .
que contenian las concentraciones de tetraciclina sefialadas anteriormente, y sobre el

cual se depositaron 15 gotas, en forma individual, de 5 pl ¢/

lisados. En ambos casos, las placas se incubaron a 28°C y se ob

1, de cada uno de los

servaron diariamente,

por un periodo de hasta 5 dias, para el aislamiento de clones resistentes a tetraciclina.

2.7 Transformacién

Se emplearon dos métodos: tratamiento de bacterias con CaCl.

y electroporacion.

2.7.1 Preparacién de células competentes por el método de CaCly: Las bacterias se

sembraron en 1 ml de CL y se dejaron crecer durante la noche, al dia siguiente este

cultivo se inoculé en 100 ml de CL conteniendo MgCl; 10 mM,

que fueron incubados

a 28°C por 4 ~ 5 horas hasta alcanzar una D.O.cooum de 0,4. Se dejé en hielo por 20

min y luego se centrifugd a 1.500 x g por B min y a 4°C. El sedimento resultante se

resuspendié en 1/3 del volumen inicial con amortiguador SB

en hielo por 20 min. Se volvid a centrifugar en las condiciones

y se dejé nuevamente

anteriores y luego las

células fueron resuspendidas en 6,88 ml de SB y dejadas en hie‘lo 60 min para lograr

células competentes. Las células se usaron inmediatamente o lclvien se les agregd 1,12

ml de glicerol estéril, se alicuotaron en voliimenes de 200 ul en tubos Eppendorf y

se les dejo a 4°C por 30 min para luego guardarlas a ~20°C, hasta el momento de ser

ocupadas.

2.7.2 Transformacién de células competentes: Se mezcld el contenido de un tubo

Eppendorf de células competentes (200 ml) con el DNA en

una concentracién de
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10-50 ng contenido en un volumen maximo de 10 pl. La mezclaj. se incubd 90 min en

hielo y luego se le dié un pulso de calor (42°C por 90 seg) y s!e pasd rapidamente a

hielo por 1 a 2 min. Luego se le agregé 400 ml de CL y se dejé incubando 60 min a

28°C. Posteriormente se sembraron alicuotas de 100 ul en placas; de AL conteniendo el
\

antibidtico apropiado. {

\

2.7.3 Preparacién de células electrocompetentes: El método utilizado para la
preparacién de células competentes para electroporacién, fué basicamente el descrito
por Chassy y cols., (1988). A partir de un preindculo en Medio|Al incubado durante

la noche, se sembré un indculo de 100 pl del mismo medio, incubéndolo a 28°C hasta

alcanzar una D.O g0 = 1.0. Las bacterias se cosecharon por centrifugacién a 1500
xg por 10 min y el sedimento se resuspendié en 1 volumen de agua desionizada,
repitiéndose este paso tres veces. El ultimo sedimento se resuspendié en agua
desionizada en 1/5 del volumen original. Luego se volvié a centrifugar en las mismas

condiciones anteriores y el sedimento se resuspendi6 en 1/500 de volumen de glicerol

frio al 10%. Se guardaron alicuotas de 40 pl a ~20°C.

2.7.4 Transformacién por electroporacidén: Esta se llevd a cabo segiin el método

descrito por Chassy y cols. (1988), con algunas modificaciones. A un tubo de

microfuga conteniendo 40 pl de células electrocompetentes se l‘e agregé 1 ul de DNA

(alrededor de 100 ng) y se mezclé cuidadosamente, dejandolo erl1 hielo durante 5 min.

Luego la mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacién cuidando en no

introducir burbujas y se mantuvo en hielo hasta el momento de la electroporacién.
‘

Una vez ubicada la cubeta en la cAmara de electroporacién, se fij6 1a resistencia a 200
\
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ohms y la capacitancia a 25 mF d4ndose un pulso de 2,5 kilovol’c]rs. Luego se agregd a la
cubeta 1 ml de CL + sacarosa 300 mM y se transfirié todo el c;ontenido a un tubo de

1
microfuga el que se dejé en agitacion suave a 28°C durante 35 min, después de lo cual

se centrifugd en microfuga y el sobrenadante (950 pl) se elimind, resuspendiéndose el

|
sedimento en los 50 pl restantes. Este volumen fué sembraldo en placa de AAl

conteniendo el antibiético apropiado para la seleccién de transformantes.

2.8 DNA.
2.8.1 Preparacién de DNA gendémico bacteriano: Se siguié la técnica descrita por
Ausubel y cols. (1987) en que los restos celulares, polisacdridos y restos de proteinas
son removidos por precitacién con CTAB, y el DNA de alto peso molecular se recupera
por precipitacién con isopropanol.

El cultivo crecido a saturacién durante la noche, se centrifugd

en microfuga por 2 min a 5.000 rpm, el sedimento se resuspendié en 565 ul de TE , y

luego se le agregd 30 pl de SDS al 10% y 5 ul de proteinasa K %O mg/ml. Esta mezcla

1

se incubd por 1 hr 2 37°C. A continuacién se agregaron 12(1) ul de NaCl BM y se
\
|

mezcléd en Vortex vigorosamente, después de lo cual se agregaron 80 pl de una

solucién CTAB 10% ~ NaCl 0,7 M. La extraccién de DNA se realizé con un volumen
igual de CF ~ IAA , se mezclé y luego centrifugd por 5 min en microfuga a 5.000 rpm.
La fase superior acuosa resultante se tratdé con un volumen igual de fenol ~ CF - IAA,
se mezclé y luego centrifugé igual al paso anterior. La fase superior se precipité con

0,6 voliumenes de isopropanol durante 15 min a temperatura ambiente, después de lo

cual se centrifugd en microfuga. El sedimento se lavé con etamol al 70 % y
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|
|
|
nuevamente se centrifugé en las condiciones anteriores; eliminando el sobrenadante

y resuspendiendo el DNA en 100 pul de TE. |
|

2.8.2 Obtencién de DNA plasmidial: Para el aislamiento de pia’.smidos, se utilizd la
técnica descrita por Maloy (1990), creciendo las cepas durant;e la noche en CLy a

28°C o 37°C, dependiendo del tipo de bacteria. Las bacterias se Ei:entrifugaron durante
1 min en microfuga y el sedimento se resuspendié en 200 ul t}ie solucién de lisis, la
que contenia glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.0y EDTA 10 mM. Después de
5 min de incubacién a temperatura ambiente se le agregaron 4?0 ul de una solucién
SDS 10% ~ NaOH 10 N mezclando el contenido de los tubos p01i~ inversiones repetidas
y dejando en hielo por 15 min. Luego se agregaron 300 pl de uina solucién de acetato

1
de amonio 7,5 M y se procedié a mezclar suavemente por breve‘Ts segundos después de

lo cual se dejé en hielo por otros 10 min. Se centrifugd por 10 nlam a 10.000 rpm y el
sobrenadante separado en un tubo limpio se sometié a una ext:raccién con 250 ul de

una mezcla de fenol: CF: IAA (24 :23: 1), agitado en Vorf!'tex y centrifugado en
microfuga por 5 min. La fase superior se transfirié a un nuevo ﬁilbo, a la que se agregé
0,6 voliumenes de isopropanol manteniendo la mezcla por 1¢ min. a temperatura
ambiente. Este se centrifugd por 30 min en microfuga y él pellet resultante se

resuspendié en 100 pl de amortiguador TE . Se agregaron 2 ul de RNAsa 10 mg/ml

preparada en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 4.8 y hervida por 10 min.

2.8.3 Purificacién de DNA plasmidial: Para obtener una preparacién de plasmidos

purificados, se hizo una electroforesis en agarosa de tipo prep]arativa, después de lo

cual la regién del gel que contenia la banda de DNA plasmidial ise cortd con un bisturi
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esterilizado y se colocé en una bolsa de didlisis de 0,25 p]ulgadas de didgmetro
conteniendo TE. La bolsa de dialisis se colocd en la camara de elc,j:c’croforesis horizontal
y el DNA se electroeluyé en 300 ml de TEA , durante 30 min a 7JO mA y a temperatura
ambiente. Luego se procedié a invertir la polaridad de la cdmara por 30 seg y a
recuperar el contenido de 1a bolsa, el cual fué centrifugado en microfuga por 10 min

a 5.000 rpm, procedimiento que se repitié con el sobrenadante obtenido, para

eliminar completamente posibles residuos de agarosa contaminantes. Se realizd la
extraccion del DNA electroeluido con Ia mezcla fenol: CF: IAA, luego se centrifugé en

microfuga por 5 min 2 10.000 rpm y la fase acuosa fué repartida en volimenes de
400 pl en tubos limpios. Luego se realizo la precipitacién del DNA con etanol segiin la

técnica descrita anteriormente.

|
2.8.4 Electroforesis en geles de agarosa: La electroforesis del DNA cromosdmico o

plasmidial, se realizé utilizando geles de agarosa al 0,7 %, prieparados en solucion
. , . . |
amortiguadora TEA, colocados en camara horizontal e inmersos en TEA. Las muestras

de DNA se prepararon en 1/3 v/v de solucién de carga (gllicerol 25%, SDS 0,5%,
azul de bromofenol 0,025% y EDTA 12 mM ), se calentaxlion durante 5 min a
65°C y luego fueron cargadas en los bolsillos del gel. La electrTforesis se realizd a 70
mA durante 45 min aproximadamente. Las bandas de DNA fueron observadas en un
transituminador UV, previo tefiido de los geles con una solucién de bromuro de etidio

1 pg/ml durante 10 min. Los geles fueron fotografiados usando placas Polaroid Black

and White Type 667. |

2.8.5 Digestién del DNA con enzimas de restriccion: Generalmente, se incubd 0,5 a

1,0 ug de DNA con 1-2 unidades de enzima de restriccién en el amortiguador y
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cubacién fué de 2 hrs

a 37°C. Los fragmentos fueron separados por electroforesis en geles de agarosa entre

1-1,5 %, dependiendo del tamafio de los fragmentos esperados.

2 8.6 Identificacién de la insercién de Tn 70 en el DNA cromosémico de las mutantes

mediante PCR: Se utilizé la técnica de amplificacién de un fragmento del gen de

resistencia a tetraciclina fefR mediante la reacciéon de polimeriza

Para ello se disefiaron 2 iniciadores o “primers” basados
nucledtidos de 1a region fefA del gen de resistencia a tetracicln
TnI0 (Nguyen y cols., 1983). Para el extremo N~ terminal se si1
36mer: 5’ CTG CAG CAT ATG AAT AGT TCG ACA AAG ATC GC
terminal, el OLITET 2 de 40mer: 5° CCGG CAT ATG AAG CTT G1
AGC ACT TGT 3, correspondiente a un fragmento que termina
del gen. Se utilizé DNA cromosémico de: Ecc 71, mutantes 31
de S. typhimurium 2947 como control positivo. Después de ur
realizaron 35 ciclos de amplificacién con un programa de des:
1 min, alineamiento de los iniciadores a 55°C por 1 min, y elo
min; finalizando con una elongacién de 7 min a 72°C,

Programmable Thermal Controller, M.J. Research, Inc. Desp

productos del PCR 4°C durante la noche, se analizaron medi

agarosa al 1,5 %.

2.87 Desestabilizacién de plasmidos: Para provocar la p

cidn en cadena (PCR).
en la secuencia de
na fefR del transposén
ntetizé el OLITET 1 de
A TTG 3’; y para el C-
G ACG AAA TAA CTA
en el nucledtido 1293
1, 19, 20, 22,4115 y
1 comienzo a 92°C, se
naturacion a 92°C por
ngacién a 72°C por 1
en un termociclador
ués de mantener los

ante electroforesis en

érdida de plasmidos

(“curacién”), se cultivaron las bacterias por dos periodos sucesiyos de 24 hrs cada, en

el medio de cultivo de bajo contenido en fosfatos descrito por

Torriani (1960). Este,
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denominado Medio Basal A-P contiene Tris Base 0,1 M; MgSOs . 7 HzO 0,1 g;
(NH4).80s 1,0 g ; citrato de sodio 0,5 g; el cual es ajustado a pH 7,4 con HCl y
esterilizado en autoclave. Una vez frio, se le agrega glucosa a una concentracién final

del 0,1 % y K:HPO4 0,05 mM final.
’ y ’

2.8.9 Verificacién de la estabilidad de pldsmidos en Ecc: Las bacterias en estudio, se
crecieron durante la noche en el medio de cultivo apropiado suplementado con el
antibiético de seleccién, se sedimentaron por centrifugacion y se resuspendieron en
1/5 del volumen inicial en Medio Minimo Al sin glucosa. Luego se prepararon
diluciones también en Medio Al, para el desarrollo de viables, el que se realizé en
CVP suplementado con el antibiético en concentracién apropiada. Se prepararon 3
grupos de tubérculos de papas para evaluar la evolucién de la enfermedad. Los
tubérculos fueron inoculados con las cepas, segiin se ha descrito en la seccién Métodos
2.3.2., e incubados por grupos en cajas separadas. Los grupos de tubérculos se
cosecharon en dias sucesivos, es decir, a las 24, 48 y 72 hrs de incubacién. La cosecha
consistié en tomar los macerados producidos en cada inoculacién, resuspenderlos en 1
ml de Medio Al cada uno y después de homogenizados, fueron diluidos para la
contabilidad de bacterias viables. Las diluciones se sembraron en placas de CVP con el
antibidtico apropiado, y en un duplicado sin el antibidtico. El niimero de bacterias
viables, en las placas con medio de cultivo suplementado con antibiético tendria que
ser igual al niimero de bacterias que se desarrollara en la placa correspondiente, de
medio de cultivo sin antibidtico, para decidir que el plasmido era estable en una cepa

bacteriana.
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2.9 Determinacién de la produccién de exoenzimas por ensayo en placas.

En los ensayos para la determinacién de secrecién de enzimas al
medio, se utilizaron placas Petri de 100 x 20 mm con 20 ml de medio de cultivo,
suplementado con el sustrato adecuado. Cada placa fué dividida en tres sectores, en
cada uno de los cuales fué sembrada una bacteria diferente. La siembra fue realizada

depositando sobre la superficie del medio de cultivo 3 gotas, separadas unas de otras,
de 5 pil o/u de bacterias crecidas hasta una D.O.eo0 igual 2 0,07. Se cuid6 el nivel de la

superficie tanto del mesén en que se monto este ensayo como del de las bandejas de 1a
cémara de cultivo, para evitar la deformacién de las gotas. Cumplido el tiempo de
incubacién, se midié el didmetro del halo de hidrdlisis producido alrededor de las

zonas de crecimiento microbiano.

2.9.1 Produccién de pectinasas: Para determinar la secrecién de pectinasas por las
diferentes cepas bacterianas, se utilizé la técnica de He y cols., (1991) con algunas
modificaciones. Se usé el Medio A1 suplementado con 0,4 % de poligalacturonato de
sodio el que fué incubado durante 1a noche a 28°C. Las placas se inundaron con una
solucién de CTAB al 1,0% y luego se midieron los halos transparentes formados

alrededor de cada mancha de crecimiento bacteriano.

2.9.2 Produccién de proteasas: Se realizé la determinacién del fenotipo secretor de
proteasas en las bacterias, inundando con una solucién saturada de sulfato de
amonio, las placas de Agar gelatina que habian sido sembradas el dia anterior con las
bacterias en estudio. Se midié el halo de hidrdlisis formado alrededor de cada mancha
de crecimiento bacteriano. El Agar gelatina fué preparado con Triptona 1,0 g; gelatina

10,0 g; extracto de levadura 0,5 g; NaCl 0,5 g; agar 1,0 g ; en 1 It de agua dd.
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2.9.3 Produccién de celulasas: La determinacién de celulasas secretadas por las
bacterias, se realizé segiin el método descrito por Teather and Wood (1982), en placas
de AL (agar 0,8 %) suplementadas con 0,1 % de carboximetilcelulosa (CMC). Después
de 1a incubacién de bacterias, se inundaron las placas con una solucién de Rojo Congo
0,1% durante 15 min. Luego de eliminar la solucién anterior, se inundaron con NaCl
1 M y se dejaron en reposo durante otros 15 min. Por tultimo, se reemplazé esta
solucién por una de HCI 1IN, después de lo cual el agar de la placa tomé un color azul

y fué posible medir los halos de hidrélisis transparentes.

2.10 Determinacién de sensibilidad a antibiéticos ( Cailculo del MIC). Los
antibiéticos se diluyeron en forma seriada a la mitad, en una serie de tubos
conteniendo 1 ml de CL cada uno. Estos tubos se sembraron con una gota de cultivo
bacteriano crecido durante la noche, 2 28°C y se incubaron por 24 hrs a la misma
temperatura. Se designé como concentracién inhibitoria minima (MIC), a la menor

concentracién de antibidtico en que no se encontrd desarrollo bacteriano.

2.11 Aislamiento de mutantes tetS. Para detectar clones que han perdido la
resistencia a tetraciclina, se utilizé el ensayo de Maloy y Nunn, 1981. Este est4 basado
en la utilizacién del medio de cultivo Bochner-Maloy, el cual esta formado por:

A : agar 15 g; Triptona 5 g y extracto de levadura 5 g; clortetraciclina 50 mg, en 500
ml de agua desionizada. B : NaCl 10 g; NaHPOs . H.O 10 g en 500 ml de agua
desionizada. Estos medios de cultivo se autoclavan por separado, y una vez enfriados a
50°C se mezclan y se les agrega 5 ml de una solucién de ZnCl; 20 mM, con 15 mg de
acido fusérico, la que ha sido esterilizada previamente, mediante filtracion. Luego, la

mezcla completa es vertida en placas Petri.




RESULTADOS

1.~ Caracterizacién de Erwinia carofovora subs. carofovora 71 .
1.1. Caracteristicas metabdlicas.

Erwinia carofovora subsp.carofovora 71 (EFcc 71) es una
bacteria perteneciente a la familia Enferobacteriaceae, y como tal posee muchas
caracteristicas metabdlicas y de crecimiento comunes con otros géneros de esta
familia. Para tener un patrén de comparacién con otras bacterias relacionadas que se
ocuparian en este trabajo, se estudiaron las propiedades metabdlicas y de crecimiento
como se sefiala en la seccién 2.1 de Materiales y Métodos, con las técnicas rutinarias
para la identificacién de cepas usadas en un laboratorio de Microbiologia y se
compararon con las tablas disefiadas para tal propésito en Brenner (1984) del
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”, y en Starr (1981b) del texto “The
Prokaryotes”. En la Tabla 3 se muestran en su mayor parte los resultados de pruebas
que marcan alguna diferencia entre las cepas de Fcc 71, E coli K12 y S.

typhimurium MS1.

1.2 Observacién microscopica de la invasion de tejidos de tubérculo de papa por

Ecc'T1.

Erwinia carofovora subsp. carofovora es un fitopatégeno capaz de
producir la maceracién enzimatica del tejido parenquimatoso del tubérculo de papa.
Una de las vias de entrada de esta bacteria al tubérculo, es por las lenticelas de la

peridermis, ya que los espacios intercelulares de éstas se continuan con aquéllos de
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Tabla 3.

Caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas y de cultivo de
Erwinia carofovora subsp. carofovora 71, E. coli K12 y §.
fyphimurium MSI1.

Ecc.71 Ecoli St MS1
K12
H?2S de Cisteina + ~ +
Degradacién de pectato + ~ ~
Produccién de acetoina + - ~
Reaccién de Rojo de Metilo ~ + +
Produccién de Indol - + -
Hidrdlisis de Gelatina ~ -
Produccién de 4cido desde:
Lactosa + + -
Maltosa - + +
Sacarosa + - -
Alfametilglucdsido ~ ~ -
Sustratos como tnica fuente
de
carbono:
Citrato + ~ +
Glicerol - + +
Celobiosa + ND ND
Rafinosa + ND ND
Inositol + ND ND
Motilidad + ~ +
Crecimiento en 5% NaCl + ~ +
Temperatura dptima de crecimiento 27-30°C  37°C 37°C

Sensibilidad a 50ug de Eritromicina ~ ~
Requiere de factores de crecimiento ~ ~

42
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los tejidos internos, lo que facilita la invasién por el patégeno. Otra via de entrada
muy comiin, son las heridas producidas en la superficie por equipos de labranza,
labores de cosecha, lavados, almacenamiento, etc. las cuales dejan expuestos los tejidos
susceptibles del tubérculo, los que son colonizados entonces por estas bacterias.

Para visualizar las bacterias dentro de su organismo
hospedante, la distribucién de ellas con respecto a los tejidos, y el dafio producido; se
infectaron papas como se indica en la Seccién 2.3.2 de Materiales y Métodos, por
puncién de la superficie con un mondadientes e inoculacién de una alicuota de
cultivo de Ecc 71 en la perforacién. Lo mismo se hizo con papas controles, inoculando
en la perforacién el mismo volitmen pero del medio de cultivo A1 estéril. De cada
lugar inoculado se hicieron preparaciones para la observacién al Microscopio Optico
(MO) y para el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) como se encuentra
detallado en la Seccidén 2.4 de Materiales y Métodos.

Las figuras 4, 5 y 6 corresponden a observaciones al
microscopio éptico, de cortes de tubérculo de papa, tefiidos con el Método de
Safranina-Fast Green. La figura 4 representa un corte por tubérculo sano, en el que se
pueden observar la zona externa de la peridermis (punta de flecha) y bajo ella una
zona de células dispuestas en filas hacia el interior, el felema o corcho, luego se
distingue el parénquima formado por células globosas sin espacios intercelulares,
conteniendo grianulos de almidén.

La figura 5 muestra la desintegraciéon del tejido parenqui-
matoso provocado por la accién enzimatica de Ecc 71 sobre la ldmina media, la que se
produce por debajo de la peridermis. El color verde oscuro en los bordes celulares,
indicado por flechas, muestra la acumulacién de bacterias, detalle que se observa con

mayor aumento en la figura 6, y que muestra cémo la bacteria va ubicindose en los
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espacios intercelulares lugar, en que depolimeriza los componentes de las paredes

celulares vegetales.

Figura 4. Corte por tubérculo de papa. Se observa la peridermis (punta de flecha), y
las células del parénquima de reserva conteniendo amiloplastos. Microscopia optica,
tincién con método Safranina~Fast Green.

Barra de referencia = 100 pm




|
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Figura. 5. Corte por la zona de maceracion de un tubérculo de papa provocada por
Ecc 71 después de 24 hrs de inoculacién. Las flechas sefialan zonas de acumulacion
de bacterias en los espacios intercelulares. Se observa una gran zona de destruccion
celular, que separa las capas de la peridermis y el tejido interno en donde se
encuentran las flechas. Microscopia optica, tincion con el método Safranina-Fast
Green.

Barra de referencia = 100 pm
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Figura 6. Corte por tubérculo de papa en la zona de maceracion. Lesiones producidas
por Ecc 71 después de 24 hrs de inoculacion. Todas las flechas sefialan las masas de
bacterias acumuladas. Microscopia dptica, tincion con método Safranina-Fast Green.

Barra de referencia= 25 pm

Las figuras 7 y 8 corresponden a MEB de tubérculo de papa infectado por Ecc 71. Se
puede observar en la figura 7 la morfologia bacteriana, mientras en la figura 8 se
observan los espacios producidos por la maceracion del tejido vegetal y a las células
separadas unas de otras. Las flechas estan indicando los lugares en que las bacterias
han logrado degradar la membrana celular, etapa dque ocurre posterior a la
depolimerizacién de pared celular. La figura 9 muestra una zona de la figura 8 con

mayor aumento, en que se sefialan las perforaciones producidas en la pared de las

células vegetales.
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Figura 7. Morfologia de Erwinia carofovora subsp. carofovora al MEB. Corte por la
zona de maceracién de un tubéreulo de papa, después de 24 hrs de su inoculacién

con Ecc 71. Barra blanca de referencia = 10 pm

e n bt S Tt et e

Figura 8. Maceracién en tubérculo de papa al MEB. Corte por la zona de
inoculacién de Ecc 71. Se observa la pérdida de continuidad del tejido
parenquimatoso, ausencia de ldmina media ‘entre las células y la presencia de
perforaciones en la superficie de algunas de ellas. La flecha indica la célula que fue
escogida para ser mostrada con mayor aumento en la figura 9 . Microscopia

Electrénica de Barrido. Barra de referencia = 100 pm
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Figura 9. Lesiones de la pared de las células parenquimatosas de tubérculo de papa.
Las flechas sefialan algunas de las perforaciones producido por Ecc 71 en la superficie
celular. Esta figura corresponde a un aumento del sector sefialado con flecha blanca

en la figura 8. Microscopia Electrénica de Barrido. Barra de referencia = 100 um

1.3 Maceracién del parénquima del tubérculo de papa.

Ecc produce la maceracién del tejido vegetal, cuando es
inoculada en perforaciones de la superficie de un tubérculo de papa, y en condiciones
de humedad y anaerobiosis adecuadas. Este proceso es producido por la accién de
numerosas enzimas pectinoliticas, celuloliticas y proteoliticas secretadas por estas
bacterias. La figura 10 muestra el corte de un tubérculo inoculado en ( A) con Ecc
71, en (B) con medio de cultivo A1 estéril; y en (C) con Ecc 193. Se puede observar
el aspecto acuoso del tejido sefialado por las flechas , que corresponde a la
denominada “pudricién blanda”, y que puede ser separado del resto de tejido sano
mediante una espatula, obteniéndose una cavidad de limites muy definidos, bajo el
peridermo de la zona de inoculacién, el cual no es atacado, como se observa en la

figura 11.




49

Figura 10. Efecto de la inoculacién de Ecc en un tubérculo de papa.Corte por las
zonas de maceraciéon (flechas) producidas por dos cepas de Erwinia carofovora
subsp. carofovora (A) cepa 71, (C) cepa 193; y (B) control con medio de cultivo

Al.

Figura 11. Vaciado de zona de maceracion en tubérculo de papa.Corte por tubérculo
de papa, mostrando la cavidad producida por la pudricion blanda, al ser eliminado
el tejido macerado, mediante la ayuda de una espatula.
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1.4 Perfil de proteinas de Membrana Externa de Erwinia carofovora subsp.
carofovora T1.

Para analizar el patrén de proteinas de membrana externa
(OMP) de Ecc, se realizaron electroforesis de las preparaciones de membrana de esta
bacteria tanto en sistema de geles de poliacrilamida~SDS, como de poliacrilamida~SDS-
urea. Segiin se observa en la figura 12 A, (carril 2), correspondiente a PAGE-SDS, esta
bacteria presenta un perfil de proteinas claramente diferente de aquéllos
pertenecientes a E. coli y S, typhimurium (carriles 1 y 3 respectivamente) en cuanto
al ntimero y posicién de las bandas proteicas presentes en mayor concentracion
dentro de los rangos de masas moleculares de 48,5 a 26,6 kDa . En la figura 12 A se
indican las bandas de proteinas OmpC, OmpF, y OmpA identificables en E. coli y en
S.typhimurium, ademas de OmpD correspondiente sdlo a esta tiltima especie.

Es un hecho conocido, que bacterias pertenecientes a la familia
Enferobacieriaceae poseen proteinas de membrana externa en forma de unidades
triméricas, como lo son las porinas OmpC, OmpF y OmpD y que cuando son
solubilizadas en SDS bajo condiciones suaves de temperatura, exhiben masas
moleculares entre 100 a 200 kDa segiin la especie y por lo tanto, se encuentran
ausentes en las localizaciones que habitualmente se obtienen en PAGE con muestras
calentadas a 100°C/5 min. Por otra parte, la proteina OmpA, también muy
conservada entre las representantes de estas bacterias cuando es solubilizada en forma
suave en SDS, posee mayor movilidad electroforética que si la muestra de proteinas
fuera calentada a 100°C/5 min. Esta es una proteina de membrana externa dque
corresponde a aquellas designadas en Enferobacteriaceae como proteinas modificables

por calor.
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Figura 12. Electroforetograma de proteinas de ME de E. coli K12, EFcc 71 y S.
typhimurium (A); e "immunoblots" con sueros anti~ OmpC de S. fyphi (B) y anti-
OmpF/OmpA de S. typhimurium MS1(C).

(A) Extractos de proteinas de ME separados en geles de poliacrilamida~SDS al 12,5 % .
Carriles: 1,2 y 3 contienen las muestras calentadas a 100°C durante 5 min; carriles 4,
5y 6 contienen las muestras sin calentar, lo que mantiene a las porinas como trimeros
e impide que migren hasta la zona de 30~40 kDa; carriles 1y 4, E. coli K12; carriles 2
y 5, Foc T1; carriles 3y 6, S. fyphimurium MS1; carril St, contiene los marcadores de
masas moleculares pretefiidos: piruvato quinasa(58 kDa), fumarasa(48,5 kDa), lactico
deshidrogenasa(36,5 kDa) y triosa~ fosfatoisomerasa (26,6 kDa). Se muestra sélo la
zona relevante del gel.

Simbolos: Flechas sefialan OmpC, OmpF y OmpA de E. coli K12. Estrellas sefialan Omp
Ay OmpE de Ecc 71. Circulos sefialan OmpC, OmpF, OmpD y OmpA de S.
fyphimuriuym MS1.

(La leyenda de esta figura continiia en la pagina siguiente)




(cont. figura 12)

(B) Anilisis por “immunoblot” con suero antiporina OmpC de S. fyphi de las
proteinas del electroforetograma mostrado en ( A ), los carriles contienen las muestras
en las mismas condiciones sefialadas en (A)

() Anilisis por "immunoblot” con suero que contiene una mezcla de antiporinas
OmpF/OmpA de S, typhimurium, de las proteinas del electroforetograma mostrado en
(A), los carriles contienen las muestras en las mismas condiciones sefialadas en (A).

Simbolos: Igual que en (A), ademds, s/c indica “sin calentar”, la flecha OmpA s/c
sefiala la banda de proteinas de E. coli en el carril 4, y el doble circulo OmpA s/c
sefiala la banda de proteinas de S, fyphimurium del carril 6.

Considerando estos hechos, y con el fin de identificar dic;has proteinas
en Ecc 71 y compararlas con adquellas de E. coli K12 y S. fyphimurium MS1 se
hicieron migrar las proteinas de membrana externa de estas bacterias, en
amortiguador de carga calentadas a 100°C (figura 12 A, carriles 1, 2y 3) y sin
calentar (figura 12 A , carriles 4, 5 y 6). Se observan las proteinas de Ecc 71 (carril 2),
2 de cuyas bandas proteicas , marcadas con estrellas, se encuentran ausentes en el
carril B; asi también se pueden identificar las proteinas OmpF , OmpC y OmpA de E.
coli , indicadas con flechas en el carril 1y las proteinas OmpF, OmpC, OmpD y OmpA
de S, fyphimurium indicadas con circulos en el carril 3, todas al igual que en el caso
anterior se encuentran ausentes en sus carriles respectivos (4 y 6), cuando las
muestras no son calentadas. Esto estd indicando que estas proteinas corresponden a
aquellas que forman unidades multiméricas, las que al no ser disociadas, se
mantendran ocupando posiciones entre los 100 a 200 kDa en PAGE-SDS y no serdn
observables en los rangos de masas moleculares que se muestran en la figura 12 A. Por
otra parte se puede observar en las fres muestras sin calentar, la presencia de una
nueva banda en el rango de masa molecular de 30 kDa y que en los casos de E. coliy

S. fyphimurium, se sabe que corresponde a la proteina OmpA.
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1.5 Identificacién de dos proteinas de Membrana Externa de Ecc 71

Para verificar la existencia de proteinas relacionadas con
porinas en Ecc, se realizaron 2 “immunoblots” a partir del PAGE~-SDS mostrado en la
figura 12 A de proteinas de membrana externa, uno de ellos utilizando anticuerpos
contra la porina OmpC de S.fyphi (figura 12 B), y el otro con un antisuero dque
contenia una mezcla de anticuerpos contra la porina OmpF y contra la proteina OmpA
de S, typhimurium (figura 12 C). Se puede observar en la figura 12 B, que una sola
banda de proteinas de Ecc 71 es reconocida por el antisuero OmpC (carril 2), la que
presenta una masa molecular aparente mayor que OmpC de E. coli (carril 1) y menor
que OmpC de 8. typhimurium (carril 3), ademas se puede constatar que existe una
reaccién cruzada del antisuero OmpC con la porina OmpF en las bacterias controles.
En cuanto al resultado con el antisuero OmpF/OmpA, se observa en la figura 12 C
(carril 2) la presencia de dos bandas en Ecc 71, una que conserva la posicion de
aquella reconocida por antiOmpC y otra de mayor masa molecular aparente y que
estaria reaccionando con los anticuerpos anti-OmpF/anti~OmpA.

Los carriles 4, 5y 6 de la figura 12 B muestran la ausencia de
bandas que reaccionen con el suero antiOmpC, si se las compara con las muestras
calentadas (carriles 1,2 y 3 respectivamente), lo que estd corroborando el hecho que
estas proteinas corresponden a aquellas que al no ser solubilizadas completamente
permanecen como trimeros y asi ocupan posiciones superiores a 200 kDa, en el caso
que ingresen al gel separador. En la figura 12 C se observa la presencia de bandas
reaccionantes en E coli (carril 4) y en S fyphimurium (carril 6), con distinta
movilidad electroforética que en las muestras calentadas y correspondientes a OmpA,
mientras en Ecc 71 (carril 5) se mantiene una banda de baja masa molecular que ya

estaba aparentemente presente en la muestra calentada.
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Para optimizar la separacién electroforética de porinas en los
geles, se realizé una electroforesis de las proteinas de ME, en geles de poliacrilamida
SDS-Urea ( figura 13 A) y el “immunoblot “con suero anti~OmpC de S. fyphi (figura
13B). En la figura 13 A se observa, en el carril 1, dos bandas de proteinas indicadas
con estrellas pertenecientes a Ecc 71; en el carril 2 se han marcado las proteinas
OmpC, OmpF y OmpA de E. coli;y en el carril 3 se muestran las bandas OmpC, OmpF,

OmpD y OmpaA de S. fyphimurium.
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Figura 13. Perfil de proteinas de ME de Ecc 71, E. coli K12 y S. fyphimurium MS1 A)
e “immunoblot” contra suero antiporina OmpC de S fyphi (B). Los simbolos
corresponden a los indicados en la figura 12

(A). Extractos de ME fueron separados en PAGE-SDS-Urea al 12,5 %; se muestra solo
la regién de interés del gel. Carril St, patrones de masas moleculares; carril 1, Ecc 71,
carril 2, E.coliK 12; carril 3, S. typhimurium MS1.

(B) “Immunoblot” del electroforetograma mostrado en (A) contra suero antiporina
OmpC de S, fyphi. Las muestras de los carriles corresponden a las de (A).
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En la figura 13 B observan las bandas proteicas de las porinas
de E coli (carril 2), de 8. fyphimurium (carril 3) reconocidas por el suero anti~
OmpC y ademas de una de las bandas de Ecc 71 (carril 1). La posicién de esta ultima
banda corresponderia entonces a aquella que presenta menos migracién de las dos
sefialadas en la figura 13 A, por lo que, comparado con el resultado mostrado en la
figura 12 B las dos bandas proteicas principales de ME en Ecc 71 invertirian su
movilidad electroforética dependiendo del sistema utilizado. La presencia de bandas
reaccionantes adicionales en este “immunoblot”, se estimé que correspondian a una
sobre-reaccién con el antisuero. Sin tener mayores antecedentes acerca de las
propiedades de la proteina de Ecc 71 reconocida por antiOmpC, y que podria
corresponder a OmpC o a OmpfF, se opt6 por denominarla temporalmente OmpE.

Para conocer las masas moleculares relativas (M de las
bandas de proteinas consideradas OmpE y OmpA de Ecc 71, se calcularon los Rs de
ellas, en base a geles semejantes a la figura 12 A, dando como resultado My de
alrededor de 37,9 y 40,0 kDa respectivamente. Como controles de referencia en el
mismo gel, se usaron las proteinas de OM de E. coli y S. fyphimurium. Segin la
literatura (Benz y Bauer, 1988), OmpC y OmpA de E. coli poseen M de 36.0y 35.0
kDa respectivamente, mientras los de OmpC y OmpD de S fyphimurium
corresponden a 39,8 y 38,0 kDa respectivamente, datos que coincidirian con las

posiciones mostradas por dichas proteinas en este gel.

1.6 Regulacion de la expresién de proteinas de membrana externa dependiendo
de las condiciones ambientales.

En las bacterias Gram-negativas las respuestas adaptativas a los

cambios del medio ambiente afectan la composicién de fosfolipidos de membranas,
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inducen cambios en las propiedades iénicas, en los constituyentes macromoleculares
del citoplasma y espacio periplasmico, como también generan cambios en la
composicién de proteinas de la ME. Es asi como el niimero de moléculas de OmpC y
OmpF puede variar considerablemente por cambios en la temperatura, osmolaridad o
composiciéon del medio de cultivo (Forst e Inouye, 1988). Con el fin de conocer los
efectos del medio sobre la expresién de OmpE y OmpA de Ecc 71, se cultivaron las
bacterias en las condiciones sefialadas més adelante y se estudiaron los perfiles de

proteinas de ME.

1.6.1 Efecto de la osmolaridad.

Tanto Ecc 71 como E. coliK12 y 8. typhimurium MS1 fueron
crecidas a 28°C en NB (Difco) como medio de cultivo de baja osmolaridad {40 mosM}
y en NB conteniendo 0,57M sacarosa (Puente y cols., 1991) como medio de cultivo de
alta osmolaridad (540 mosM aprox.). Ademés se cultivé para la cepa Lcc 71 tanto en
el Medio A1, (medio de crecimiento rutinario para esta especie, en este trabajo), como
en el Medio A1 conteniendo 5,0 % de NaCl. Una vez que los cultivos alcanzaron una
DOsoo = 0,4 fueron cosechados y los extractos de membrana externa analizados
mediante PAGE-SDS, de los cuales se realizé la densitometria utilizando el programa
de computaciéon NIH/Image 160. En la figura 14 A se observan los perfiles de
proteinas de cada cepa en las condiciones de crecimiento antes descritas y en la figura
14 B se muestra sélo las densitometrias de las proteinas de Ecc 71.

Como se observa en el perfil de proteinas en poliacrilamida-~
SDS de 1a figura 14 A, la cepa Ecc 71 presenta una mayor expresion de la proteina

OmpE en Medio A1 (carril 2), lo que sugiere un comportamiento funcional més del

"tipo OmpF" para esta proteina, llega a ser comparativamente igual que OmpA en el
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Figura 14. Electroforetograma de proteinas de ME de ELcc 71, E coli K12 y S,
yphimurium MS1(A) y densitometria de las proteinas de Ecc 71. Efecto de la
osmolaridad del medio sobre la expresién de proteinas de ME.

(A) Extractos de ME de bacterias crecidas en medios de cultivo de distinta
osinolaridad, fueron separados mediante PAGE-SDS al 12,5%. Carriles: 1, 2,4, 5, y 8
Ecc'71; carriles 6y 9 E. coli K12; carriles 7y 10 S, fyphimurium MS1.

Los medios de cultivo utilizados en carriles : 1, medio A1~ 5%NaCl;, 2, medio A1; 5, 6,
Yy 7 medio NB; 4, 8,9y 10 medio NB~0,57 M sacarosa. Simbolos como en la figura 12

(B) Densitometrias de las proteinas de ME de Ecc 71 . La flecha indica la direccidn de
la corrida electroforética. Los carriles examinados se encuentran indicados al costado
izquierdo y corresponden a aquellos de la figura (A). La banda marcada como St
corresponde al estdndar interno utilizado; A indica la proteina OmpA, y E la proteina
OmpE. Se incluye la razén entre OmpE y OmpA en cada uno de los casos.
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medio NB (carril 5); disminuye en A1-NaCl 5% (carril 1), y llega a ser menor que
OmpA en el medio de alta osmolaridad NB-sacarosa 0,57M (carriles 4 y 8). Estos
resultados fueron confirmados por las densitometrias mostradas en la figura 14 B, en

donde se muestran los valores de la razén OmpE/OmpA para cada caso. En los
casos de E coli K12 y 8. typhimurium MS1 se puede observar en la figura 14 A que
las porinas OmpF y OmpC son producidas normalmente cuando estas bacterias son
cultivadas en NB (carriles 6 y 7 respectivamente). En cambio, en el medio de alta
osmolaridad NB-sacarosa 0,57M, se produciria la disminucién de OmpF en E coli
K12 (carril 9), y casi la desaparicién de ella en S. fyphimurium MS1 (carril 10,
ubicacion entre OmpC y OmpA) , mientras que por otro lado se observa el aumento de
OmpC en ambos casos. De la observacién de la figura 14, no se puede deducir la
disminucién de OmpF en E. coli, en medio de alta osmolaridad, debido a que se trata
de una electroforesis en poliacrilamida~-SDS y se produce una ineficiente separacion
entre OmpF y OmpC (figura 14, carriles 6 y 9), las que migran a la altura de OmpD
de S. typhimurium (figura 14, carriles 7 y 10). Los resultados encontrados en estos

controles estén de acuerdo con lo establecido por Villarejo y cols., 1983.

1.6.2 Ffecto de la temperatura sobre la expresién de proteinas de la ME.

Ecc 71 fué crecida a 15 °C, 25°C y 28°C en los medios de
cultivo A1, MP y CL; la temperatura considerada optima para el crecimiento de Ecc
es de 28°C. Se incluyé el cultivo de la cepa en medio minimo Al enriquecido con
trozos de papas (MP), segiin se ha explicado en la seccién 3 de Métodos, para tener un
registro del efecto de la presencia de las células hospedantes sobre la expresién de
proteinas de la ME. La figura 15 muestra los perfiles de proteinas de ME obtenidos de

esta cepa y separados por PAGE-SDS al 12,6%. Los carriles 2, 3 y 4 contienen los
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Figura 15. Electroforetograma de proteinas de ME de Ecc 71. Efecto de la temperatura
de crecimiento sobre la expresion de proteinas de ME. Los extractos de ME de la
bacteria, fueron separados en un gel de poliacrilamida-SDS al 12,5%. Se muestra la
zona de interés del gel.

El carril 1 contiene los mismos patrones de masas moleculares que la figura 12.
Temperatura de crecimiento de las bacterias: Carriles 2, 5y 8 a 15°C; carriles 3,6y
9 a 25°C; carriles 4,7 y 10 a 28°C. Medios de cultivo: Carriles 2,3y 4 en Medio
Al; carriles 5, 6 y 7 en Medio MP ; carriles 8,9y 10 en CL.

La cabeza de flecha indica la migracion del doblete OmpA/OmpkE de Ecc 71.

extractos de ME de Fcc 71 crecidas en el medio A1, a temperaturas de 15°C, 25°C y
28°C respectivamente; los carriles 5, 6 y 7 contienen los extractos de ME de Fcc 71
crecidas en el medio MP a temperaturas de 15°C, 25°C y 28°C; mientras que los

carriles 8, 9 y 10 contienen los extractos de ME de esta bacteria crecida en CL a

temperaturas de 15°C, 25°C y 28°C respectivamente.
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Se calculd 1a razén OmpE/OmpA de la ME de Ecc 71 crecida en cada
una de las condiciones indicadas en la figura 15, mediante densitometria de estas
bandas de proteinas comparadas con un estandar interno. Los resultados se muestran

en la tabla 4.

Tabla 4. Valores de la razén OmpE/OmpA de 1a ME de Ecc 71 crecida bajo diferentes
condiciones de temperatura y medios de cultivo.

Temperatura de crecimiento
Medios de cultivo
15°C 25°C 28°C
Medio Minimo Al 9,00 2,76 1,62
Medio Papas (MP) 143 1,87 1,31
Caldo Luria (CL) 0,77 1,30 1,13

Célculos realizados a partir de las 4reas obtenidas para cada una de las proteinas,
medidas por densitometria del gel mostrado en la figura 15.

Segiin los valores encontrados para la razén OmpE/OmpA de
Ece 71, cuando las bacterias son crecidas en el medio de Al se produce la mayor
expresién de OmpE con respecto a OmpaA si la temperatura es de 15°C, disminuyendo
un 69,4% a temperatura de 25°C y un 82% a temperatura de 28°C, con respecto al
valor encontrado para 15°C. Si el cultivo de las bacterias se realiza en el méedio MP,
la razén OmpE/OmpA aumenta 30,76% si la temperatura se eleva de 15°C a 25°C y
disminuye en un 8,4% con respecto al valor alcanzado a 15°C si la temperatura de

crecimiento es de 28°C. Por otra parte, cuando las bacterias se encuentran en medio
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CL el cambio de temperatura de 15°C a 25°C incrementa un 68,8% la razon
OmpE/OmpA y sbélo 46,0% si la temperatura es de 28°C. En todas las condiciones
sefialadas, la expresién de OmpE es mayor que OmpA, excepto en Caldo Luria a 15°C

en el cual OmpA es mayor que OmpE.

1.6.3 Efecto del medio de cultivo en la expresién de proteinas de la ME.

Ecc una bacteria que ha sido encontrada en rios, océanos, aerosoles
y lluvia , en el suelo, en la superficie de las papas y en el interior de ellas; es capaz de
adaptarse a condiciones muy diferentes en cuanto a composicién de medios de cultivo
(Cappaert y cols., 1988). Para determinar si el medio en que se desarrolla esta bacteria
es importante en la regulacién de la expresién de proteinas de su membrana externa,
se cultivé Ecc 71 en medio minimo Al, en Al enriquecido con papas (MP), en medio
NB, NB-sacarosa, medio CL y en papas, y se estudio el perfil de proteinas de ME
separadas en PAGE-SDS 12,5%, se calculé la concentracién de proteina OmpE en
relacion 2 OmpA mediante densitometria del electroforetograma y se analizaron
dichas proteinas mediante “immunoblot” contra suero anti-OmpC de S. fyphi.

La figura 16 A muestra el electroforetograma de las proteinas
de ME de las bacterias cosechadas desde estos medios de cultivos. Se observa que, el
perfil de proteinas de las bacterias obtenidas directamente desde papas es el mas pobre
en proteinas, presentdndose casi exclusivamente las proteinas que hemos nombrado
como OmpE y OmpA. En el medio de cultivo minimo Al (carril 1), se observa una
gran expresion de OmpE comparada con la de OmpA ; en cambio, cuando el medio A1

es enriquecido con papas (carril 4) hay una disminucién ostensible de OmpE llegando

a ser menor que OmpA; en el medio NB (carril 2) disminuye OmpE con respecto a lo
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C 3,63 2,00 1,04 0,99 1,22/0,52

Figura 16. Electroforetograma de proteinas de ME de Ecc 71 (A) e “immunoblot”
correspondiente, frente a suero antiporina OmpC de S. fyphi (B), valores de la razon
OmpE/OmpA obtenidos de la densitometria de este electroforetograma (C). Efecto del
tipo de medio de cultivo, sobre la expresiéon de proteinas de ME de Fcc 71.

(A) Extractos de membrana externa de la bacteria crecidas en diferentes medios de
cultivo fueron separados en PAGE-SDS 12,5%; Carril 1, Medio minimo Al; carril 2,
Medio NB; carril 3, Caldo Luria; carril 4, Medio~Papas (MP); carril 5, Papas; carril 6,
Medio NB-~sacarosa 0,57M.

(B) “Immunoblot” con suero antiporina OmpC de S. fyphi del electroforetograma
mostrado en (A). Los carriles contienen muestras semejantes que en (A).

(C) Valores obtenidos a partir de las areas detectadas por densitometria, de las
proteinas OmpE y OmpA, mostradas en el electroforetograma (A). Los valores indican
la razéon OmpE/OmpA encontrada para la expresion de estas proteinas en los
diferentes medios de cultivo sefialados en (A) y correspondientes a los carriles 1 al 6.
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expresado en el medio Al. El perfil de proteinas de ME de las bacterias extraidas desde
papas (carril 5) muestra que en estas condiciones las dos proteinas mayores tienen
expresion casi equivalente; por otra parte, las bacterias crecidas en el medio NB-
sacarosa, el de mayor osmolaridad entre todos los de este ensayo (carril 6), muestra
menor expresion de la proteina OmpE con respecto 2 OmpA . Después de realizada la
densitometria de las proteinas separadas en el gel de la figura 16 A, se calculd la razén
OmpE/OmpA para cada uno de los medios de cultivo ensayados. Los resultados se
encuentran en la parte C de la figura 16.

El “Immunoblot” de la figura 16 B muestra en todos los carriles
la presencia de la proteina OmpE de Ecc 71 la que es reconocida por el antisuero
OmpC de S. fyphi. Ademss, se observan bandas de menor masa molecular, las que
podrian corresponder a formas degradadas de la misma proteina.

Podemos decir, que el tipo de medio de cultivo para el
crecimiento de esta bacteria, modula en forma importante la expresién de al menos
dos proteinas de membrana externa.

Ecc 71 es un fitopatdgeno responsable de la pudricién blanda
de muchas especies de plantas, la que realiza degradando enzimaticamente la pectina
de las paredes celulares. Para conocer la influencia que pudiese tener este componente
celular en 1a expresién de las proteinas mayores de la ME de Ecc 71, se hicieron
cultivos de la bacteria en medio Al (sin glucosa) conteniendo 0,2% de
poligalacturonato de sodio, después de los cual se hicieron extractos de proteinas de
ME . Se analizaron estas proteinas por PAGE ~ SDS al 12,5% y se determiné que los
perfiles observados no diferian de aquellos obtenidos para estas bacterias crecidas en
MP, esto es, en el mismo medio minimo Al conteniendo trocitos de papas (no se

muestra).
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1.6.4 Efecto de la disponibilidad de oxigeno sobre la expresién de proteinas de la ME.

Ecc 71 fue crecida en condiciones de anaerobiosis en Jarras
Gas-Pack, a 28°C y en diferentes medios de cultivo. Después de 48 hrs. de incubacién,
fue cosechada y los extractos de ME estudiados mediante PAGE-SDS 12,5% y la razén
OmpE/OmpA calculada mediante densitometria desde el electroforetograma. A modo
de comparacién, se estudiaron también los perfiles de proteinas de ME de Ecc 193 y de
S, typhi bajo las condiciones de cultivo sefialadas antes.

Los perfiles de proteinas se muestran en las figuras 17Ay B. La
Fig. 17A corresponde a la comparacion de los perfiles de proteinas de Ecc 71
desarrollada en Medio Al, en condiciones de aerobiosis (carriles 3, 5y 7) o de
anaerobiosis (carriles 4, 6 y 8) y a diferentes temperaturas. En la tabla 5 se muestran
los valores obtenidos desde la densitometria del electroforetograma de la figura 17 A

con respecto a la razén OmpE/OmpA para cada condicién sefialada.

Tabla 5. Valores de la razén OmpE/OmpA de la ME de Ecc 71 crecida bajo diferentes
condiciones de disponibilidad de oxigeno y temperatura.

Disponibilidad Temperatura de crecimiento

de Oxigeno 15°C 25°C 28°C
Aerobiosis 143 2,16 1,92
Anaerobiosis 2,64 1,94 2,62

Célculos realizados a partir de las dreas obtenidas para cada una de las proteinas,
medidas por densitometria del gel mostrado en la figura 17 A.
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Figura 17. Electroforetograma de proteinas de ME de £cc 71 (A); y de Ecc 71, kee 193
y S fyphi (B); Densitometria de las proteinas de ME de Fcc 71 cultivada en
anaerobiosis y en los medios A1,MP y CL.(O).

(A) Comparacion de los perfiles de proteinas de ME de £cc 71 desarrollada en
condiciones de distinta disponibilidad de oxigeno. PAGE-SDS al 12,5%, Carriles 2, 3,
5,7y 9, Ecc71 desarrollada en medio Al, en condiciones de aerobiosis, carriles 4, 6
y 8 , Ecc 71 desarrollada en medio A1, en condiciones de anaerobiosis ; carriles 2, 3y
4 , cultivadas a temperatura de 15°C; carriles 5 y 6 , cultivadas a temperatura de
25°C; carriles 7, 8 y 9 , cultivadas a temperatura de 28°C. Carriles 2y 9 contienen las
muestras sin calentar. El carril 1 contiene los patrones de masas moleculares
indicados en el costado izquierdo, similares a aquellos de la figura 12. La punta de
flecha indica la zona de migracién de OmpA y OmpkE.

(B) Comparaciéon de los perfiles de proteinas de ME de bacterias crecidas en
anaerobiosis y en diferentes medios de cultivo. PAGE-SDS al 12,5%.

Carriles 2, 3 y 4, cultivos anaerdbicos de Ecc 71, carriles 5, 6 y 7, cultivos anaerobicos
de Ecc 193, carriles 8,9y 10, cultivos anaerdbicos de S. fyphi ; carriles 2,5 y 8,
crecidas en medio Al; carriles 3, 6 y 9 , en MP; carriles 4, 7 y 10 en CL. Al costado
izquierdo se sefialan los patrones de masas moleculares del carril 1y la punta de
flecha indica la zona de migracién de OmpA y OmpE de Ecc 71. Al costado derecho se
indica la ubicacién de OmpC, OmpF y OmpA de S. fyphi.
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Figura 17 (C). Densitometria de las proteinas de ME de Ecc 71 miostradas en el
electroforetograma de la figura 17(B) y que corresponden a los carriles 2, 3 y 4. Estos
se encuentran indicados al costado izquierdo de la figura. Las muestras de ME fueron
obtenidas de bacterias crecidas en anaerobiosis en los medios de cultivo A1, MP y CL
respectivamente. Se sefialan las proteinas OmpA y OmpE; y St corresponde a la banda
de proteinas usado como estandar interno.

Segun los resultados mostrados por la densitometria y la observacién
del electroforetograma de la figura 17 A, Ecc 71 desarrollada en medio de cultivo A1

y en anaerobiosis muestra una mayor expresién de la proteina OmpE que OmpA en

cualesquiera de las tres temperaturas estudiadas, sin embargo, se puede observar uza

" disminucién del 26,5% en la razén OmpE/OmpA cuando las bacterias son

desarrolladas a 25°C comparadas con lo que ocurte a 15°C o a 28°C. Por el contrario,
cuando el crecimiento se hace en aerobiosis la mayor expresién de OmpE se alcanza a
25°C, disminuyedo ésta si la temperatura del cultivo es de 15°C o de 28°C.
Comparando ahora los patrones aerobiosis/anaerobiosis de las proteinas mostradas en

el electroforetograma de la figura 17 A, se observa que en anaerobiosis se produce la

co—
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disminucién en la expresién de un gran niimero de bandas en relacion a las
observadas en aerobiosis, sobre todo a temperaturas de 15°C y 25°C; en cuanto a la
relaciéon OmpE/OmpA atin cuando se aprecia una mayor cantidad de ellas en
condiciones de aerobiosis, la relacién entre estas dos proteinas se mantiene,

expresandose OmpE en mayor proporcién que OmpA.

La maceracién del parénquima del tubérculo de papa es un
proceso que se lleva a cabo en condiciones de baja tensién de oxigeno. Para probar st
existe regulacion en la expresiéon de las proteinas mayores de ME en Ecc 71 en
condiciones de anaerobiosis ahora tomando en cuenta diferentes medios de cultivo ,
se crecieron las bacterias en medio de cultivo A1, CL,y en MP; a una temperatura
de 28°C y en anaerobiosis. Se hicieron las preparaciones de ME y se analizaron en
PAGE-SDS al 12,5%, la que se muestra en la figura 17B (carriles 2, 3 y 4). Se usaron
como control de comparacién las bacterias Ecc 193 (carriles 5, 6 y 7) y S. typhi
(carriles 8, 9 y 10). El crecimiento de S. fyphi se realizé en medio de cultivo Al
suplementado con cisteina y triptofano al 1% (“A1”).

Al igual que en los casos anteriores, se hizo el analisis de las
proteinas mediante densitometria. Se calcul6 la razoén OmpE/OmpA para Fcc 71
crecida en anaerobiosis y en medio Al como de 2,59 (carril 2); en el medio MP de
1,33 (carril 3), y para el medio CL de 0,55 (carril 4).

Estos resultados indican que la expresién de OmpE y OmpA no
sélo es modulada por la disponibilidad de oxigeno sino que ésta se hace mds notoria
dependiendo del medio de cultivo en que se desarrolle Ecc 71, ya que a menor

osmolaridad del medio (A1) la razén OmpE/OmpA es el doble que aquella en MP y

casi B veces mds que en CL. Con respecto 2 la expresién de la tinica proteina de la
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cepa de Ecc 193 presente en la zona de las proteinas mayores, es menor en el medio
MP (carril 6) y en CL (carril 7) con respecto al medio Al(carril 5); en cuanto a .
fyphi, ésta muestra el patrén tipico de porinas OmpC, OmpF y la proteina OmpaA,
patrén en el cual se observa una represion completa de la porina OmpF en CL (carril
10), mientras se eleva la expresién de OmpC. Para esta tltima bacteria, no existen
variaciones significativas en la expresién de estas proteinas tanto en medio “A1”
(carril 8) como en Al conteniendo papas (MP) (carril 9).

Estos resultados estarian indicando que la expresién de OmpE
de Ecc 71 seguiria, mas bien, el patrén de regulacion de OmpF de £ coli o de S.
fyphimurium ya que esta descrito, que en estas bacterias, esta proteina disminuye su
expresién en anaerobiosis mientras OmpC sufre un aumento (Ni Bhriain y cols.
1989). Los resultados obtenidos, de los ensayos de regulacién de la expresién de las
proteinas mayores de Ecc 71, han sido resumidos en la tabla 6 considerando la razén

OmpE/OmpA como >1, 1y <1

Tabla 6.~ Expresién de las proteinas de ME OmpE/OmpA de Ecc 71 dependiendo de la
osmolaridad, temperatura, medio de cultivo y disponibilidad de oxigeno del

medio.
Medios de cultivo Disponibilidad Temperatura de crecimiento
de las bacterias de oxigeno
15°C 25°C 28°C
Minimo de sales Al Aerobiosis >1 >1(2)* >1@)*
Anaerobiosis >1 >1 >1@2)*
Al + Papas (MP) Aerobiosis >1 >1 >1
Anaerobiosis - - >1
Caldo Luria (CL) Aerobiosis <1 >1 1
Anaerobiosis -~ -~ <1
Nutrient Broth (NB) Aerobiosis -~ - >1(2)*
NB + sacarosa 0,57M | Aerobiosis - -~ <1(2)*
Al + 5% NaCl Aerobiosis - - <1

Los valores indican que la razon OmpE /OmpAes = 1; >1 oes<1.
()* corresponde al niimero de mediciones; (--) sin registros densitométricos.
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1.7 Determinacién de la sensibilidad a antibidticos de Ecc 71.

Dado que los ensayos de transformacién y de transduccién que
se realizarian con la cepa Fcc 71 requerian de la seleccién de clones resistentes a
ampicilina y tetraciclina respectivamente, se hizo necesario determinar la sensibilidad
de ésta a dichos antibiéticos.

Los ensayos fueron realizados usando la técnica de dilucién
seriada de los antibidticos en medio CL. Después de la incubacién por 24 hrs a una
temperatura de 28°C, se determiné la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de los
antibiéticos mencionados, para la cepa Ecc 71, como asi también para otros

antibi6ticos de uso rutinario , resultados que se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. MICs para la cepa Ecc 71 mediante el procedimiento de dilucién en caldo.

Antibidtico  |MIC (ug/mL) Antibidtico  |MIC (ug/mL)
Ampicilina >500 Cloranfenicol 7,8
Carbemnicilina >500 Tetraciclina 1,56
Cefaloridina 15,62 Eritromicina >200
Kanamicina 250 Ac.nalidixico 1,5

Debido a la gran resistencia mostrada por Ecc 71 a ampicilina,
en este medio de cultivo, se repiti6 el ensayo esta vez en placas Petri conteniendo Agar
Luria (AL) o medio minimo Al en estado sélido (AA1) y diferentes concentraciones de
antibiético. El resultado en AL fué similar al mostrado en la tabla 7, mientras que en
AAT1 las bacterias fueron inhibidas a una concentracién de 400 pug/ml (MIC), por lo

cual, los ensayos de seleccién de clones resistentes a ampicilina fueron realizados en

AA1 conteniendo 600 pg/ml del antibiético . Cuando fue necesario cultivar los clones

seleccionados en medio AL, se hizo 2 una concentracién de 1000 pg/ml.
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1.8. Efecto del gen micF de S. typhi en la expresion de proteinas de ME de Ecc71

Después de haber analizado la expresién de proteinas de ME
de Ecc'71 crecida en diferentes condiciones de cultivo, de encontrar que una de ellas
reaccionaba positivamente ante los anticuerpos anti-OmpC de S. fyphi y anti~
OmpE/OmpA de S, fyphimurium;y la otra, particularmente a este ultimo anticuerpo;
de saber que las proteinas OmpC y OmpF de Enferobacteriaceae son extremadamente
conservadas, y que presentan reaccién cruzada frente a los anticuerp