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RESUREN

£z`i47z.I?I.¢  cjzzio/ovozljz  subsp.   cffofovorjz     es  rna  bacteria  que

pertenece a la familia fz2fGroz7zzcrfert.jzcGfe y que tiene la capacidad de infeotar diversos

tipos  de plantas,  prodrciendo los  cuadros  denominados  "pudrici6n blanda"  o    "pie

negro". Esta es rna bacteria que posee gran importancia en la economia de un pals,

por  las  enormes  p6rdidas  que  puede  provocar,  por  ejemplo,  en  la  pudrici6n  de

tub6rculos 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 e2rferma, por fuera del peptidoglican; constituida por proteinas, fosfolipidos

y lipopolisacaridos.  Hasta el momento, es escasa la irformaci6n con que se ouenta,

acerca de los constituyentes proteicos de esta membrana en el g6nero fri47zrir.zz, y del

papel que pudiesen tenor en la vinilencia de estas bacterias.

En esta tesis se determin6 la existencia de 4 proteinas mayores

en la membrana exterria de frw71.jlj.j2 cjzzlofovorj3 subsp.  c]ffofovorlj3  (£c]c 71) , dos de las

cuales  se  comportan  como  complejos proteicos  en  su  estado  nativo,  y  cuyas  masas

moleculares aparentes son de alrededor de  S7,9 kDa y 40 kDa.  Segtin criterios del

comportamiento electrofor6tico en geles de poliacrilamida ~ SDS o de poliacrilamida ~

SDS  ~ urea y de su irmunorreactividad frente a antisueros, se ha postulado  que la

proteina de 40 kDa se comportaria como  OmpA  y que aquella de S9,7 kDa lo haria

como Ompc u OmpF, proteina esta tiltima que fu6 denominada OmpE.

Ifls esfudios de expresi6n de estas proteinas frente a distintas

condiciones del medio,   ham indicado que el cambio de osmolaridad del medio es el

estinulo mas importante en cuanto a la variaci6n en las concentraciones de estas dos
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proteinas en la membrana exterria, no  encontrandose variaci6n en la  condici6n  de

aerobiosis/  anaerobiosis  o  entre  los  rangos  de  temperatura  de  15°C    a  28°C.  Se

introdujo en fcc 71, un plasmido conteriendo el gen fflj.cf cuyo producto  g6nico fu6
\

capaz de reprimir la expresi6n de OmpE, en condiciones de alta osmolaridad, hecho

que estaria demostrando una homologia funcional  con  OmpF de bacterias  como  £.

coli, Salmoriella typhi  o S. typhimiirinm .

Se obtuvieron mutantes OmpE(-)  de fcic 71, por recombinaci6n

hom6loga entre el cromosoma de esta bacteria y un fragmento de DNA cromos6mico

de f. fjz2JZJ:zzlzzz?.zzzz7, conteniendo una inserci6n Th JO  en el gen oj27pC. La mutag6nesis

se realiz6 por transducci6n del material gen6tico a fc]c 71,  mediante el fago P22 .

Se ha podido dete]minar, que la carencia de la proteina OmpE

en la membrana externa de fcc 71 le disminuye la capacidad de producir  pudrici6n

blanda en tub6rculos de papa, disminuye el poder de hidr61isis de poligalacturonato

de sodio o de carboximetilcelulosa en ensayos in vitro, y les hace adquirir resistencia a

antibi6ticos tales como cefaloridina, clorarfuicol y acido nalidixico.  Estas mutantes

no alteraron su capacidad proteolitica in vitro.

Se  realizaron  esfuerzos  por  obtener     el  retomo  al  patr6n

original de virulencia en la mutantes OmpE(-),  y para ello se hizo la transformaci6n

de una mutante OmpE(-),   por introducci6n de un plasmido pS'IP2Bl  conteniendo el

gen ojzlpc  de 5:  fjz2jir. ,   con la intenci6n de restituir esta proteina en la membrana

extema de la bacteria. El clon Sll(5), transformado, fu6 capaz de expresar Ompc de

f  fjz2jiJ.  ,  peso  fu6  memos  virulenta  que  su  cepa  de  origen,  probablemente  por

alteraci6n de la fisiologia de la bacterias debida a que este plasmido es multicopia.  Por

otro  lado,  se  intent6  aislar  revertant;s  naturales,  y  tambi6n  se  trat6  de  inducir

"iutercambio de marcas" entre fragmentos de DNA cromos6mico que contenian el gen
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ojz7pC de jl. fjpjzzirzzzT.zzrzi o entre el gen ojzrj7C de f fjzjzj.  del plasmido pSTP2Bl y el

gen o!zzrpc de i: fjzzJizrzizlrJ.zz#r conteriendo el inserto TnJO    en el cromosoma de fcc

Sll(5),   procedimientos que no tuvieron 6xito, pues no se lograron aislar bacterias

cque expresanan Orm:pC de S. typhi  o S. typhimurium.

Los resultados obteridos a trav6s de esta tesis representan un

importante aporte al conocimiento de la constituci6n proteica de la membrana extema

de  fri¢;zrij.£ ,  en la identificaci6n y   expresi6n  de  2  de  las  proteinas  mayores y  su

regulaci6n   segtin factores del medio ambiente; asi como   la posible participaci6n en

los mecanismos de virmlencia que posee esta bacteria como fitopat6geno. Esta es una

contribuci6n al conocimiento, que en los tiltimos tiempos se ha ido aoumulando, en

favor  del  papel  que  juegan  las  proteinas  mayores  de  membrana  extema  en  la

vi"1encia de diversos pat6genos  , estando  este estudio  dedicado  a un fitopat6geno,

campo que ha sido poco explorado.
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Bacteria of the Gram~negative genus fz.i47zrij.£,  belonging to the

family of fzlfGzlo4zzcfGz7.jzcGae, 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,  caITots  and

cucumber  as well as of certain ornamental plants like Saint Paulia, Diffeflbachia and

Poinssedia.

In  addition  to  a  cytoplasmic  membrane,   £zlfcr7lo4zzcfc3rj.j2cgj2G

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 £. co/I. and f. fjpjir.urzzzT.zzrz7, little is knowri about fcc  OMPs.

ha  this  study,  the  existence  of  four  major  OMPs  in  fcc is

established and the role in virulence of one of these   is strongly snggested.  Two  of

these OMPs, having apparent molecular masses of approximately S7, 9 kDa and 40

kDa, behave as protein complexes in their native state. When these two proteins were

characterized  by  SDS  or  SDS  ~  urea  ~  polyacnylamide  gel  electrophoresis     and

immunoreactivity, they appeared homologous to OmpA (the 40 kDa protein)  and to

the major porins from £. co/I.  (the S7. 9 kDa protein). The latter was named OmpE.

The i]ifluence of the growth conditions on the composition of

the major O^ffs of fcc was also analysed. It was found that medium osmolarity has

the greater effeof 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 ofl

the regulation of protein expression. This conclusiofl is based on the relative amount

of protein shoVli up in OITs preparations.

By transformation of fcc? 71 with a plasmid containing f fjz2jzz.

'ry2  rziJ.cF, strong repression  of OmpE was  observed under high  osmolarity growth

conditions.  This is suggesting that OmpE is functionally homologous to OmpF from

c>rfuer rm!€:indeer:s Of  Enterobacteriac:eae, s;ash as E. coli, S. typhimurium ixnd S. typhi.

£c]cJ 71 mutants,  lacking OmpE,  were obtained by homologous

recombination between fcc7 chromosome and a DNA fragment from 51.  fjzjzhazzr/.zzzzl

carrying ojzipc:  :TnJO. The latter was transduced to fc]c 71 via phage P22. This is a

very  interesting  approach  to  identify  homologous  genes  between  genetically  well

characterized species (5: fi}z2Jzhazzz7.zzjz7) and genetically poorly characterized bacteria,

such as fcc 7 1 .

In this work, it is demostrated that the lack of OmpE appears to

be associated to a diminished ability of fc]c 71 to produce "soft rot" in potato tubercles.

In   addition,   the   strain   showed   a   decreased   capacity   to   hydrolize   sodium

polygalacturonate  or carborymethyl  cellulose  zri  vr./ro.  In  contrast,  OmpE   mutants

exhibited  an  unaltered  proteolytic  capacity  J.z2   v7./Ilo.  It  was  also  determined  an

increased  resistance  to   antibiotics  such  as  cephaloridine,   chloramphericol  and

nalidixic acid.

Plasmid pSTP2Bl  containing  ompc gene  from  £  Zjz2Jir.   was

used to transform fcc 71  0mpE(-) with the aim to revert this mutant to the original

virulent activity. However, in spite of that f fjzrfu. Ompc was expressed and found in

the outer membrane of fc]c7 71  (clon Sll), vimlence was not regained. The fact that

pSTP2Bl  is  a  multycopy  plasmid  suggests  that  overexpression  of  Ompc  might  be
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causing  problems  to  the  normal  physiology  of  fc]cl.  Efforts  to  obtain  revertants  of

OmpE  t->    (which  is  in  fact  ojz7pC::  ThJC),  by recombination  with  S.  fjz2jirinzzz7.zzm

ojz7pC or 5: ZjzztiJ. ormpc in pS'IP2B1, failed in spite of numerous attempts.

This  study  is  the  first  one  to  use  P22  as  genetic  tool  to

characterize  major  proteins  of  the  fc]c  outer  membrane  by  establishing  genetic

homology with a known mutant from 5: fj¢2JZJhazzrT.zzrz7. 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  vimlence  of the

bacteria.
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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 cofl su hospedero   y

causan rna franca erfermedad reciben la denominaci6n de pat6genos. Segtin Mekalanos

(1992),   el   establecimiento   de   la   enfermedad   depended   de   la   participaci6n   de

determinantes de virulencia, que incluye a ``todos aquellos factores que contribuyen a la

irfecci6n y que aumentan la severidad de la enfermedad''. La virulencia sera la expresi6n

cuantitativa de la capacidad patog6nica.

Hirano y Upper  (198S)  definieron como bacterias  epifiticas  a  aqu611as

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 definici6n 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 pat6genas poseen una fase de crecimiento epifitico,

es    decir,   viven    en    el    exterior   del   vegetal,   y    cuya    duraci6n    puede   variar

considerablemente dependiendo  de la especie y de los  cambios  en  las  condiciones  del

ambieute. La distinci6n entre fase epifitica y fase patog6nica de un pat6geno de plantas

no siempre esta clara, las bacterias ademas de encontrarse en la superficie de las hojas

como epifiticas pueden tambi6n hacerlo en estomas y lenticelas, donde, despu6s de un

cambio en las condiciones ambientales, pueden desencadenar la fase patog6nica.

Las bacterias fitopat6genas, son mss bien bacterias comunes tales como

pseudomonas,    enterobacterias,    bacillus,  agrobacterias,  micoplasmas  y  actinomicetes,

que son capaces de causar enfermedades en practicamente todos los grmpos de plantas.
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Entre 6stas se encuentra el g6nero fz`147r.j?/.jz, algunas de cnyas especies son

capaces  de  producir la  erfermedad llamada  "pudrici6n blanda",  en una variedad  de

plantas,  y  tub6rculos   de  papas   (ilo/jzzzzim   fzzbGriaszzm).   Los   estudios   morfol6gicos  y

fisiol6gicos  de  estas  bacterias,  las  han  situado  taxon6micamente  dentro  de  la  familia

fzzfGzlof]zzcfGrl.j3cGZG.   Son   bacilos   cortos   Gram   negativos,   m6viles   mediante   flagelos

peritricos,  anaerobios  faoultativos,  1os  que en  su  mayoria  son  capaces  de vivir en un

medio  de  oultivo  basal  de  sales  y  glucosa;  todos  los  miembros  de  este  g6nero  son

fermentadores  de tipo ``acido ~ mixto"  (StarT y Chatter].ee,1972).

Las    especies    del    g6nero    fzH4;7.j?J.jz   pertenecientes    al    grupo

cj3zTofoyofja, son en general denominadas "bacterias de pudrici6n blanda":  £.  cjzzofovof¢

sITleap. carotovora (Ec:c): ., E. carotovora s;deap.  a;troseptica (Ecab ; y  E. chrysanthemi (Echb .

Las  tres  variedades  de  fri4zzriJ.as  flombradas  anteriormente  difieren  entre  ellas  con

respecto a sus temperaturas 6ptimas de crecimiento. Mientras fc}zz  crece a 27°C,  £ccJ  lo

hace entre 28 ~ SO °C, y  fczjir  de S4 ~ S7°C. Por otra parte, £c}¢ no es capaz de crecer a

37°C, y muchas  fcc son incapaces  de hacerlo  a  39°C,  mientras  se  ha visto  que  fczJir

puede hacerlo por sobre los 4 5°C O'6rombelon y Kelman,1980).

En la naturaleza, 1as substancias de tipo p6cticas existen solanente

en las paredes celulares de plantas, generalmeute como un material estnictural insohable.

Las   bacterias   fitopat6genas,   en   su   contacto   con   estas   substancias   p6cticas   ham

desarTollado habilidades degradativas diversas.

La caracteristica que distingue a las bacterias de pudrici6n blanda

de  otras  especies  de  frwzriJ.j7,  es  su  capacidad  de  producir  grandes  cantidades    de

pectinasas  lo  que  las  capacita  para macerar  el  tejido  parenquimatoso  de  rna  amplia

variedad de especies vegetales; tales como, repollo, lechaga, remolacha, plantas de papas

y tub6rculos de papas  (StarT y Mandel,  1950; Dickey,  1979,  1981), tambi6n producen
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celulasas,  proteinasas,  y  fosfatidasas   (Collmer  y  Keen,   1986).  La  pudrici6n  blanda

prodrcida  por  fz`m.zz/.jz  ha  llegado  a  ser  un  sistema  modelo  para  el  estudio  de  la

patogenicidad bacteriana. Atin cuando la erfermedad se ha correlacionado directamente

con la prodrcci6n y secreci6n de pectato liasa, 1a producci6n de proteasas y celulasas, 1as

que no maceran el tejido vegetal, puede sin duda, contribuir a la virulencia por acci6n

sin6rgica con las pectinasas, provocando el stress  de las c61ulas y permitiendo asi que las

bacterias  aprovechen  las  fuentes  de  carbono  y  rfu'6geno  disporibles  a  trav6s  de  la

degradaci6n  de  los  compuestos  polim6ricos  Otobert~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   maceraci6n  ( Bateman y Millar  ,  1966;  Beraha   y

Garber,  1971), mientran los resultados  de  otros  investigadores  sugeririan  que  podria

bastar una sola enzima para oumplir este objetivo (Keen y cols. 1984) .

En erwinias se ha encontrado la prodrcci6n de isoenzimas para

una variedad de enzimas macerantes  (Garibaldi y Bateman,1971), 1as que, ademas  de

mostrar distintas velocidades de acci6n, y distinta afiridad segtin la iutegridad del  tejido

susceptible, muestran diferente habilidad de maceraci6n de tejidos de diferentes especies

vegetales, lo cual sugiere un importante papel en la especificidad de los hospederos.

Dentro    del    gnxpo     cj3zlofov]orj3,     £rMFT.j?J.j3     cjzrofovc}r¢    subsp.

cjzzlofovofij3 posee una amplia distribuci6n geografica, presentandose como pat6geno para

un amplio rango de plantas  tanto en zonas tropicales como temperadas. Es una bacteria

que se encuentra co]ndnmente en las aguas de riego de los cultivos de papas (Cappaert y

cols.  1988), en los suelos O'owelsofl y Apple,1984), en la superficie de los tub6roulos, asi

como  en  el  follaje  de  las  plantas  (De  Boer,  198S).  De  acuerdo  con  la  idea  de  Leben

(1965),  quien  ha  sugerido  que  muchas  bacterias  fitopat6genas  persisten  en rna  fase

epifitica   en   plantas   asiutomaticas,   y   que   la   enfermedad   sobreviene      ouando   se
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desarronan condiciones  ambientales  apropiadas,  es que esta bacteria ha sido catalogada

como " pat6geno oportunista". ha erfermedad  en que la bacteria ataca la parte basal del

tallo de las plantas de papas, se ha denominado  " pie negro", y puede ser ocasionada

indistiutamente por fcc, £czj2 o fc:fir. E1 "pie negro" ha sido invariablemente asociado a la

erfermedad del tub6rculo semilla, atin cuando se ha visto que esto no se oumple en el

100% de los casos.

Los  tub6rculos  de  papas,  son  infectados  generalmente  por  las

lenticelas, atin cuando se puede iniciar la maceraci6n del tejido de igual manera si es que

las bacterias se hun iutroducido por heridas o por el extremo del estol6n. Las papas en

bodegaje, rna vez iniciada la infecci6n, muestran pequefios bolsillos de tejido macerado,

los que rapidamente se van ampliando hasta que terminan en uria prdrici6fl masiva del

tub6rculo.

Estas bacterias estin presentes normalmente en la superficie de los

vegetales, o como infecciones latentes en muchos oultivos. Las condiciones fisiol6gicas de

las  bacterias  cuando  se  encuentran  ``inactivas"  sobre  o  dentro  de  las  plantas  no  se

conocen, como tampoco, de qu6 manera se rompe el delicado balance entre la actividad

metab61ica latente de las bacterias y la resistencia de los tejidos del hospedante. En el caso

de  tub6roulos  de  papa  en  bodega,  se  sabe  que  el  cambio  en  ciertas  condiciones

ambientales,  tales  como:  1a  formaci6n  de  un  ambiente  anaer6bico,  acumulaci6n  de

humedad sobre los tub6rculos y la elevaci6fl de la temperatura, puede romper la latencia

y provocar el  crecimiento  de la  poblaci6n  microbiana,  y la  muerte  del tejido  vegetal

(Maher y Kelman,  1983). El gran desarTollo y dafio producido por estas bacterias sobre

los tub6rculos de papas, en condiciones de baja tensi6n de oxigeno, es atribuido,   mas

bier,  al efecto inhibitorio que tiene la baja concentraci6n  de  Oz  sobre los mecanismos
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de  defensa del tub6roulo,  que a un aumento de velooidad en el metabolismo  bacteriano

( De Boer y Kelman,1978).

Si la superficie del tub6rculo de papa se encuentra cubierta por

un film de agua, 6sta sera absorbida, 1o oral provocara el aumento de turgencia de las

c61ulas adyacentes a las lenticelas y  que llevara a la ruptura de esta capa de c6fulas , 1as

que  presentan  escasa    suberizaci6n  (  P6rombelon  y  Lowe,   1975).  Una  fase  liquida

continua se establece   entre el cortex y las lenticelas, y las bacterias alojadas  en estas

tiltimas  pueden  entonces  penetrar hacia  el  cortex.  Tanto  la  disponibilidad  de  nuevos

nutrientes, asi como la reducci6fl de la resistenoia del tub6roulo de papa bajo condiciones

anaer6bicas, perfutira el establecimiento de un foco de pudrici6n. Cualquier mptura de

la peridermis del tub6rculo de papa,  posibilitara la entrada de bacterias a su interior, y si

despu6s de ello, se dan las condiciones de anaerobiosis, se podran desalfollar los procesos

de infecci6n y posterior maceraci6n ( P6rombelon y Kelman,1980).

El  efecto  de  la  temperatura  en  la  patogenicidad  de  fcc,  seria

atribuida mas bien a que   su velocidad de crecimiento es mayor a 28°C que a  15°C, ya

que   en lo que concierme a sintesis de enzimas p6cticas, no se ha encontrado diferencia

en cuanto  a la cantidad producida a una u  otra temperatura  (P6rombelon y Kelman,

1980).

El estudio de las erfermedades en tub6rculos o plantas de papas

ha ido en aumento en los tiltimos afros, motivado por varios hechos: por una parte, que

ellas se enouentran ubicadas entre las cuatro primeras plantas  de mayor importancia

econ6mica  en  el  mundo;    que las  p6rdidas   asociadas  a  enfermedades  de  papas    por

bacterias, pueden sex tan altas como del 25% de  la producci6n mundial ( cerca de US$ 4

billones anuales) variando de pals en pais segtin las condiciones climaticas, condiciones

de desamollo y bodegaje a que son sometidas; y que estas plantas poseen   rna enorme
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plasticidad en su crecimiento, 1o que facilita su manipulaci6n gen6tica, y la obtenci6n de

plantas resistentes tanto a enfermedades  bacterianas como fungicas (Dest6fano~ Beltrin

y cols.,1990).

Uno  de  los  mecarismos  de  patogenicidad  o  virulencia  mejor

eutendidos, en relaci6n a pat6genos de plantas, es el de producci6n de pectinasas   por

fz`mriz.j3s   spp.  de  pudrici6n  blanda  (Collmer y Keen,  1986;  Kotoujansky,  1987).  Sin

embargo,  muchos  otros  factores  han  sido  detectados  en  los  tiltimos  tiempos,  1os  que

estarian involucrados en la reducci6n de patogenicidad y virulencia de estas bacterias,

como por ejemplo: la alteraci6n de la quimiotaxis y motilidad por sistemas defectuosos en

el  ensamblaje  de  proteinas    flagelares  ¢irhonen  y  cols.  1991;      Mulholland y  cols.,

199S.);   o 1a alteraci6n de elemefltos de la envoltura cehalar.  La envoltura celular esta

mostrando ser un factor importante en la virulencia de estas bacterias: como   el caso de

bacterias  resistentes  a  ciertos  fagos  o  bacteriocinas  que  muestran  reducci6n  en  su

virmlencia  en  la  infecci6n  a  plantas  de  Saint  Paulia  o  papas,  por  alteraci6n  del  Ips

(Schoonejans  y  cols.  1987);  1a  alteraci6n  de  componentes  de  membrana  extema  que

tienen relaci6n con las mol6culas de ITS y que impiden que LPSs   con cadenas laterales

largas puedan unirse con firmeza a la membrana exterma   (Tharaud y cols.  1994); otro

factor relevante resulta de   la alteraci6n de los  sistemas  de transporte de hierTo  en la

bacteria  que  involucra  producci6n  de  sider6foros  y  sistema  receptor  especifico  de

membrana  (Expert  y  Toussaint,  1985;  Enard  y  cols.,  1988;  Persmark  y  cols.,  1989;

Ishimaru y Loper,  1992). Tambi6n es afectada   la virulencia en el caso que   se altere el

sistema de exportaci6n de proteinas al medio extemo, demostrado con el aislamiento de

mutantes  ozzf.    La maquinaria de exportaci6n de exoenzimas, esfa formada por varias

proteinas  codificadas  en  el  operon  ozzf y  que  permiten  la  secreci6n  de  pectinasas  y

celulasas a trav6s de la membrana extema ( ]i y cols.,1989) .,
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El g6nero  fz'wzri/.¢   pertenece  a  la  familia  ff7/eriob&cterr.£c€£e,  y

como  tal,  sus  miembros  se  caracterizan  por  ser    bacterias  Gram  negativas,  y  estar

cubiertos  por  una  membrana  extema  (ME),  una  estructura  membranosa  adicional

presente por fuera de la membrana citoplasmica y el  peptidoglican.  Por su  ubicaci6n,

esta   estructura   tiene   un   papel   fundamental   en   la   relaci6n   que   poseen   estos

microorganismos con su  medio ambiente,  siendo  su  funci6n  principal, la  de  servir de

barr`era de permeabilidad a mol6culas t6xicas que existen en el medio externo (OsborTi y

Wu,1980;  Nikaido y Vaara,1985). Como se muestra en el esquema de la figura  1, esta

membrana es una estructura de tipo asim6trica, ya que los componentes que enfrentan el

Fig.  1    Esquema  de una  5lec-6i6n   transversal    del  ;istE-rna-   de--a-obl€ri€Tmbrana    que
envuelve  a una bacteria Gram ~ negativa. (Adaptado desde Rietschel y Brade,1992.)
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medio extermo son diferentes a aqu611os que lo hacen hacia el espacio periplasmico, en

donde se enouentra el peptidoglican. Estudios realizados en £Scjicric!rfu.jz co/I. indican que

la   monocapa   intema   esta   compuesta   principalmente   por   fosfolipidos   neutros,

fosfatidiletanolamiria  (81%), y pequefias  cantidades  de  fosfolipidos  cargados  negativa~

mente, como fosfatidilglicerol (17%) y cardiolipina (1,6%),  (Benz,1985;  Nakae,1986).

La monocapa extema, por su  parte, estf  constituida por polisa~

caridos  (Ips) y proteinas. EI IPS, tambi6n llamada endotoxina bacteriana, esta forrriada

por el Lipido A   que se encuentra inmerso en la ME, y el polisacarido que se proyecta

hacia el ambiente   compuesto por una porci6n intema de azticares   la que se une al

Lipido   A   y rna cadena constifuida por 20 a 40 unidades repetitivas de hasta unos 8

azticares,1os cuales   varian   de una especie bacteriana a otra  (Raetz y cols.,  1991).  La

composici6n  proteica  de  la  ME  es  relativanente  simple,  representada  por  unas  3~4

proteinas presentes en alta concentraci6n, 1as llamadas "proteinas principales";   y otras

pocas presentes en muy  baja concentraci6n (Nikaido y Vaara,1985; Beriz,1988).

Estas  bacterias,   sin   embargo,   deben   incoxporar  nutrientes   y

eliminar desechos  al medio ambiente. Gran parte de este flujo a trav6s 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 corTesponder a proteinas formadoras de canales  ( Nakae y

Nikaido,  1975; Nakae,  1986), dedicadas a la incorporaci6n de nutrientes;   atin cuando

existen otras que participan en la exportaci6n de proteinas (Wandersman, 1992) , o en la

mantenci6n de la estmctura 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,   ham

atraido la atenci6n de los investigadores por la graft adaptabilidad que le confieren a las



bacterias  que  las  poseen,  frente  a  diferentes  condiciones  del  medio,  y  ello  debido  a,

modulaci6n mediante sistemas de regulaci6n que gobieman su presencia en la ME.

Las  porinas  ham  sido  caracterizadas  en  un  gran  ntimero  de

bacterias (Hancock,  1987).   Las porinas presentes en £Sc4€rr.c2jzj.j3 co/I.  son OmpF (Quter

gE±embrane protein I )  (S2,7 kDa)  ( Inokuchi y cols.,1982), Ompc ( 36 kDa)    (Kawaiji y

cols.,  1979; Mizuno y cols.,  198S)  y   OmpA  (S5  kDa)  (  Sugawara y Nikaido,  1992);

mientras que fz/mojz€J/zz Zjz2jirfflzzzT.zzrz7  ademas de OmpF ( S9,3 kDa) ,  Ompc (S9,8 kDa)

y  OmpA  (S3  kDa),  sintetiza  OmpD  (S8  kDa)  (Tckunaga  y  cols.,  1979;  Benz  y  cols.,

1980).

Estas  porinas  son  inespecfficas  en  cuaflto  al  tipo  de  mol6cula

hidrofilica que difunde por ella, requiri6ndose que sean de tamafio molecular menor de

GOO  daltons y de preferencia de tipo  cati6rico  (Benz y Bauer,  1988; Nikaido y Vaara,

1985).  Existe otra porina en estas dos bacterias, PhoE,  cuya expresi6n es inducida  en

condiciones de carencia de fosfatos  (Argast y Boos,  1980; Bauer y cols.,  1985),1a oral,

aunque  se  comporta  como     rna  porina  de  difusi6n  general,  posee  una  marcada

preferencia por compuestos de tipo ani6nico, especialmente fosfatos y compuestos de tipo

fosforilado (Korterland y cols.,1982). For otra parte, tambi6n existen otras porinas a las

que se ha llamado ``de pore especifico", una de cuyas representantes  es  la porina LamB ,

1a  oral  presenta  afiridad  por  maltosa  y maltodextrinas .

La porinas, como la mayoria  de las  proteinas  exportadas por la

c61ula,  son  sintetizadas  como  precursores  que  poseen  un  p6ptido  serial  de  20  a  21

aminoacidos  (Mizuno y cols.,  198S; Inokuchi y  cols.,  1982;  Overbeeke  y  cols.,  1983;

Randall y cols.,  1987). Dicho p6ptido serial 1es permite atravesar la membrana interria,

en donde son procesadas por la peptidasa serial que lo  corta, 1iberando las porinas al

periplasma,  insertandose posteriormente en la membrana e2ctema.
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Se  ha   comprobado,   que  la   composici6n   de   proteinas   de   la

membrana  extema de las bacterias  Gram negativas,  es  modulada por condiciones  del

medio  ambiente  tales  como:  temperatura,  osmolaridad,  componentes  del  medio  de

oultivo, disporibilidad de oxigeno, entre otras. La sintesis de las porinas ompc y ompF

en  £.  co/I. es  regulada  por  la  osmolaridad  del  medio,  de  manera  tal,  que  Ompc  es

expresada   preferentemente   cuando   las   c61ulas   son   crecidas   en   medios   de   alta

osmolaridad,  condici6n  en  que  se  expresari pobremente  OmpF;  si  la  osmolaridad  del

medio disminuye, efltonces disminuife la sintesis de Ompc e ire aumentando la de OmpF

(van Alphen y Lugtenberg,1977; Kawaiji y cols., 1979). La regulaci6n de los genes ojz7pf

y oj2ij7C  por osmolaridad, depende de la actividad de los productos g6nicos del oper6n

ojzlpB,  compuesto  por  los  genes  oj#j2ff    y  Gj?vZ  (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  ompF y  cJj7zpC,  en una

regi6n ubicada a  90  pares  de bases,  aproximadamente,  previa  al  sitio  de inicio  de la

transcripci6n (Forst y cols., 1989). La proteina Envz se localiza en la membrana intema,

y esta a cargo de la detecci6n de cambios en la osmolaridad del medio, informaci6n que

transmite a OmpR mediante fosforilaci6n, 1a que activa selectivamente la expresi6n de los

genes oj27pfy c2#7pcmediante la uni6n a las regiones promotoras (Forst y cols.,1989).

Segtin  trabajos  de  Karlsson  y  cols.,   1991,  en  fcc  existiria  un

oper6n  funoionalmente  analogo  a  ormpH  ~  Gj?vZ   de  £.  co//. al  que  ham  denominado

ojzzj2H£,    el  cual  seria  requerido  para  la  producci6n  de  rna  proteina  de  membrana

extema de fcc. Sin embargo, estos autores sugieren que la presencia de esta proteina de

membrana exterria no seria importante   para la virmlencia de la bacteria, sin mostrar

resultados al respecto.
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En  el  caso  de  la  regulaci6n  pow  temperatura,  1a  expresi6n  de

OmpF es mayor que Ompc a temperaturas de crecimiento por debajo de 37°C, mientras

ocurre lo contrario si 6sta es igual o mayor que S7°C.   Ia regulaci6n de porinas en este

caso  se  debe  a  la  partioipaci6n  del  gen  denominado  JzzJ.cf    (Mizuno  y  cols.,  1984;

Coleman y cols.,1984; Green y cols., 1986; Delihas,1995) el cual esta involucrado en la

regulaci6n negativa post~transcripcional de ojHPH  Este gen se encuentra ubicado hacia

la regi6n 5'  previa al gen ojzlpc,  peso en sentido opuesto a 6ste, y su expresi6n lleva a la

formaci6n  de  un  mRI`IA  complementario  a  la  parte   5'  inicial  del  mRNA  de  oj27j2f'

(incluyendo la secuencia de Shine ~ Dalgarrio)  el que ha sido denominado  "Messenger

RNA   interfering   fomplementary RNA"  ( micF ).  Este RNA al urirse a las  secuencias

complementarias  en  el mRI\IA de  ormj2f  bloquea la traducci6n  de  6ste y por lo tanto

disminuye la sintesis de OmpF. La transcripci6n del gen rm.cf es estimulada  10 veces a

temperaturas   de  S7°C   o por sobre ella, mientras que la estimulaci6n seria s61o de  5

veces  frente a aumento en la osmolaridad del medio (Pratt y cols.,1996).

Se ha comprobado que la tensi6n de oxigeno existente en el medio

de  cultivo  de  las  bacterias,  puede  ser  un  factor  importante  en  la  regulaci6n  de  las

proteinas  expresadas  por  6stas.  En  el  caso  de  5:  fjpjzJinzzrr.zzJz7 se  ha  probado  que  en

anaerobiosis se reprime la sintesis de rna de las proteinas de ME  (Schiemann y Shope,

1991) y la bacteria  presentara un fenotipo invasivo  (Errist y cols.,  1990). En el caso de

fz/Lrz'zojz€//z fjxpjiJ., la anaerobiosis es una de las principales variables que   erfreflta este

pat6geno dentro de su hospedero, condici6n que produce la inducci6n y represi6n de

proteinas  de  su  ME  (Obreque,   1992);  similares  resultados  se  ham  encontrado  con

Neisseria 8onourhoeae (ClzLds y cchs., 198]) .

Muchas   bacterias   Gram~negativas,   entre   otras   £.   co/r;   £.

typhimurium,  S.typhi,  Agrobacterium  tunefacieris,  Rhizobium  spp., ham  de;rmos;heErdo
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gran  habilidad  para  responder  a  las  fluctuaciones  en  las  concentraciones  de  ciertos

solutos de su ambiente, por modrlaci6n de la expresi6n de grupos especificos de genes

Otonson y cols.,1987).

La   iuteracci6n   entre   hospedero   y   pat6geno    durante   una

erfermedad,  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  ham  acumulado  muchas  evidencias  que  indican  que  los  pat6genos

bacterianos ham desarrollado una serie de sistemas de transducci6n de sefiales altamente

sofisticadas, que controlan la  expresi6n coordinada  de  factores  de virulencia  (Lamb y

cols.,1989;  Mekalanos,1992).

Se ha podido constatar que en I. cjzrofovloFTf  y £. chzysffl£JIGj2zJ; las

enzimas que degradan pectinas son inducidas y liberadas en respuesta a los productos de

degradaci6n de estos mismos polimeros (Tsuyuma y Chattery.ee,  1984; Chatter}.ee y cols.,

1985) y que la aparici6n secuencial de diferentes polisacaridos durante el crecimiento de

estas bacterias en las c61ulas vegetales servirian como inducci6n para la produci6n de

diferentes enzimas, a medida que la bacteria se va intemando en el hospedero.  Se ha

establecido  que  £.  cjizysjanfji€"J.    produce  enzimas  nuevas  y  adicionales  j.i?  p/iazi/zz

(Kelemu y Collmer,  199S; Beaulieu y cols.,  199S). Otros investigadores  (Corbin y cols.,

1987)  ham  postulado  que  los  fragmentos  de  oligogalactur6nidos  de  la  pared  celular

vegetal  son  serios  candidatos  a  sefiales  de  estrfes  celular,  ya  que  ellos  son  potentes

inductores  de  los  genes  de  inhibici6n  de  proteasas,  atin  cuando  se  ha  llegado  a

determinar que no se mueven del sitio de la lesi6n  (Baydoun y Fry,  1985), indicando

esto,  que probablemente la funci6n de ellos est6 restringida a la activaci6fl local.

El 6xito de las erwinias del grupo  czzzlcJ/ovozl£ como pat6genos de

plantas, depende en gran medida de su capacidad de secretar enzimas hacia el medio
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extemo;  en  £.  czJirysffl£JiGfflr.,  se  ha  establecido  que  estas  bacterias  requieren  de  un

aparato  de  secreoi6n  accesorio  para  la  exportaci6n  de  pectinasas  y  celulasas,  1a  via

dependiente  de  See,  1a  cual  se  encarga  de  la  traslocaci6n  de  enzimas  a  trav6s  de  la

membrana  intema y  luego  otra  via  de  exportaci6n  seria  utilizada  para  atravesar  la

membrana exterma Q'ugsley,  199S). Murata y cols.  (1990), ham informado la existencia

de un goupo de genes ozzf que son capaces de complementar a mutantes de secreci6n de

fccT, 1o que estaria indicando la importancia que tiene para la bacteria el contar con un

sistema que le permite traslocar   exoenzimas a trav6s de la membrana extema hacia el

medio  ambieute.  En  £.  cJirys:azzfflGjziJ.,  se  estableci6  que  la  secreci6n  de  exoenzimas

requeria de al memos 4 genes ozzf  (He y cols,1991), y 8 genes ozzf adicionales (Lindeberg

y Collmer, 1992), para el transporte a trav6s de la ME.   La secuencia de alguno de estos

genes muestra rna alta homologia con genes del sistema pzz/ de K7€4ur.€//J3 oxp¢ocz3 y con

otros genes involucrados en procesos de secreci6n en bacterias Gram~negativas, 1o cual

estaria indicando  que los  componentes  de  esta via  de  secreci6n ham  sido  conservados

durante la evoluci6n ( Lory,1992).

Pues  bien,    este  sistema  de  secreci6n  de  enzimas,  cuenta  con

proteinas  que  se  encuentran insertas  en  membranas,  y  su  regulaci6n,  como  en  o.tros

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

composici6n de proteinas de la membrana erdema, provocados   por sefiales del medio

ambiente  que  inciden  en  variaciones  de  la  expresi6n  de  tales  proteinas,  y  que  les

permitiria a las bacterias mostrar mayor virulencia en sus hospedantes. Asi, es el caso de

V. c=flo/GrjzG que muestra variaciones en una proteina de ME~asociada~a~virulencia, cnyo

cofltrol transcripcional depende de las concentraciones de hierTo presente en el medio



14

ambiente   (Goldberg  y  cols.,   1990).   En  el  fitopat6geno,   £z`wrfui.jz  cjzrofovorjz  subsp.

carlofovofflj3 WSC105, hay evidencias que indican la existencia de un sistema funcional de

adquisici6n  de  hierTo,  sistema  que  cuenta  con  la  producci6n  de  aerobactina  y  un

receptor  de  aerobactina~Fe,  rna  proteina  de  80  kDa  en  la  ME,  ambos  componentes

regulados por la cantidad de hierTo presente en el medio  ( Ishimaru y Loper,  1992). En

fz'wzzzr.zz cZzz:ysz3j2£jzGfflj. se ham aislado rna serie de mutantes resistentes a bacteriocinas,

incapaces de prodrcir pudrici6n blanda en plantas de Saint Paulia. Este hecho ha sido

correlacionado   con   la   d.esaparici6n   de  uno   a  tres   polip6ptidos   de   ME   de   pesos

moleculares entre 80 a 90 kDa, cuya producci6n en las cepas silvestres es estimulada en

forma importante bajo condiciofles de limitaci6n de hierro (Expert y Toussaint,1985). En

CJZ/&jzijrfu.z3 spp., se ha detectado la existencia de varias proteinas de membrana extema

ricas   en  cisteina,  incluyendo  la  pori]ia  principal,   cuyos  residuos  cisteina  pueden

reducirse u  oxidarse, dependiendo de las condiciones  del ambiente, 1o  que le  permite

abrir o cerrar poros en su superficie, controlando la permeabilidad a los nutrientes. En

otras palabras, este microorgarismo puede detectar el potencial oxidativo de su medio y

establecer de ese modo si se enouentra en el medio intra o e2dracelular  (Bavoil y cols.,

1984  ).  En  j7ozlJGf€/yg pGzlfzzssj.S se ha detectado un grupo  de genes,1os genes  v:23g (vT.zT~

activated genes)  cuya  expresi6n  es  afectada  por  sefiales  del  medio  en  un  fen6meno

llamado modulaci6n antig6nica,  siendo la expresi6n maxima en ausencia de Mgs04 o de

acido ricotinico. Uno de estos genes codifica para una proteina del tipo porina, OmpQ.

Se ha encontrado que la mutaci6n de cJrmj2H, un gen que junto con

cj?vZ codifica un sistema regulatorio de dos componentes que responde   a osmolaridad

en f.  fjz2Jirjz7zzzT.zzjzr,   afecta la virulencia de la bacteria , atin cuando el efecto fue s61o

parcialmente explicado por la p6rdida de las porinas OmpF y Ompc  (Chatfield y cols.,

1991).
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Como  estos,  existen muchos  otros  antecedentes  en  la  literatura,

que apoyan la idea que las bacterias pat6genas deben recibir mensajes desde el medio

ambiente, que les permitan adaptar su fisiologia y asi provocar la enfemedad. En el caso

de  fz`MFT.j2j.jz  ciaziofovioFTjz deberia  oumplirse  este  patr6fl,  ya  que  se  sabe  que  bajo  ciertas

condiciofles ambientales la bacteria va a desaITollar la erfermedad en su hospedero.  Si

ademas se toma en cmenta que la bacteria se comunica cofl el medio ambiente, a trav6s de

su membrana exterTia, se comprendera que el estudio de esta estructura sera clave para

comprender  las  adaptaciones  que  sufre  y  la  importancia  de  sus  componentes  en  la

transformaci6n de este orgarismo desde un estado epifitico a uno pat6geno .

Se propone como hip6tesis de trabajo:

``Entre  los  constituyentes     de  membrana  extema  de   fz'i4q.jij.zz

cjzzlo/oworg   subsp.crazlofovoffjz,   existen   proteinas   que   serian   fundamentales   en    el

estableciniento  del  estado  patog6nico  en  el  tub6rculo  de  papa;  proteinas  que  son

reguladas por  las condiciones ambientales y cnya  alteraci6n provocaria cambios en   la

virulencia desaITollada por la bacteria. "

Objetivo General:

Determinar  la  pardcipaci6fl  de  componentes  de  la  estructura

proteica  de  la  membrana  extema,  en  la  capacidad  patog6nica  de  fz'i¢7zrij.z  czzzlofowoff€

subsp. a:az'iofovozi¢ sobre tub6roulo de papa .
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Objetivos especificos:

1.~   Producir  la  maceraci6n  de  tub6roulo   de  papa   por   fz`wrfu.jz   czzrofovozl¢  subsp.

cj2ziofovofi¢  71 y caracterizar el tiro de lesi6n a rivel cefular.

2.~ Deteriar el perfil de proteinas de membrana exterria de fc]c 71   y las variaciones

que presenta 6ste, cuando las bacterias se erfrentan a diferentes condiciones ambientales

como temperatura, carencia de oxigeno, medios de cultivo y presencia de sustrato natural

(tub6roulo de papa ) .

S.~ Obtener  mutantes de fc]c7 71 en genes que codifican para las  proteinas de membrana

extema mediante recombinaci6n hom61oga  y caracterizarlas fenotipicamente.

4.~ Determinar  la virulencia de las mutantes,  segtin el grado de maceraci6n producido

despu6s de su inoculaci6n en tub6rculos de papas



MATERIALES  Y  M£TODOS

1.~  RATERIALES

1.1   Cepas , fagos y plasmidos

TABIA  1.        Cepas bacterianas

Cepas bacterianas         Caracteres fenotipicos y                     Fuente
genotipicos

Erwiriia carctcivora
subsp. carofovor¢
E.c:.c.  71

£.a.c.  19S
£. c. a. S 1 1
£.a.a.    19
E.c.c.   2,0
E.c.c.    2`2.
£.a.a.Sll(5)
£.a:a.Sll(51)
£.a.c. 71 (pSTP2ELic)

Escheric:hia coli
K12
K12(psTPKinic)
]M109(pSTP2B1)

]MIO9(pSIT2REic)

MS4105

Silvestre, serognapo Ill

Silvestre, serogrupo XI
£.a.C.71 mutante OmpE~ , tetR
£.a.a.71 mutante OmpE-, tetR
£.a.a 71 mutante OmpE- , tetR
£.a.a.71 mutante OmpE-, tetR
£.a.a.Sll (pSTP2B1) tetR, ampr
£.a.a.S 11 (5) ``curada"
I.a.c] 1 rLeva, pAIC~mid[ S.typhi,
ampr

Silvestre
K121leva pUC~mr.CF f.Zjz2fz/; ampR
Cepa con pUC19 ~ gen
c)mpe de S. typhi ,  trmFR
Cepa con pUC19 ~ gen
micF de S. typhi , Ermfft
om¢: : Tn5 , kanR

Salmonella typhimurium
MST 2944
MST 2947
MST221
MST264
MST265
MST297
MSTS00

Salmonella typhi

ojzrpD:: Th JO , tetR
ormjc 396 :: TnJO,  tetR
grdi 544 :: TnJo,  tetR
fjiz' 557 :: Tn JO,  tetR
/GZz 1151  :: TnJO,  tetR
fjzA  :: TnJO,  tetR
9/yA ::  TnJO,  tetR

Silvestre

Gentileza de A.K.
Chatterjee.
(zink y cols., 1984)
Idem. a anterior.
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Dr. a. Mora*
Este estudio
Ref. Zaror,1989.**

Ref. Zaror,1989.**

Dr. G. Mora*

Dr.G.Mora*
Idem. anterior
Idem anterior
Idem. anterior
Idem. anterior
Idem. anterior
Idem. anterior

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.
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TABLA 2.  Fago y plasmidos

Fago y  plasmidos          Caracteres                                             Fuente

Fa8O P22

pSTP2B1

psTP2Kinic

FT105/ 1, I.rzf ~ 201 Dr. Mora*

gen ormjf de s. Zjzrfu., fragmento     Zaror,1989.**
j5gfll, clonado en pUC19 (ampr )

gen jzzJ.dF de f. fjz2flJ; fragmento        Zaror,1989.**
RIj7j2I con el inicio del gen ojz7jf
de f fjpfl/; olonado en pUC19
(amp R ) .

*  Laboratorio de Microbiologia, Fac. C.C.B.B., P.U.C.
** Laboratorio de Bioquimica, Fac. C.C.B.B., P.U.C.
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1.2  Sueros antiproteinas de membrana exterma.

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 5: fjz2jiJ. , obtenido por inooulaci6n en conejos, de proteina Ompc de S. Zjpjiz.

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

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

1.S  Tub6roulos de papas.

Todos los tub6rculos de papas, de la variedad Z7GSzzi€G   utilizados tanto para

los  ensayos  de  maceraci6n,  como  en  medios  de  oultivo,  fueron  adquiridos  en

Supermercados, ouidando 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 producci6n  de

ambiente anaer6bico en sobres.

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

de ¢X174 cortado con Hae Ill.

De BioRad : bis ~ acrilamida.

De BRL :  enzimas de restricci6n, antioueapo anti~IgG de conejo conjugado a fosfatasa

alcalina.

De  Difco  Laboratories,  Detroit,  Michigan,  EE.UU.   :  agar~agar,  agar  citrato,  agar

lactosado,  agar  Mcconkey,  agar  maltosa,  agar  manitol,  agar  sacarosa,  caldo

ghacosado,  caldo  nutritivo,  caldo  sorbitol,  caldo  urea,  caldo  Vogues  Proskauer,

extracto de levadrra, Triptona.

De Merck, Darmstadt, Alemaria : acido ac6tico, acido clorfuidrico, alcohol isoandlico,

alfa naftol, azul de bromotimol,   bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, citrato

tris6dico anhidro, cloroformo, cloruro de calcio, cloniro de magnesio, cloruro de

potasio,  clormro  de  sodio,  cloruro  de  zinc,  cristal  violeta,  etanol  absohato,  fenol,

Folin~  Ciocalteau,  formalina,  fosfato  monobasico  de  potasio,  fosfato  dibasico  de

potasio, fosfato monobasico de sodio, fosfato dibasico de sodio, glicerol, hidr6xido

de sodio, hidr6xido de potasio, isopropanol, metanol, N,N~dimetilformamida, Rojo

Congo, Rojo de metilo, sulfato chprico pentahidratado, sulfato de amonio, sulfato de

magnesio heptahidratado, tartrato de sodio.

De  Sigma  Chemical  Co.,  St.  Louis,  EE.UU.:  acido  fusarico,  acido  nalidixico,  acido

tricloroac6tico,    or~metilgfuc6sido,    agarosa    (Low   EOD,    ampicilina,    azul    de

Coomassie, azul de bromofenol,  P~mercaptoetanol, bromuro  de etidio,  carbenici~

lina,  carboximetilcelulosa   (CMC),  cefaloridina,  celobiosa,   cloranfericol,   CTAB,
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EDTA,   eritromicina,   glicina,   inositol,   gelatina,   glioina,   glucosa,   kanamicina,

L~1eucina, 1isozima,   marcadores de nasa molecular de proteinas pretefiidos SDS~

78,  ritrato  de  sodio,  persulfato  de  amonio,  poligalacturonato  de  sodio,  rafinosa,

RNAsa,   sacarosa,   seroalbtimina   de   bovino    (BSA),    SDS,   ThMED,   L~tirosina,

tetraciclina, L~treonina, Tris~base , 'Iwien 20, Trit6ri X~ loo, azul xilencianol.

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

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

De Promega, I,ife Technologies, Biotec.  EE.UU.:  ProtoBlot System  ( BCIP,  5  bromo~4~

cloro~ 3~indolil fosfato; NET, azul de nitrotetrazolio ) .

De Schleider & Schuell, Dassel,  Alemaria : filtros est6riles de nitrocelulosa con poros

de 0,45 mm; de 0,2 mrri ,  desechables.

De Whatman, Inglatelfa : papel filtro SMM.

2.~ MfTODOS

2.1  Crecimiento y mantenci6n de las cepas.

Las cepas, tanto nativas como transductantes o transformantes

de   fz'ur.z7J.&   c:az'iofovt2rfz   subsp.   cerofovofzz   (£cc),   fueron   crecidas   y   mantenidas

normalmente  en  el Medio Mirimo  de  Sales   A1  ( Miller,  1977)  (K2IT04,  10,5  g;

KH2P04, 4,5 g;  (NH4)zS04,  1,0 g; Citrato de Sodio x 2HzO,  0,5 g, por litro,   al cual

despu6s de esterilizado se le agreg6 1 ml de una soluci6n de Mgs04 x 7HzO 1 M y 10

ml de gfucosa 20%.). Las cepas de fsczflGZT.crfu.zz co/I.  o  de 5lz/rz7oFTe//zz fueron crecidas en

Caldo Luria (CL) ( triptona, 10 g; Nacl, 5 g;  extracto de levadura, 5 g , por litre ) y

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

le agreg61,5 % de agar .
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El  cultivo  de las  cepas  de  fz`i+7r.j27.zz foe generalmeflte a  280  C,

rmierm±re.s el de las oepas de Escherichia y Salmonella  file ai 37°C.

La conservaci6n de las cepas por tiempo prolongado se hizo en

medio de cultivo 2YT ( triptona, 16 g; extracto de levadura, 10 g; Nac1, 5 g,  por litre)

con 50% de glicerol est6ril y a temperatura de ~ 20°C.

2.2  Determinaci6n de caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de las cepas.

2.2.1     Fuente de carbono:   I,os ensayos para determinar la utilizaci6n de sustratos

como rfuica fuente de carbono se realizaron en el Medio A1, al oral se le agreg6 el

sustrato en estudio en concentraci6n del  1%. Los resultados fueron registrados como

crecimiento positivo o negativo.

2.2.2    Producci6fl  de  acidos:     Se  utilizaron  los  medios  de  cultivo  Difco  (Detroit,

Michigan, EE.UU.)  ya sea en s6lido o en liquido, en los que se observ6 el cambio de

color del indicador de pH, despu6s del crecimiento bacteriano.

2.2.S   Hidr6lisis de gelatina: Se registr6 el resultado como positivo cuando el cultivo

bacteriano fu6 capaz de  licuar el medio que contenia  gelatina (Sigma Chemical Co.)

al 10 % en Caldo Luria.

2.2.4   Crecimiento en Nacl,  5%: Se realiz6 en Caldo Nutritivo  (Difco)  suplementado

con 5%  de Nacl.

2.2. 5  Motilidad: Se verific6 por observaci6n 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 O,S% de agar. Las cepas

se  crecieron  en  Medio  Al  hasta  una  D.O.Goo    de  0,3  unidades  de  absorbancia,  y

colocadas en vohimenes de 5 ml sobre la superficie del agar preparado en placas Petri,

inoubadas hasta por 5 dias a 28°C en cajas cerTadas conteriendo un vaso con agua

para mantener la hunedad del medio.

2.2.6    Degradaci6n  de  polipectato:  Se  utiliz6  el  medio  de  cultivo  Cristal  Violeta

Polipectato (CVP)  segtim Cuppels y Kelman  (1974). Este contiene por litre: ritrato de

sodio 2g ;  citrato  tris6dico  anhidro  5g;  Triptona 1g ;  agar  5,6g ;   soluci6n acuosa

al  0,075%   de  Cristal violeta,  2 ml;   soluci6n  aouosa fresca al  10%  de  cloruro de

calcio 13,6 ml y   poligalacturonato de sodio (Sigma ), 18 g.   La actividad pectinasa se

detect6  en  este  medio  de  cultivo  por  la  depresi6n    producida  en  el  agar  en  los

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

2.Z.7 Producci6n de acetoina, indol, acidez por debajo de pH 4,5  y H2S : Se siguieron

las t6cnicas habituales de microbiologia para estas mediciones, segtin se recomienda

en Blazevic y Ederer, 1975.

2.2.8 Disporibilidad de oxigeno:    Para los crecimientos en anaerobiosis se incubaron

los tubos con cultivos liquidos o las placas con medio s61ido en Camara Gas~Pak (BBL

Microbiology Systems Decton Dickinson & Co.)  cofl sobres prodrctores de ambiente

anaer6bico, de la misma procedencia.

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

expresi6n de proteinas de la membrana exterria de fcc, 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  hidr61isis  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) £cc 71 y  (8)  por fcc 19S.

Tambi6n se  observan  colonias de bacterias no hidroliticas.
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2.3   Tub6rculos 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 expresi6n de

proteinas de membrana extema de £.c.a., se realizaron cultivos en Medio Minimo Al

en los que reemplaz6 la glucosa por trocitos de tub6rculos de papas. Este, el Medio ~

Papa   ( MP )  fu6 preparado segtin Shevchik y cols.  (1992)  en el que se lavaron las

papas con agua, 1uego de secas se empaparon en alcohol y se pasaron por la llama del

mechero, a continuaci6n se pelaron con un bisturi est6ril y se cortaron en  trozos  de 2

x 2  x  1  cm,  los  que  se  mojaron  en  alcohol  nuevamente,  pasados  por  la  llama  del

mechero y luego lavados en agua destilada esteril. For tiltimo, como se observa en la

figura 3 se depositaron en  matraces Erlenmeyer conteniendo  Medio Al ya est6ril.

Figura 3.~  Crecimiento de frwzri/.& a:azlo/ovofi¢ subsp.  c4zlofoMoffz, en medio de cultivo
M~P. El medio contiene un trozo de tub6rculo de papa como fuente de carbono,  (A)
control sin bacterias, (8) crecimiento de fcc 71.
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2.S.2   Ensayos   de  virulencia   ~   maceraci6n:   Este  ensayo  fu6  realizado   siguiendo

basicamente el protocolo descrito por Murata y cols.  (1990).  Los tub6rculos fueron

adquiridos  en  un  supermercado,  lavados  en  agua  coriente  y  fuego  sumergidos

durante 10 min en una soluci6n de hipoclorito de sodio comercial al 5 %. Despu6s de

esto, fueron lavados en agua corriente durante 20 min y  secados al aire.

Los cultivos de £.a.a. crecidos durante la noche anterior a 28°C

en Medio A1  , se ajustaron   a rna D.O.Goo  igual a O,S   utilizando el medio de cultivo

respectivo.  Luego  se  cent]rfugaron,  y  los  sedimefltos  se  resuspendieron  en  suero

fisiol6gico en 1 / 5 del volumen original. A los tub6rculos se les hicieron perforaciones

de 2 cm de profundidad con mondadientes est6riles, 1os que   habian sido marcados

para  ese  prop6sito.  En  dichas  perforaciones  se  depositaron  5  ml  de  los  oultivos

concentrados, despu6s de lo oral 1os orificios se sellaron  con vaselina est6ril. Despu6s

de incubar los tub6rculos a 28°C por 48 hrs, en camara htimeda cubierta por  varias

bolsas de polietileno, se  cortaron en el mismo sentido de las inooulaciones  y el tejido

macerado se retir6 con rna espatula y guard6 en tubos Eppendorf.  Se determin6 el

porcentaje de actividad macerante, pesando el tejido macerado y tomando como 100%

aquel producido por la cepa nativa,  £cc 71

Z.4.  Mcroscopia

Se inocularon papas con fcc 71 y con medio Al est6ril como se

describi6 en la secci6n 2.S.2. Despu6s de 48 horas de incubaci6n en camara htimeda,

se cortaron trozos en forma de cubo conteniendo   las zonas  de   inooulaci6n,   y se

sumergieron   en la mezcla  de fijaci6n F.A.A.  ( formalina    5%  ,  acido  ac6tico  5%  y

etanol de 70° al 90% ) por 48 horas. Despu6s se removieron de la mezcla y se cortaron
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en dos partes,   justo por la mitad de la perforaci6n; rna de las partes se destin6  a

microscopia 6ptica y la otra a microscopia electr6rica.

Z.4.1  Microscopia 6ptica: Se siguieron las t6cmicas estandar para embeber el material

de estudio en Paraplast, cortado con micr6tomo   y luego sex tedido con Safranina y

Fast Green, para el analisis histol6gico.

2.4.2   Microscopia electr6nica de barrido  (MEB): Las muestras fueron deshidratadas

mediante  el  traspaso  a  trav6s  de  una  serie  de  soluciones   con  concentraciones

crecientes de acetona, y las muestras en 100% de acetona fueron secadas en ambiente

de COz en un aparato Polaron I  S,000 de ptmto critico de secado. Finalmente fueron

recubiertas con rna pelioula de oro de 100 A de grosor . La observaci6fl se realiz6 en

un microscopio electr6nico de ba]rido ]eol ]SM~25~SII, del Laboratorio de Histologia

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

2.5.  Proteinas

2.5.1   Preparaci6n  de  membrana  extema:  Para  la  obtenci6n  de  la  fracci6n  de

membrana extema de las bacterias, se utiliz6 el m6todo de Lobos y Mora  (1991). La

cepa crecida se   sediment6 por 5 min a 5.000 rpm en Miorofnga, se resuspendi6 en

500 prl de amortiguador Tris~HC1  10 mM  pH 8.0 y se someti6 a ultrasoridos en hielo

por 2 veces durante 60 seg   (Equipo  Vibra Cell  de Sonics & Materials Inc. Danbury,

Connecticut, USA.). La preparaci6n se centrifng6 nuevamente por 5 min a 5.000 rpm

para sedimentar las bacterias que no hubiesen sufrido ruptura y luego el sobrenadante

obtenido se centrifug6 durante 45 min en microfnga, a  ls.000 rpm para obtener la

fracci6n de membranas. Este sedimeuto se suspendi6 en BOO Ill de amortiguador Tris~
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Hcl  10 mM  pH 8.0, Mgclz   10 mM, Trit6n X~100   2% , se agit6 vigorosamente en

Vortex y se incub6 a  S7°C durante  30  min.  Se volvi6  a  centrifngar por 45  min  a

ls.000  rpm  en  microfnga y el  sedimento  resultante  se   resuspendi6  en  50  Ill  de

amortiguador Tris~ HC1 loo mM  pH 8.0, SDS 2%  y se guard6 a ~20°C.

2. 5.2 Determinaci6n de proteinas: La coflcentraci6n de proteinas de las preparaciones

de membrana extema bacteriana se dete]min6 mediante el m6todo de Markwell y col.

(1978). En este se utilizaron los reactivos :

(A): Nazc03  2% ; NaoH 0,4% ; tartrato de sodio 0,16%; SDS   1,0%

(8): Cus04 x 5HzO  4,0 %

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

Se agregaron S ml de reactivo  (C)  (  100 partes de reaotivo A

con  1  parte de reactivo a)  a las muestras preparadas en un volumen final de  1  ml.

Despu6s de incubarlas  a temperatura ambiente por S0 min, se les agreg6 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 midi6  a  660  rim usando

como  blanco  una  muestra  preparada  con  agua  destilada.   La  concentraci6n  de

proteinas se calcul6 a partir de una curva estandar confeccionada con concentraciones

entre 10 y loo pug / ml de BSA.

2.5.S Electroforesis en geles de poliacrilamida~SDS:  La electroforesis de proteinas se

realiz6 basicamente segtin la t6crica   descrita por Laemmli  (1970), utilizando geles

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

de minicamara. Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:
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Acrilamida      : S0 % acrilamida  ~  0,8 % bisaorilamida

Soluci6n (A)    : Tris ~ HC1   1,5 M  pH 8,8 ;  SDS  0,4 %

Soluci6n (8)    : Tris ~ HCI  0,5 M  pH 6,8 ;  SDS  0,4 %

Soluci6n de corida       : Tris.Base o,025 M;glicina o,192 M, pH 8,4; SDS 1%.

Soluci6n de carga (2x) : Tris ~ HC1  0,125 M  pH 6,8; SDS 6 %;  glicerol 20 %;

2 ~ mercaptoetanol  0,05 % ; azul de bromofenol  0,002 %.

Soluci6n defijaci6fl      : TCA  0,1 % ;  isopropanol 50 %.

Soluci6n de tinci6n     : Azul de coomassie R~250 0,2 %; TCA 0,1%;

isopropanol 2 5%

SDS                       :  10 %.

APS                       :  10%

Nac1                  :   5  M.

Los mirigeles se prepararon segtin el siguiente esquema:

Soluciones                                   Gel concentrador            Gel separador
5%                                       12,5%

Acrdamida~ Bisacrilamida (ml)             O,S 5

Soluci6n (A)   (ml)

Soluci6n (8)   (ul)

sDs   io%        (prl)

TEMED             ( H1)

Hzo dd.           (ml)

Nac15M        (Ill)

APS   10%        (ul) 0,075
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Las muestras se prepararon agregindoles la mitad del volunen

de soluci6n de carga Tris~ HC1  125 mM, glicerol 20%, SDS 4%, b  ~ mercaptoetanol

0.05%, Azml de Bromofenol 0.002%,  y se calentaron a loo °C  por 5 min  cuando fu6

necesario. Segtin la determinaci6n de  la concentraci6n de proteinas de las muestras,

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

Llg de proteina.

La electroforesis se efecfu6 a 60 Volts   mientras las muestras

atravezaban el gel concentrador,  y a 200 V  mientras lo hacian por el gel resolutivo.

La corida fu6 deterida segtin la posici6n que tuviera el  estandar pretefiido usado

como referencia. El gel fu6 incubado en la soluci6n de fijaci6n por SO min, despu6s de

lo  cual  fu6  dejado  durante  la  noche  en  soluci6n  de  tedido,  al  dia  siguierite  fu6

destefiido en acido ac6tico al 10%.

En las ocasiones en que se reariz6 densitometria de las bandas

de proteinas, se utiliz6 el programa de computaci6n  NIH/Image 160.

Z.5.4      Electroforesis   en  geles   de   poliacrilamida~urea:   Se   prepararon   geles   de

poliacrilalrida ~ urea segtin la t6cnica descrita por  Pngsley y Schaaitman (1978).  Las

sofuciones utilizadas fueron las mismas que para los geles de poliacrilamida~SDS  y la

preparaci6n sigui6 el mismo esquema sefialado antes  salvo  que el gel resolutivo 11ev6

urea a rna concentraci6n final 8 M,  sin agregar  Nac1  5 M .

2.5.5.  "Immunoblot": Se realiz6 segtin la t6crica descrita por Towbin y cols.  (1979).

Se  transfirieron    las  bandas  de  proteinas,  desde  un  gel  de  poliacrilamida~SDS  no

tefiido, a papel de ritrocefulosa, poriendo a ambos  en contacfro y   luego  entre  dos

laminas de papel Whatman SMM . Este conjunto se ubic6  entre dos esponjas y luego
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entre   dos   soportes   de   plastico   perforado,   el   que   se   coloc6   en   la   camara   de

transferencia,  en  posici6n tal,  que  el  papel  de  nitrocelulosa  qued6  enfrentando  al

anodo. El traspaso se hizo a temperatura ambiente a 200 rnA durante 30 min, en una

soluci6n anortiguadora conteriendo Tris~ HC1 25  mM; glicina  192  mM y metanol

20%;    pH  8,4  .  Con  el  objeto  de  bloquear  los  sitios  de  uni6n  libres,  el  papel  de

ritrocelulosa se incub6 en PBS  coflteniendo BSA al 1%, en agitaci6n durante SO min.

Luego se agreg6 el antisuero especifico, difuido  1  :  BOO  en PBS~BSA   , el que se dej6

actuar por S0 min en agitaci6fl, luego de lo cual se lav6 por tres veces durante 10 min

con  rna  sohaci6n  de  PBS  conteriendo  Tween  20  al  0,5%.  Despu6s,  se  hizo  la

incubaci6n  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 lav6 S veces como se describi6 anteriormente y se dej6 sumergido per S min

en el amortiguador de sustrato (SB)  (Tris~HC1 loo mM, pH 9,5; Nac1 loo rmM; Mgc12

50 mM).

Para el revelado, se incub6 en SB  conteriendo  el sustrato BCIP

(5 Bromo~4~cloro~S~ indolil fosfato) 0,16 mg/ml  y NET (azul de nitrotetrazolio) O,S3

mg/ml. La reacci6n se detuvo lavando con bastante agua destilada ~ EDTA 50mM.

Z. 6. Mutag6nesis por recombinaci6n hom61oga.

Fragmentos   cromos6micos   que   coutienen   TnJO,   ham   sido

transducidos  (Perkins  y  cols.,  199S;  Liu  y  cols.,  199Sa;  199Sb;  Sanderson  y Roth,

1988 )  desde £  Zjz2jirinzzz7.zzj77 a otras cepas, mediante el fago P22,   seleccionando los

clones transductantes por su resistencia a tetraciclina.

Se    realizaron    los    ensayos    para    transducir        diferentes

fragmentos  cromos6micos  con  insertos    TnJO,    desde  f.  fjzrfuinzzzT.zzrz7    a  fcc  71
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utilizando el fago P22, cofl el fin de obtener mutantes con alguna alteraci6n en las

proteinas de membrana extema.

2.6.1 Producci6n de lisados: Prein6culos de cada ima de las cepas de a.  fjxpfa.urzzzT.zzm

que poseian inserto de Th JO en sus cromosomas en los sitios elegidos , se crecieron en

Caldo Luria   a S7°C durante la noche.   A 1 ml de cada cultivo se le agreg6 4 ml de

Caldo P22, incubandose    durante la noche a la misma temperatura. Al dia siguiente,

cada cultivo se cendfug6 a S000 xgdurante 10 min y los sobrenadantes obtenidos  se

pasaron a trav6s de  filtros est6riles de 0,Z mm  y se almacenaron a 4°C.

2.6.2  Titulaci6n de los lisados: Se creci6 S. Zjzrfu.rzzzzrJ.zzffl Msl en CL durante la noche

a S7°C, y al dia siguieute se agregaron 200 prl de este cultivo a tubos conteniendo 2,5

ml de Agar blando fundido y mantenido a 45°C, despu6s de lo cual se les agregaron

difuciones de los lisados, en duplicados.  Cada mezcla fu6 vertida sobre rna placa de

AL e incubada por 24 hrs a S7°C, se contaron las placas de lisis y se calcul6 el titulo de

fagos de cada lisado.

2.6.3     Transducci6n   de  marcadores  gen6ticos  desde   S.   fjpjzzinzzr[.zzfzi  a   fri47Zziz.&

czzzlofoviorjz subsp.  a:az`1Ofovorj2 71:  Se creci61a cepa receptora fcc 71  en medio salino

Al por 24 hrs a 28°C, se centrifug6 a S000 xgdurante 10 min y se resuspendi6 en el

incubando  durante  60  min a  28°C  sin agitaci6n y plaqueando  en  medio  CVP  que

conteriia tetraciclina en concentraoiones de S, 4, 5, y 10 pug /



32

b)enmedios6Hdo,sembrandounc6speddebacteriasrecepto[assobreplacascvp

que contenian las concentraciones de tetraciclina sefialadas ant€riormente,  y  sobre el
I

cual se depositaron  15 gotas, en forma individual, de  5  prl a  u, de cada uno de los

Hsados. En ambos casos, las placas se incubaron a 28°C y se servaron diariamente,

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

2. 7 Transformaci6n

y electrop oraci6n.

Se emplearon dos m6todos: tratamiento

2.7.1  Preparaci6n  de  c61ulas  competentes  por  el  m6todo  de

de bacterias con caclz

Las  bacterias  se

sembraronenlmldecLysedejaroncrecerdurantelanoc|e,aldiasiguienteeste

enhielopor20min.Sevolvi6acentrifngarenlascondicionererioresyluegolas

c6fulas fueron resuspendidas en 6,88 ml de SB y dejadas en hie|o  60 min para lograr

c61ulas competentes.   Las c61ulas se  usaron inmediatamente o bien se les agreg6  1,12

ml de glicerol est6ril,   se alicuotaron en voltimenes de ZOO prl Fn tubos Eppendorf  y

se les dej6 a 4°C por S0 min para luego guardarlas a ~20°C,

ooupadas.

hasta el momento de ser

2.7.2  Transformaci6n  de  c6halas  competentes:  Se  mezcl6  el  fonterido  de  un  tubo

Eppendorf  de  c6halas  competentes  (200 ml)  con  el  DNA  en| una concentraci6n de
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10~50 ng conterido en un volumen maximo de 10 prl. La mezcl4 se incub6 90 min en

hielo y fuego se le di6 un pulso de calor (42°C por 90 seg) y

hielo por 1 a 2 min. Luego se le agreg6 400 ml de CL y se dej

e pas6 rapidamente a

incubando 60 min a

28°C. Posteriormeute se sembraron alicuotas de loo prl en placas de AL conteriendo el
1

antibi6tico apropiado.                                                                             I

2.7.S   Preparaci6n   de   c61ulas   electrocompetentes:   El   m6todo   utilizado   para   la

:::P:;aa:]s;nydceo[Cse,[i]]a:8C8°)in:e;Can:S::ruane]perceti°oPc°ur[aoc[e°nn'Mfoe:1:i:[]Ca]=ceun::de;::Srca=::
I

1anoche,sesembr6unin6oulodelooHldelmismomedio,incibandoloa28°Chasta

alcanzar rna D.0 Goo  =   1.0.   Las bacterias se cosecharon por centrifugaci6n a  1500

:=~-::`:i-;--'i;:-yvev]Vsedfi:nto-:eiesuspendi6enlvofu+meJ de agua desionizada,

repiti6ndose  este  paso  tres  veces.   El  tiltimo   sedimento   se  iesuspendi6   en  agua

desiorizadaenl/5delvofumenoriginal.Luegosevolvi6acenLfugarenlasmismas

condiciones anteriores y el sedimento se resuspendi6 en 1 / BOO

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

e volumen de glicerol

2.7.4    Transformaci6n  por  electroporaci6n:  Esta  se  11ev6  a  c|abo  segtin  el  m6todo

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

microfugaconteriendo40Hldec6fulaselectrocompetentessel!agreg61prldeDNA

(alrededor de loo ng) y se mezcl6 ouidadosamente, dejindoloeh hielo durante 5 min.

Luego  la  mezcla  se  transfiri6  a  una  cubcta  de  electropora cuidando  en  no

introducir burbujas y se marituvo en hielo hasta el momento |de la electroporaci6n.
I

Una vez ubicada la cubeta en la camara de electroporaci6n, se fij6 la resistencia a ZOO
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ohmsylacapacitanciaa25mFdandoseunprlsode2,5idlovol+Luegoseagreg6ala

cubeta 1 ml de CL + sacarosa goo mM y se transfiri6 todo el cbnterido a un tubo de
I

microfnga el que se dej6 en agitaci6n suave a 28°C durante 35 him, despu6s de lo cual

secenhafug6enmicrofugayelsobrenadrnte(950prl)seelimm!,resuspendiendoseel
I

:::Lt=inet:a::LLa°nst.:.°6tL:]o:;Srt::Ltae:o::trea;a°::=::16::est:;nbs:jdiaen:espLacadeRA]

2.8  DNA.

2.8.1    Preparaci6n  de  DNA gen6mico  bacteriano:  Se  sigui61i  t6cmica  descrita  por

Ausubel y cols.  (1987)  en que los restos celulares, polisacarido y restos de proteinas

son removidos por precitaci6n con CTAB, y el DNA de alto peso |moleoular se recupera

por precipitaci6n con isopropanol.

El cultivo crecido a saturaci6n durante lla noche, se centrifng6

enmcrofugapor2mma5000apm,elsedmentoseresuspe+i6en565prldeTh,y

luego se le agreg6  S0 prl de SDS al 10% y 5 prl de proteinasa K  ?0 mg/ml. Esta mezcla
I

I

se incub6 por  1  ha a  S7°C.  A continuaci6n se agregaron  12?  Ill de Nac1  5M y se

:o:;:::ne:T:ri]eox%V:8::°cSLa:,;n:'dLeas¥rd6rsacdc:6Ln°dceu:]NSAes:8rreia8ha;:nco:°u:]v:len:::

igualdecF~IAA,semezcl6yluegocentrifug6por5minenJicrofugaa5.000apm.

i8TLa fase superior acuosa resultante se trat6 con un volrmen de fenol  ~  CF ~ IAA,

I.

;;6a:veo:1:uL::y:;:e:e:1:::t:¥=::o:u:1::Lt;1:S:oe:n:ee::t:e::::i:osrua:i:::e::,Lr::::1;:OSC::;nL;
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I

I

nuevamente se centrifug6 en las condiciones anteriores;   elimi4ando el sobrenadante
I

y resuspendiendo el DNA  en 100 prl de TE.                                        I

2.8.2   0btenci6n de DNA plasmidial: Para el aislamiento de p|asmidos, se utiliz6 la

t6crica descrita por Maloy  (1990), creciendo las cepas duranie la noche en CL y a

28°CoS7°C,dependiendodeltipodebacteria.Lasbacteriasse¢entrifugarondurante
I

:u:=o:tnemT;C:::c::ay::Sei=eTn::~SHecrLe:u5SP=d;°ie8no2;°E:LTie]So°]=6nD:;p:S6LsS'dLea

5mindeinoubaci6natemperafuraambienteseleagregaron4|OHldeunasoluci6n
i

I.

SDS10%~NaoHIONmezclandoelcontenidodelosfubospo|unversionesrepetidas

y dejando en hielo por 15 min. Luego se agregaron goo Ill de ura soluci6fl de acetato
I

I

de amorio 7,5 M y se procedi6 a mezclar suavemente por breves segundos despu6s de
I

1ooualsedej6enhieloporotroslomii.Secentrifug6porlotinal0.000apmyel

sobrenadante separado en un tubo linpio se  someti6 a rna extfacci6n con 250 Ill de
1

rna mezcla de fenol: CF : IAA     ( 24  : 23 :  1 ), agitado en Votex y centrifugado en

microfugapor5min.Lafasesuperiorsetransfiri6aunnuevo+bo,alaqueseagreg6
I

0,6 volrfuenes de isopropanol   manteriendo la mezcla por  lp  min.  a temperatura
I

ambiente.  Este  se    centrifug6  por  30  min  en  microfuga  y  il  pellet  resultante  se

resuspendi6enl00prldeamoriiguadorTE.Seagregaron2pr|deRNAsal0mg/ml

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

2.8.S   Purificaci6n de DNA plasmidial: Para obtener ima preparaci6fl de plasmidos

pu]diicados, se hizo una electroforesis en agarosa de tipo prepFrativa, despu6s de lo

cual la regi6n del gel que conteria la banda de DNA plasmidial Se cort6 con un bisturi



36

esterilizade  y  se  coloc6  en  rna  bolsa  de  dialisis  de  0,25  Pulgadas  de  diametro

conteriendo Th. La bolsa de dialisis se coloc6 en la camara de el6ctroforesis horizontal
I

yelDNAseelectroeluy6ens00uldeThA,durantesomina7|0mAyatemperafura

ambiente.  Luego se procedi6 a inve]dr la polaridad de la caniara   por  S0  seg   y a

reouperarelconteridodelabolsa,eloualfu6centrifugadoenticrofugaporlomin

a  5.000  xpm,  procedimiento  que  se  repiti6  con  el  sobrena|dante  obtenido,  para

eliminar  completamente  posibles  residuos  de  agarosa  contarm;inantes.  Se  realiz6  1a

extracci6ndelDNAelectroeluidocofllamezclafenol:CF:IAA,1+egosecentrifug6en

microfuga pop 5 min a  10.000 arm y la fase acuosa fu6 repa+ida en vohimenes de
I

400prlentuboslimpios.Luegosereafiz6laprecipitaci6ndelDtAconetanolsegtinla

t6onica descrita anteriormente.                                                           I

2.8.4   Electroforesis   en geles de agarosa:  La electroforesis  de| DNA cromos6mico  o
I

plasmidial, se realiz6 utilizando geles de agarosa al 0,7 %,   pieparados   en soluci6n

amoriiguaderaTIA,colocadosencamarahorizontaleinmersoienThA.Lasmuestras

de DNA se   prepararon en  1/3   v/v   de soluci6n de carga  Gicerol 25%, SDS 0,5%,

azul de bromofenol   0,025%   y   EDTA   12   mM ), se calentaion   durante  5 min   a
I

I

65°Cyluegofueroncargadasenlosbolsinosdelgel.LaelectrtforesissereaHz6a70

rnA durante 45 min aproximadanente. Las bandas de DNA fu!ron observadas en un

transifuminadoruv,previotefiidodelosgelesconunasoluci6ldebromurodeetidio

lprg/mldurantelommLosgelesfueronfotografiadosusand]placaspolaroidBlack

and white Type 667.                                                                            I

2.8.5   Digesti6n del DNA con enzimas de restricci6n: Generaltente, se incub6 0,5 a

1,0  pug  de  DNA   con  1~2  uridades  de  enzima  de  restricci6n|en  el  amortiguador y
I
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condiciones recomendadas por los proveedores.  El tiempo de inpubaci6n fu6 de 2 hrs

a S7°C. Los fragmentos fueron separados por electroforesis en

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

2.8.6  Identificaci6n de la inserci6n de TnJO en el DNA

geles de agarosa entre

de las mutantes

mediante PCR:  Se utiliz6  la t6cnica de amplificaci6n  de un f4agmento  del   gen  de

resistencia a tetraciclina fG£R mediante la reacci6n de polimeriza

Para  ello  se  disefiaron     2  iniciadores  o   "primers"  basados

i6n en cadena (PCR).

en  la  secuencia  de

nucle6tidos de la regi6n /G£4  del  gen  de resistencia a tetracicli#a fG/fl del transpos6n

TnJO  (Nguyen y cols.,198S). Para el extremo N~ terminal se sintetiz6 el 0LIThT 1 de

S6mer:5'CTGCAGCATATGAATAGTTCGACAAAGATCGCATTG3';yparaelc~

terminal, el OLIThT 2 de 40mer: 5' CCGG CAT ATG AAG CTrGTG ACG AAA TAA CTA

AGC ACT TGT S', correspofldiente a un fragmento que termina el nucle6tido  1293

delgen.Seutilir6DNAcromos6micode:£co71,rmtantessT,19,.20,22,4115y

de £.  fjz2tizrzlzzz?.zzrm 2947 como cofltrol positivo.  Despu6s de un comienzo a  92°C,  se

reahizarons5ciclosdeamplificaci6nconunprogramadedesLafuraci6na92°Cpor

pi;g;rnai±i=b::a:::C°=d:I:::ao]::1:C;i::;:o:naT:;°e:7e:=::n[cn7'2::e::i::Cu[d:ent;;2t:e::::r::I::
productos  del PCR 4°C  durante  la  noche,  se  analizaron

agarosa al 1,5 %.

mediante  electroforesis  en

2.8.7   Desestabilizaci6n   de   plasmidos:   Para   provocar   la

("ouraci6n") , se cultivaron las bacterias por dos periodossucesivos

ida   de   plasmidos

de 24 hrs cada, en

el medio de cultivo de bajo conterido en fosfatos descrito por Toriani  (1960). Este,
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denominado  Medio  Basal  A~P  contiene  Tris  Base  0,1  M;  Mgs04  .   7  HzO  0,1  g;

(NH4)zS04    1,0 g ;   citrato de sodio   0,5 g; el cual es ajustado  a pH  7,4  con Hcl y

esterilizado efl autoclave. Ufla vez frio, se le agrega glucosa a rna concentraci6n firial

del 0,I % y K2IIP04  0,05 mM final.

2.8.9 Verificaci6n de la estabhidad de plasmidos en fcc: Las bacterias en estudio, se

crecieron durante la noche en  el medio  de  cultivo  apropiado  suplementado  con  el

antibi6tico de selecci6n, se sedimefltaron por centrifugaci6n y se resuspendieron en

1/5  del  volrmen  iricial  en Medio Minimo  Al  sin glucosa.  Luego    se  prepararon

difuciones tanbi6n en Medio A1, para el desarrollo de viables, el que se realiz6 en

CVP suplementado con el antibi6tico  en concentraci6fl apropiada.  Se prepararon  S

grupos  de  tub6rculos  de  papas  para  evaluar  la  evoluci6n  de  la  enfermedad.  Los

fub6rculos fueron inoculados con las cepas, segtin se ha descrito en la secci6n M6todos

2.S.2.,  e  incubados  por  grupos  en  cajas  separadas.  Los  gnipos  de  tub6rculos  se

cosecharon  en dias sucesivos, es decir, a las 24, 48 y 72 hrs de incubaci6n. La cosecha

consisti6 en tomar los macerados producidos en cada inooulaci6fl, resuspenderlos en 1

ml  de  Medio  Al  cada  uno  y  despu6s  de  homogenizados,  fueron  diluidos  para  la

contabilidad de bacterias viables. Las diluciones se sembraron en placas de CVP con el

antibi6tico apropiado, y en un duplicado sin el antibi6tico.  El ntimero de bacterias

viables,  en las placas con medio de cultivo suplementado cofl  antibi6tico tendria que

ser igual al ndmero de bacterias que se desarTollara en la placa correspondiente, de

medio de cultivo sin antibi6tico, para decidir que el plasmido era estable en una cepa

bacteriana.
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2.9 I)eterminaci6n de la prodrcci6n de exoenzimas por ensayo en placas=

En  los  ensayos  para  la  determinaci6n  de  secreci6n  de  enzimas  al

medio, se utilizarofl placas Petri de  loo x 20  mm con 20  ml de medio  de oultivo,

suplementado cofl el sustrato adecuado.  Cada placa fu6 dividida en tres sectores, en

cada uno de los cuales fu6 sembrada una bacteria diferente. La siembra foe realizada

depositando sobre la superficie del medio de cultivo 3 gotas, separadas unas de otras,

de 5 prl c/u de bacterias crecidas hasta una D.O.6oo igual a 0,07. Se cuid6 el rivel de la

superficie tanto del mes6n en que se moflt6 este ensayo como del de las bandejas de la

camara de oultivo, para evitar la deformaci6n de las gotas.  Cumplido  el tiempo  de

inoubaci6n,  se  midi6  el diametro  del  halo  de hidr6lisis producido  alrededor de las

zonas de crecimiento microbiano.

2.9.1   Producci6n de pectinasas: Para determinar la secreci6n   de pectinasas por las

diferentes cepas bacterianas, se utiliz6 la t6cnica de He y cols.,  (1991)  con algunas

modificaciones. Se us6 el  Medio Al suplementado con 0,4 %  de poligalacturonato de

sodio el que fu6 incubado durante la noche a 28°C. Las placas se inundaron con una

soluci6n  de  CTAB  al  1,0%  y  luego  se  midieron  los  halos  transparentes  formados

alrededor de cada mancha de crecimiento bacteriano.

2.9.2 Producci6n de proteasas:  Se realiz6 la determinaci6n del feflotipo  secretor de

proteasas  en  las  bacterias,    inundando  con  rna  soluci6n  saturada  de  sulfato  de

amorio, 1as placas de Agar gelatina  que habian sido sembradas el dia anterior con las

bacterias en estudio. Se midi6 el halo de hidr61isis formado alrededor de cada mancha

de crecimiento bacteriano. EI Agar gelatina fu6 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 llt de agua dd.
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2.9.S  Producci6n  de  cehalasas:  La  dete]rminaci6n  de  celulasas  secretadas  por  las

bacterias, se realiz6 segtin el m6todo descrito por Teather and Wood (1982) , en placas

de AL (agar 0,8 %) suplementadas con 0,1 % de carboximetilcelulosa (CMC). Despu6s

de la incubaci6n de bacterias, se inundaron las placas con rna soluci6n de Rojo Congo

0,1% durante 15 min. Luego de elininar la soluci6n anterior, se inundaron con Nac1

1  M y  se  dejaron  en  reposo  durante  otros  15  min.  For tiltimo,  se  reemplaz6  esta

soluci6n por rna de HC1 1N,  despu6s de lo cual el agar de la placa tom6 un color azul

y fu6 posible medir los halos de hidr6lisis  transparentes.

2.10     Dete]rminaci6n  de  sensibilidad  a  antibi6ticos   (  Calculo  del  MIC).  Los

antibi6ticos  se  dilnyeron  en  forma  seriada  a  la  mitad,  en  rna  serie  de  tubos

conteriendo  1 ml de CL cada uno. Estos tubos se sembraron con una gota de cultivo

bacteriano crecido durante la noche, a 28°C y se incubaron por 24 hrs a la misma

temperatura.  Se desigri6 como concentraci6n i]ihibitoria minima  (MIC), a la menor

concentraci6n de antibi6tico en que no se encofltr6 desalfollo bacteriano.

2.11     Aislamiento  de  mutantes  tets.  Para  detectar  clones  que  ham  perdido  la

resistencia a tetraciclina, se utiliz6 el ensayo de Maloy y Nunn,1981. Este esfa basado

en la utilizaci6n del medio de cultivo Bochaer~Maloy,  el oral esta formado por:

A : agar 15 g; Triptona 5 g y extracto de levadura 5 g; clortetraciclina 50 mg,  en BOO

ml de agua desionizada.  8  :  Nac1  10 g;  NaH2P04  .  H20  10 g    en  BOO  ml de agua

desioriizada. Estos medios de cultivo se autoclavan por separado, y una vez enfriados a

50°C  se mezclan y se les agrega 5 ml de rna soluci6n de Znc12 20 rriM, con 15 mg de

acido fusarico, la que ha sido esterilizada previamente, mediante filtraci6n. Luego,  1a

mezcla completa es vendda en placas Petri.



RESULTADOS

1.~    Caracterizaci6n de frwz:.jzr.jz a:aziofovoFT€ subs. a:aziofovor£ 71.

1.1. Caracteristicas metab6licas.

Erwinia   carotovcilfa  sobsp.carotovora  71   (I:cc  7T)   es  rna

bacteria  perteneciente  a  la  familia  fz?fGzlo4zzcfGrt.jzc€zzG,  y  como  tal  posee  muchas

caracteristicas  metab61icas  y  de  crecimiento  comunes  con  otros  g6neros  de  esta

familia. Para tener un patr6n de comparaci6n con otras bacterias relacionadas que se

oouparian en este trabajo, se estudiaron las propiedades metab61icas y de crecimiento

como se sefiala en la secci6n 2.1  de Materiales y M6todos, con las t6cmicas rutinarias

para  la  identificaci6n  de  cepas  usadas  en  un  laboratorio  de  Microbiologia  y  se

compararon  con  las  tablas  disefiadas  para  tal  prop6sito  en  Breririer   (1984)   del

"Bergey's  Manual  of  Systematic  Bacteriology",  y  en  Starr  (1981b)  del  texto  ``The

Prokaryotes". En la Tabla S   se muestran en su mayor parte los resultados de pruebas

que  marcan  alguna  diferencia  entre    las     cepas     de  fcc  71,  £.  co/r.  K12  y  5:

typhimurium NISI.

1.2   0bservaci6n microsc6pica de la invasi6n de tejidos de tub6rculo de papa por

fcc 7 1 .

£Z`l¢7Z.r2J.&  cffofotloff€  subsp.  Cj3Zlo/ovofl¢    es  iJn  fitopat6geno  capaz  de

producir la maceraci6n enzimatica del tejido parenquimatoso del tub6rculo de papa.

Una de las  vias   de entrada  de esta bacteria al tub6roulo, es por las lenticelas de la

peridermis, ya que los espacios intercelulares de 6stas se continuan con aqu611os de

41



Tabla S.

Caracteristicas bioquimicas,   fisiol6gicas   y  de oultivo de
Erwinia carofovora s;hasp. carotovora 71, E. coli K12,  y  S.
typhimurium MS1.

E.c.c. 71       E. c:oil        S.i.  NISI
K12

H2S de Cisteina
Degradaci6n de pectato
Producci6n de acetoina
Reacci6n de Rojo de Metilo
Producci6n de Indol
Hidr61isis de Gelatina
Producci6n de acido desde:

Lactosa
Mltosa
Sacarosa
Alfametilgluc6sido

Sustratos como rfuica fuente
de
carbono:

Citrato
Glicerol
Celobiosa
Rafinosa
Inositol

Motilidad
Crecimiento en 5% NacI
Temperatura 6ptima de crecimieuto
Sensibilidad a 50ug de Eritromicina
Requiere de factores de crecimiento

+

42
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1os tejidos  interrios,  lo que  facilita  la  invasi6n  por  el pat6geno. Otra via de entrada

may   comrfu,  son las heridas producidas en la superficie por equipos de  labranza,

labores de cosecha, 1avados, almacenamiento, etc. 1as cuales dejan expuestos los tejidos

susceptibles del tub6roulo, los que son  colonizados entonces por estas bacterias.

Para    visualizar    las    bacterias    dentro    de    su    organismo

hospedante, 1a distribuci6n de ellas con respecto a los tejidos, y el dafio producido; se

infectaron papas  como  se indica en la Secci6n  2.S.2  de Materiales y M6todos, per

punci6n  de  la  superficie  con  un  mondadientes  e  inoculaci6n  de  rna  alicuota  de

cultivo de fc]c 71 en la perforaci6n. Io mismo se hizo con papas controles, inoculando

en la perforaci6n el mismo vohimen pero del medio  de  cultivo Al  est6ril.  De cada

lngar inoculado se hicieron preparaciones para la observaci6n al Microscopio 6ptico

(MO)   y  para  el  Microscopio  Electr6rico  de  Bairido   (MEB)   como  se  encuentra

detanado en la Secci6n  2.4 de Materiales y M6todos.

Las   figuras   4,   5   y   6   corTesponden   a   observaciones   al

microscopio  6ptico,  de  cortes  de  tub6rculo  de  papa,  tefiidos  con  el  M6todo  de

Safranina~Fast Green. La figura 4 representa  un corte por tub6roulo sano, en el que ,se

pueden observar la zona ex±erma de la   periderrris  (punta de flecha) y bajo ella rna

zona  de  c61ulas  dispuestas  en  filas  hacia  el  interior,  el  felema  o  corcho,  1uego  se

distingue  el  par6nquima  formado  por  c61ulas  globosas  sin  espacios  intercelulares,

coflteriendo granulos de almid6n.

La  figura  5  muestra  la  desintegraci6n  del  tejido  parenqui~

matoso provocado por la acci6n enzimatica de fcic 71 sobre la lamina media, 1a que se

produce por debajo de la peridermis.  El color verde osouro en los bordes celulares,

indicado por flechas, muestra la acumulaci6n de bacterias, detalle que se observa con

mayor aumento en la figura 6, y que muestra c6mo la bacteria va ubicandose en los
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espacios  intercelulares  lugar,  en  que  depolimeriza  los  componentes  de  las  paredes

celulares vegetales.

rigura 4. Corte por tub6rculo de papa. Se observa la  peridermis (punta de flecha), y
las c61ulas del par6nquima de reserva conteniendo amiloplastos. Microscopia 6ptica,
tinci6n con m6todo Safranina~rast Green.
Barra de referencia =   100 LLm



Figura.  5. Corte por la zona de maceraci6n de un tub6rculo de papa provocada por
fcc 71 despu6s de 24 hrs de inoculaci6n. Las flechas sefialan zonas de acumulaci6n
de bacterias  en los espacios intercelulares. Se observa una gran zona de destnicci6n
celular,  que  separa  las  capas  de  la  peridermis  y  el  tejido  intemo  en  donde  se
encuentran  las  flechas.  Microscopia  6ptica,  tinci6n  con  el  m6todo  Safranina~Fast
Green.
BarTa de referencia =  loo Hm
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Figura 6. Corte por tub6rculo de papa en la zona de maceraci6n. Lesiones producidas
por fcc 71 despu6s de 24 hrs de inoculaci6n. Todas las flechas sefialan las masas de
bacterias acumuladas. Microscopia 6ptica, tinci6n con m6todo Safranina~rast Green.
Barra de referencia= 25 Llm

Las figuras 7 y 8  corresponden a MEB de tub6rculo de papa infectado por fcc 71. Se

puede observar en la figura  7  la morfologia bacteriana,  mientras  en  la figura  8  se

observan  los espacios producidos por la maceraci6n del tejido vegetal y a las c61ulas

separadas unas  de otras. Las flechas estin indicando los lugares   en que las bacterias

ham   logrado   degradar   la   membrana   celular,   etapa   que   ocurre   posterior   a   la

depolimerizaci6n de pared celular. ha figura 9 muestra una zona de la figura 8 con

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

c61ulas vegetales.
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Figura 9. Lesiones de la pared de las c61ulas parenquimatosas de tub6rculo de papa.
Las flechas sefialan algunas de las perforaciones producido por fcc 71 en la superficie
celular. Esta figura corresponde a un aumento del sector sefialado con flecha blanca
en la figura 8. Microscopia Electr6nica de Barrido.  Barra de referencia =  loo Hm

1.S   Maceraci6n del par6nquima del tub6rculo de papa.

£c]c7  produce   la   maceraci6n   del  tejido   vegetal,   cuando   es

inoculada en perforaciones de la superficie de un tub6rculo de papa, y en condiciones

de humedad y anaerobiosis adecuadas.  Este proceso es producido   per la acci6n de

nunerosas  erizimas  pectinoliticas,  cefuloliticas  y  proteoliticas  secretadas  por  estas

bacterias. La figura 10 muestra el corte de un  tub6rculo  inoculado en ( A )  con fcc

71,  en ( a ) con medio de cultivo Al est6ril; y en (C )  con fcc 19S. Se puede observar

el   aspecto   acuoso   del  tejido   sefialado   por  las  flechas   ,   que   colfesponde   a   la

denominada  "pudrici6fl blanda", y que puede sex separado  del resto de tejido  sano

mediante una espatula, obteni6ndose una cavidad de limites muy definidos, bajo  el

peridermo de la zona de inooulaci6fl, el oral no es atacado, como   se   observa   en la

figura 11.
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Figura  10. Efecto de la inoculaci6n de fcc  en un tub6rculo de papa.Corte por   las
zonas  de  maceraci6n  (flechas)  producidas  por  dos  cepas  de  frw;zri/.zz  ciariofowoffjz
subsp.  c:azlofoMOFTjz  ( A ) cepa 71, ( C ) cepa  193;  y ( 8 )  control con medio de cultivo
A1.

Figura 11. Vaciado de zona de maceraci6n en tub6roulo de papa.Corte por tub6rculo
de papa, mostrando la cavidad producida por la pudrici6n blanda, al ser  eliminado
el tejido macerado, mediante la ayuda de una espatula.
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1.4  Perfil de proteinas de Membrana E2rferria de frii7z.ur.j3 cjzziofoyozi¢ subsp.

carotovora71.

Para  analizar  el  patr6n  de  proteinas  de  membrana  extema

(OMP)  de fcc, se realizaron electroforesis de las preparaciones de membrana de esta

bacteria tanto en sistema de geles de poliacrilamida~SDS, como de poliaorilamida~SDS~

urea. Segtin se observa en la figura 12 A, (calril 2),  colfespondiente a PAGE~SDS, esta

bacteria   presenta   un   perfil   de   proteinas   claramente   diferente    de   aqu61los

pertenecientes  a £. co//.  y f. fjzrfuinzzzr.zzrzi (ca]riles  1 y S respectivamente) en cuanto

al  ntimero  y  posici6n  de  las  bandas  proteicas  presentes  en  mayor  concentraci6n

dentro de los rangos de masas moleculares de 48,5 a 26,6 kDa . En la figura lz A se

indican las bandas de proteinas ompc, OmpF, y OmpA identificables en £. CCJ/z.  y en

S. fjz2jzJ:rzizzz?.zzj?r, ademas de OmpD correspondiente s61o a esta rfutima especie.

Es un hecho conocido, que  bacterias pertenecientes a la familia

fzzferoj7gcfGfi.#cfzze poseen  proteinas  de  membrana  exterria  en  forma  de  unidades

trim6ricas,  como  lo  son  las  porilias  Ompc,  OmpF  y  OmpD  y  que  cuando  son

solubilizadas   en   SDS   bajo   condiciones   suaves   de   temperatura,   exhiben   masas

moleculares  entre  loo  a  200  kDa  segtin  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,   tambi6n   muy

conservada entre las representantes de estas bacterias cuando es solubilizada en forma

suave en SDS, posee mayor movilidad electrofor6tica que si la muestra de proteinas

fuera  calentada  a  100°C/5  min.  Esta  es  rna  proteina  de  membrana  extema  que

corresponde a aquellas designadas en fz1/GrobzzcferJ.j2cGzzG como proteinas modificables

por calor.
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Figura   12.  Electroforetograma  de  proteinas  de  ME  de  £.   co/J.  K12,  £c]c  71  y  5:
fjpjir.urzzzT.zzm  (A);  e  "immunoblots"  con  sueros  anti~  Ompc  de  S.  fjp4/.  (8)  y  anti~
O"pE/ OapA. de S. typhimurittm NISI(C) .

(A) Extractos de proteinas de ME separados en geles de poliacrilamida~SDS al 12,5 % .
Carriles: 1, 2 y S contienen las muestras calentadas a 100°C durante 5 min; cariles 4,
5 y 6 contienen las muestras sin calentar, 1o que mantiene a las porinas como trimeros
e impide que migren hasta la zofla de SO~40 kDa; carriles 1 y 4, £. co//.K12; cariles 2
y 5, £cc 71; carriles 3 y 6, a. fjpfain#zTf.zzm MS1,. calril St, contiene los marcadores de
masas moleculares pretefiidos: pirtrvato quinasa(58 kDa) , fumarasa(48,-5 kDa) ,1actico
deshidrogenasa(S6,5 kDa)  y triosa~  fosfatoisomerasa  (26,6 kDa).  Se muestra  s61o  la
zona relevante del gel.

Sinbolos: Hechas sefialan Ompc, OmpF y OmpA de I. co/J. K12. Estrellas sefialan Omp
A  y  OmpE  de  fccr  71.   Circulos  sefialan  Ompc,   OmpF,  OmpD  y  OmpA  de  S.
typhimizriumNIS1.

(ha leyenda de esta figura contintia en la pagina siguiente)
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(cont. figura 12 )

(a)    Amalisis  por  "immunoblot"  con  suero  antiporina  Ompc  de  £.  Zjz2jzJ.    de  las
proteinas del electroforetograma mostrado en ( A ) ,1os carriles contienen las muestras
en las mismas condiciones sefialadas  en (A)

(C)  Amalisis  por  "immunoblot"  con  suero  que  contiene  rna  mezcla  de  antiporinas
OmpF/OmpA de 5: fjz2JirJz7zzz7.zzrz7, de las proteinas del electroforetograma mostrado en
(A) ,1os carriles contienen las muestras en las mismas condiciones sefialadas en (A).

Simbolos:  Igual  que  en  (A),  ademas,  s/c indica  ``sin  calentar",  1a  flecha  OmpA s/c
sefiala la banda de proteinas de £.  co/I. en el caril 4, y el doble circulo  ompA s/c
sefiala la banda de proteinas de S. Zjz2jirmzzz7.zzrz7 del caril 6.

Considerando estos hechos, y con el fin de identificar dichas proteinas

en  fc]c  71  y  compararlas  con  aquellas  de  £.  co/I. K12  y  f.  fjz2JZzinzzz7.zzffl  Msl  se

hicieron   migrar   las   proteinas   de   membrana   extema   de   estas   bacterias,   en

amortiguador  de  carga  calentadas  a  100°C  (figura  12  A,  cariles  1,  2  y  3)  y  sin

calentar (figura 12 A , cariles 4, 5 y 6). Se observan las proteinas de fc]c 71  (carril 2),

2  de cuyas bandas proteicas  , marcadas con estrellas, se encuentran ausentes en el

carril 5; asi tambi6n se pueden identificar  las proteinas OmpF , Ompc y OmpA de £.

co/I. , indicadas con flechas en el carmil 1 y las proteinas OmpF, Ompc, OmpD y OmpA

de S. fjpjzJ.jz7zzrr.zzjzr  indicadas con ciroulos en el caril S, 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 esta indicando que estas proteinas corTesponden a

aquellas   que   forman  uridades   multim6ricas,   1as   que   al   no   ser   disociadas,   se

mantendran ooupando posiciones entre los  loo a 200 kDa en PAGE~SDS   y no seran

observables en los rangos de masas moleculares que se muestran en la figura 12 A. For

otra parte se puede observar en las tres muestras sin calentar, 1a presencia de rna

nueva banda en el Tango de nasa molecular de S0 kDa y  que en los casos de  £. co//.y

S. `fjptiJ.jzlzlz7.zzrzr, se sabe que colfesponde a la proteina OmpA.
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1.5   Identificaci6n de dos proteinas de Membrana Exterma de fcc 71

Para  verificar  la  existencia  de  proteinas   relacionadas   con

porinas en fcc, se realizaron 2 "immunoblots" a partir del PAGE~SDS mostrado en la

figura 12 A de proteinas de membrana extema, uno de ellos utilizando antiouexpos

contra  la  porina  Ompc  de  i:.fjpJzj.  (figura  12  8),  y  el  otro  con  un  antisuero  que

contenia rna mezcla de antiouerpos contra la porina OmpF y contra la proteina OmpA

de S.  fjpfuinzzz7.zzzH (figura  12 C). Se puede observar en la figura  12 8, que una sola

banda de proteinas de fcc 71 es reconocida por el antisuero Ompc (carril 2),1a que

presenta rna masa molecular aparente mayor que Ompc de £. co/r.  (caril 1) y menor

que Ompc de f.  Z;)z2jirfflzzz7.zJfH (carril S), ademas se puede constatar que existe   rna

reacci6n 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

(caril  2)  1a presencia  de  dos bandas  en  fcc 71, una  que  conserva  la  posici6n  de

aquella reconocida por antiompc y otra de mayor nasa molecular aparente y que

estaria reaccionando con los antioueapos anti~Ompl'/anti~OmpA.

Los cariles 4, 5 y 6  de la figura 12 8  muestran la ausencia de

bandas que reaccionen con el suero antiompc, si se las compara  con las muestras

calentadas (carriles 1,2 y S respectivamente),1o que esta corroborando el hecho que

estas  proteinas  corresponden a  aquellas  que  al  no  ser  solubilizadas  completamente

permanecen como trfueros y asi ocupan posiciones superiores a ZOO kDa,  en el caso

que ingresen al gel separador. En la figura  12  C se observa la presencia de bandas

reaccionantes  en  £.  co//.    (carril  4)  y  en  £.  fjzrfu.r77zzr[.zzm  (carril  6),  con  distinta

movilidad electrofor6tica que en las muestras calentadas y correspondientes a OmpA;
J

miefltras en fc]c 71  (caril 5) se mafltiene rna banda de baja nasa molecular que ya

estaba aparentemente presente en la muestra calentada.
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Para optimizar la separaci6n electrofor6tica de porinas en los

geles, se realiz6 rna electroforesis de las proteinas de ME, en geles de poliacrilamida

SDS~Urea ( figura 13 A)   y el "immrmoblot ``con suero anti~Ompc de a. fjpjij. (figura

lsB). En la figura  ls A se observa, en el camil  1, dos bandas de proteinas indicadas

con  estrellas pertenecientes  a  fcc 71;  en  el  carril  2  se  ham  marcado  las  proteinas

Ompc, OmpF y OmpA de £. co/J;. y en el carril S se muestran las bandas Ompc, OmpF,

OmpD y OrapA de S. typhimurium.
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Figura ls. Perfil de proteinas de ME de fc]c' 71, £. co/I. K12 y f. fjpjzrfuzzz7.zzzz7 MS1  (A)
e   "immunoblot"   contra   suero   antiporina   Ompc   de   51.   fjzjzJ.  (8).   Los   simbolos
corresponden a los indicados en la figura lz

( A ). Extractos  de ME fueron separados en PAGE~SDS~Urea al 12,5 %; se muestra s61o
la regi6fl de inter6s del gel. Ca]ril St, patrones de masas moleoulares; caril 1, £cc 71;
ca,rf ul Z, E.caliK 12., carril 3, S. txphimurium  MS1.

( a )  "Immunoblot" del electroforetograma mostrado en (A)   contra suero antiporina
Ompc de f. fjpjz/..  Las muestras de los carriles corresponden a las de (A).
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En la figura  ls a observan las bandas proteicas de las porinas

de  £.  co/I.   (carril  2),  de  S.  fjz2fizinzzrJ.zzjzr    (carril  3)  reconocidas por el  suero  anti~

Ompc y ademas de rna de las bandas de fcc  71  (carril 1). La posici6n de esta tiltima

banda   corresponderia entonces a aquella que presenta memos migraci6n de las dos

sefialadas en la figura  ls A, por lo que, comparado con el resultado mostrado en la

figura  12  a  las  dos  bandas  proteicas  principales  de  ME  en  fcc 71  invertirian  su

movilidad electrofor6tica dependiendo del sistema utilizado.  La presencia de bandas

reaccionantes adicionales en este "immunoblot", se estim6 que colfespondian a una

sobre~reacci6n  con  el  antisuero.   Sin  tener  mayores  autecedentes  acerca  de  las

propiedades  de  la  profeina  de  fcc  71  reconocida  por  antiompc,  y  que  podria

corresponder a Ompc o a OmpF, se opt6 por denominarla temporalmeute OmpE.

Para  conocer  las  masas  moleculares  relativas   (Mr)   de     las

bandas de proteinas corisideradas  OmpE  y  OmpA  de fcc 71, se calcularon los Rg de

ellas,   en base a geles  semejantes a la figura  12 A,  dando  como resultado Mrs   de

alrededor de S7,9  y  40,0  kDa  respectivamente. Como controles de referencia en el

mismo gel,   se usaron las proteinas de OM de  £.  c]o/J.   y f.  fjpJZzinzzr/.zzrz7.   Segtin la

literatura (Beriz y Bauer,1988),  Ompc y OmpA de £. co/I. poseen Mr  de  36.0 y S5.O

kDa   respectivamente,   mientras   los   de   Ompc   y    OmpD    de    S.    f:)z2fa.fflczz?.zzr2r

corresponden  a  39,8  y  S8,0  kDa  respectivamente,  datos  que  coincidirian  con  las

posiciones mostradas por dichas proteinas en este gel.

1.6   Regulaci6n de la expresi6n de proteinas de membrana exterria dependiendo

de las condiciones ambientales.

En las bacterias Gram~negativas las respuestas adaptativas a los

cambios del medio ambiente afectan la composici6n de fosfolipidos  de membranas,
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inducen cambios en las propiedades i6nicas, en los constituyentes macromoleculares

del   citoplasma  y   espacio   periplasmico,   como   tambi6n  generan   cambios   en   la

composici6fl de proteinas de la ME. Es asi como el ntimero de mol6c"1as de Ompc y

OmpF puede variar considerablemente por canbios en la  temperafura, osmolaridad o

composici6n del medio de oultivo  (Forst e Inouye,  1988).  Con el fin de conocer los

efectos del medio sobre la expresi6n de OmpE y OmpA   de fcc 71, se oultivaron las

bacterias  en las  condiciones  sefialadas  mss  adelante y  se  estudiaron los  perfiles  de

proteinas de ME.

1.6.1  Efecto de la osmolaridad.

rTzxrm+o Ecc71  cc>rmo   E. coliKIZ  y S. typhimurium NIsl hieron

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.). Ademas se cultiv6 para la cepa fcc 71 tanto en

el Medio A1, (medio de crecimiento nitinario para esta especie, en este trabajo), como

en el Medio Al couteniendo 5,0 % de Nacl. Una vez que los cultivos alcanzaron rna

D06oo  =  0,4  fueron  cosechados  y    los  extractos  de  membrana  externa  analizados

mediante PAGE~SDS, de los cuales se realiz6 la densitometria utilizando el programa

de  computaci6n  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 8 se muestra s61o 1as densitometrias de las proteinas de fcc 71.

Como se observa en el perfil de proteinas en poliacrilamida~

SDS de la figura 14 A, la cepa fc]c 71 presenta una mayor expresi6n de  la proteina

OmpE  en Medio A1 (caril 2), lo que sugiere un comportamiento funcional mss 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  £'cc  71,  £.   co//. K12  y  S.
/jz2jiJ17?zJj./.zz/z7  MS1(A)   y  densitometria  de  las  proteinas   de   fcc  7i.   Efecto   de  la
osm.olaridad del medio sobre la expresi6n de proteilias de ME.

(A)   Extractos   de   ME   de   bacterias   crecidas   en   medios   de   cultivo   de   distinta
9sinplaridad, fueron separados mediante PAGE-SDS al  12,5%. Cariles :  1, Z,.4, 5,  y 8
£cc 71; carriles   6 y 9   £. co/I. K12; carriles   7 y 10   J. fj¢jir.j77czj.I.zzr7iMS1.
Los medios de cultivo utilizados en carriles :  1, medio A1~ 5%Nacl;  2, medio A1;  5, 6,
y 7 medio NB;  4, 8, 9 y 10 medio NB*O,57 M sacarosa. Simbolos como en la figura i2

(8) Densitometrias de las proteinas de ME de fc]c 71. La flecha indica la direcci6n de
la corida electrofor6tica.  Los carriles examinados se eflcuentrafl indicados al costado
izquierdo  y  corresponden  a  aquellos  de  la  figura  (A).  La  banda  marcada  como  St
corresponde al estandar intemo utilizado;-A indica la proteina OrfupA, y I ia proteiha
OmpE.  Se incluye la raz6n entre OmpE y OmpA en cada uno de los casos.



58

medio NB  (caril  5); disminuye en A1~Nac1  5%  (carril  1), y llega a ser menor que

OmpA en  el  medio  de  alta  osmolaridad NB~sacarosa  O,57M  (cariles  4  y  8).  Estos

resultados fueron confirmados por las densitometrias mostradas en la figura 14 8, en

donde se muestran los valores de  la  raz6n   OmpE/OmpA  para   cada  caso.   En los

casos de £. co/J.  K12   y 51. f;yz24zinzzz7.zzm Msl 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  respectivanente).  En  cambio,  en  el medio  de alta

osmolaridad NB~sacarosa 0,57M,   se produciria la disminuci6n   de OmpF en £.  co/z.

K12  (carril  9),   y   casi la desaparici6n de ella   en  S.  Zjpjir.rmzzzr.zzur   MS1  (carril  10,

ubicaci6n entre Ompc y OmpA) , mientras que por otro lado se observa el aumento de

Ompc en ambos casos.  De la observaci6n de la figura  14, no  se  puede  deducir la

disminuci6n de OmpF en £. co/J; en medio de alta osmolaridad, debido a que se trata

de rna electroforesis en poliacrilamida~SDS y se produce una ineficiente separaci6n

entre OmpF y Ompc (figura 14, carriles 6 y 9),1as que migran a la altura de OmpD

de S.  fjpjzrfuzzz7.zzffl (figura  14, carriles  7 y  10).  Los resultados encontrados  en estos

controles estin de acuerdo con lo establecido por  Villarejo y cols.,198S.

1.6.2  Efecto de la temperatura sobre la expresi6n de proteinas de la ME.

£c]c 71  fu6  crecida  a  15  °C,  25°C  y  28°C  en  los  medios  de

cultivo  A1, AP y CL; 1a temperatura considerada 6ptima para el crecimiento de fc]c

es de 28°C.  Se incluy6  el cultivo  de la cepa en medio minimo Al  enriquecido con

trozos de papas (MP), segtin se ha explicado en la secci6n S de M6todos, para tener un

registro del efecto de la presencia de las   c61ulas hospedantes sobre la expresi6n 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  12,5%.  Los  cairiles  2,  3  y 4    contienen los
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rigura 15.  Electroforetograma de proteinas de ME de fcc' 71. Efecto de la temperatura
de  crecimiento  sobre  la  expresi6n  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 interfes del gel.

El carril 1 contiene los mismos patrones de masas moleculares que la figura 12.
Temperatura de crecimiento de las bacterias: Cariles 2, 5 y 8  a 15°C ; carriles  3, 6 y
9  a 25°C ; carriles  4, 7 y 10  a 28°C.  Medios de cultivo: Carriles  2, 3 y 4   en Medio
A1;  carriles 5, 6 y 7 en Medio ^ff ;  carriles  8, 9 y 10 en CL .
La cabeza de flecha indica la migraci6n del doblete OmpA/OmpE de fcc 71.

extractos de ME de fcc 71  crecidas en el medio A1, a temperaturas de  15°C, 25°C y

28°C respectivamente; 1os 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, 2 5°C y 28°C respectivamente.
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Se calcul61a raz6n OmpE/OmpA de la ME de fc]cJ 71 crecida en cada

ima  de las  condiciones indicadas  en la figura  15,  mediante  densitometria  de  estas

bandas de proteinas comparadas con un estandar intemo. Los resultados se muestran

en la tabla 4.

Tabla 4.  Valores de la raz6n OmpE/OmpA de la ME de fcc 71 crecida bajo diferentes
condiciones de temperatura y medios de cultivo.

Medios de cultivo
Temperatura de crecimiento

15OC 25OC 28OC

Medio ntiino  A1 9,00 2,,J6 1,62

Medio Papas (MP) 1,4S 1,87 1,31

Caldo Luria (CL) 0,77 1,SO 1,13

C£1culos realizados a parfu de las areas obteridas para cads rna de las proteinas,
medidas por deusitometrfu del gel mostrado en la figure 15.

Segtin los valores encontrados para la raz6n OmpE/OmpA de

fcc 71,   cuando las bacterias son crecidas en el medio de   Al  se produce la mayor

expresi6n de OmpE con respecto a OmpA si la temperatura es de 15°C, disminuyendo

iin 69,4% a temperatura de 25°C y un 82%   a temperatura de 28°C, con iespecto al

valor encontrado para 15°C. Si el oultivo de las bacterias se realiza en el m6dio  ^ff ,

1a raz6n OmpE/OmpA aumenta SO,76% si la temperatura se eleva de  15°C a 25°C y

disminuye en un 8,4% con respecto al valor alcarizado a  15°C si la temperatura de

crecimiento es de 28°C. For 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%  1a  raz6n

OmpE/OmpA  y   s61o 46,0%   si la temperatura es de 28°C. En todas las condiciones

sefialadas,1a expresi6n de OmpE es mayor que OmpA, excepto en Caldo Luria a  15°C

en  el oral OmpA es mayor que OmpE.

1.6.3  Efecto del medio de cultivo en la expresi6n de proteinas de la ME.

£c]c'  una bacteria que ha sido encontrada en rios, oc6anos, aerosoles

y lhavia , en el suelo, en la superficie de las papas y en el interior de ellas; es capaz de

adaptarse a condiciones may diferentes en cuanto a composici6n de medios de oultivo

(Cappaert y cols.,1988). Para determinar si el medio en que se desarrolla esta bacteria

es importante en la regulaci6n de la expresi6n  de proteinas de su membrana exterma,

se cultiv6 £ccJ 71 en medio minimo A1, en Al enriquecido con papas (MP), en medio

NB,  NB~sacarosa,  medio  CL  y  en  papas,  y  se  estudi6  el  perfil  de  proteinas  de  ME

separadas  en  PAGE~SDS  12,5%,  se  calcul6  la  concentraci6n  de  proteina  OmpE  en

relaci6n  a  OmpA  mediante  densitometria  del  electroforetograma  y  se  analizaron

dichas proteinas mediante "immunoblot" contra suero anti~Ompc de £. Zjzrfu..

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 mss pobre

en proteinas, presentandose casi exclusivamente las proteinas que hemos nombrado

como OmpE y OmpA.   En el medio de cultivo minimo A1  (cairil  1),   se observa rna

gran expresi6n de OmpE comparada con la de OmpA ; en canbio, cuando el medio Al

es enriquecido con papas (carril 4) hay rna disminuci6n ostensible de ompE llegando

a ser menor que OmpA; en el medio  NB (caril 2) disminuye OmpE con respecto a lo
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Figura  16.  Electroforetograma  de  proteinas  de  ME  de  fcc 71  (A)  e  "immunoblot"
correspondiente, frente a suero antiporina Ompc de £  /jpjr/. (8), valores de la raz6n
OmpE/OmpA obtenidos de la densitometria de este electroforetograma (C).  Efecto del
tipo de medio de cultivo, sobre la expresi6n de proteinas de ME de fcc 71.

(A)  E2ctractos de membrana externa de la bacteria crecidas en diferentes medios de
cultivo fueron separados en PAGE~SDS  12,5%; Carril  1, Medio minimo A1; carril  2,
Medio NB; carril 3, Caldo Luria; carril 4, Medio~Papas  (MP); carril 5, Papas; ca]ril 6,
Medio NB~sacarosa O,57M.

(8)  ``Immunoblot"  con  suero  antiporina  Ompc  de  f.  fjz2A/.   del  electroforetograma
mostrado en (A). Ios 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). I{]s valores indican
la  raz6n  OmpE/OmpA  encontrada  para  la  expresi6n  de  estas  proteinas  en  los
diferentes medios de cultivo sefialados en (A) y correspondientes a los ca]riles 1 al 6.
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expresado en el medio A1. El perfil de proteinas de ME de las bacterias extraidas desde

papas  (carril  5)  muestra que en estas condiciones las dos proteinas mayores tienen

expresi6n  casi  equivalente;  por  otra  parte,  1as  bacterias  crecidas  en  el  medio  NB~

sacarosa, el de mayor osmolaridad entre todos los de este eflsayo  (carril 6),   muestra

menor expresi6n de la proteina  OmpE  con respecto a OmpA . Despu6s de realizada la

densitometria de las proteinas separadas en el gel de la figura 16 A, se calcul61a raz6n

OmpE/OmpA   para cada uno de los medios de cultivo ensayados.  Los resultados  se

encuentran en la parte C de la figura 16.

E1 "Immunoblot" de la figura 16 8 muestra en todos los cariles

la presencia de la proteina OmpE de fac 71  1a   que es reconocida por el antisuero

Ompc de  5:  Zjpfa.. Ademas,  se observan bandas de menor masa molecular, 1as  que

podrian  colfesponder 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 expresi6n de al memos

dos proteinas de membrana e2ctema.

£c]c' 71 es un fitopat6geno responsable de la pudrici6n blanda

de muchas especies de plantas,  1a que realiza degradando enzimaticamente la pectina

de las paredes celulares. Para conocer la influencia que pudiese tener este componente

celular en la  expresi6n  de las proteinas  mayores  de  la ME  de  fcc 71,  se  hicieron

cultivos   de   la   bacteria   en   medio   A1    (sin   glucosa)    conteniendo    0,2%    de

poligalacturonato de sodio, despu6s de los cual se hicieron extractos de proteinas de

ME . Se analizaron estas proteinas por PAGE ~ SDS al  12,5% y   se determin6 que los

perfiles  observados no diferian  de aquellos obtenidos para estas bacterias crecidas en

MP,  esto  es,  en  el  mismo  medio  minimo  Al  couteniendo  trocitos  de  papas  (no  se

muestra).
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1.6.4  Efecto de la disponibilidad de oxigeno sobre la expresi6n de proteinas de la ME.

£cc 71  foe  creoida  en  condiciones  de  anaerobiosis  en ]arTas

Gas~Pack, a 28°C y en diferentes medios de cultivo. Despu6s de 48 hrs. de inoubaci6n,

foe cosechada y los extractos de ME  estudiados mediante PAGE~SDS  12,5% y la raz6n

OmpE/OmpA calculada mediante densitometria desde el electroforetograma. A modo

de comparaci6n, se estudiaron tambi6n los perfiles de proteinas de ME de fcc 19S y de

5: fjz2jir. bajo las condiciones de cultivo sefialadas antes.

Los perfiles de proteinas se muestran en las  figuras 17A y 8. La

Fig.   17A  corresponde  a  la  comparaci6n  de  los  perfiles  de  proteinas  de  fcc  71

desarrollada en   Medio   A1,   en condiciones   de   aerobiosis  (carriles S,  5 y 7)   o de

anaerobiosis (carriles 4, 6 y 8) y a diferentes temperaturas. En la tabla 5 se muestran

los valores obteridos desde la densitometria del electroforetograma de la figura  17 A

con respecto a la raz6n OmpE/OmpA para cada condici6n sefialada.

Tabla 5. Valores de la raz6n OmpE/OmpA de la ME de fcc' 71 crecida bajo diferentes
condiciones de disponibilidad de oxigeno y temperatura.

Dispoflibilidad Temperatura de crecimiento

15OC 25OC 280Cde Oxigeno

Aerobiosis 1,4S 2,16 1,92

Anaerobiosis 2.64 1.94 2.62

Calculos realizados a pardr de las areas obteridas para cads rna de has proteinas,
medidas per densitometria del gel mostrado en la figura 1 7 A.
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Figura 17. Electroforetograma de proteinas de ME de fcc 71  (A); y de fcc' 71, £cc 193
y  jl.   fjpfi/.  (8),.    Densitometria  de  las  proteinas  de  ME  de  fcc  71   cultivada  en
anaerobiosis y en los medios Al jvIP y CL. (C) .

(A)  Comparaci6n    de  los  perfiles  de  proteinas  de  ME  de  fcc  71  desarrollada  en
6oridiciories de distinta disp-onibilidad d-e oxigeno.   PAGE~SDS al  12,5%, Carriles 2,

7 y 9,  £cc 71 desarroll;da en medio A1, en condiciones de aerobiosis; carriles 4
8 , £cc' 71 desarrollada en medio A1, en condiciones de anaerobiosis ; carriles 2,

cultivadas  a temperatura de  15°C;  carriles  5 y  6  , cultivadas  a temperatura
25'°C; carriles 7, 8 y 9 , cultivadas a temperatura de 28°C. Carriles 2 y 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 migraci6n de OmpA y OmpE.

(8)   Comparaci6n  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 anaer6bicos de fcc 71; ca]riles 5, 6 y 7, cultivos anaer6bicos
de  fcc  193; ca]riles 8, 9 y 10 , cultivos anaer6bicos de   f.  /jpJif. ;   carriles 2, 5  y 8,
crecidas en medio A1; 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 caril  1  y la punta  de
flecha indica la zona de migraci6n de OmpA y OmpE de fcc 71. Al costado derecho se
indica la ubicaci6n de Ompc, Ompr y OmpA de f fjpA/..
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Ra26n OmpE/bmpA
0.55

Figura  17  (C).  Deiisitometria  de  las  proteinas  de  ME  de  fcc  71  mostradas  en  el

::e:irc°uf:£:i::trftrd:c€:::££i¥orsata]d:(Pz)q¥iqet::oC%rer::Pf:gudre:::a]s°Smcuae¥i:SZ'e3#fu¥rto°ns
obtenidas de bacterias crecidas en anaerobiosis en los inedios de cultivo A1, MP y CL
respectivainente. Se sefialan las proteinas OmpA y OmpE; y  St conesporide a la banda
de proteinas usado como estandar inferno.

Segtiii los resultados mostrados por la densitometria y la observaci6n

del electroforetograma de la figura  17 A,   £clc 71  desarrollada err inedio de cultivo AI

y en anaerobiosis muestra una mayor expresi6n de la Proteiiia OmpE que OmpA   en

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

•  disminuci6n   del   26,5%   en   la   raz6n   OmpE/OmpA   cuando   las   bacterias   soft

desaITolladas a 25'°C comparadas coli lo que ocurre a  15°C o a 28°C. For el contrario,

cuando el crecimiento se hace en aerobiosis la mayor expresi6n de OmpE se alcanza a

25°C,   disminuyedo   6sta   si   la  temperatura   del   cultivo   es   de   15°C   o   de   28°C.

Comparando ahora los patrones aerobiosis/anaerobiosis de lag protefnas mostr.adds en

el electroforetograma de la figura  17 A, se observa dtle en anaerobiosis se produce la
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disminuci6n  en  la  expresi6n  de  un  gran  ndmero  de  bandas  en  relaci6n  a  las

observadas en aerobiosis,   sobre todo a temperaturas de  15°C y 25°C;   efl cuanto a la

relaci6n  OmpE/OmpA  atin  cuando  se  aprecia  rna  mayor  cantidad  de  ellas  en

condiciones   de   aerobiosis,   1a   relaci6n   entre   estas   dos   proteinas   se   mantiene,

expresandose OmpE  en mayor proporci6n que OmpA.

La maceraci6n del paienquima del tub6rculo de papa   es un

proceso que se lleva a cabo en condiciones de baja tensi6n de oxigeno. Para probar si

existe  regulaci6n  en  la  expresi6n  de  las  proteinas  mayores  de  ME  en  fcc  71  en

condiciones de anaerobiosis ahora tomando en cuenta   diferentes medios de oultivo ,

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  178 (carriles 2, S y 4). Se usaron

como   control de  comparaci6n las bacterias  fcc  19S  (cariles  5,  6  y  7)  y  £.  fjz2jir.

(carriles  8,  9   y  10).  El crecimiento de S.  fjapj7J.   se realiz6 en medio  de  cultivo  AI

suplementado cofl cisteina y triptofano al 1% ("A1").

Al igual que en los casos anteriores, se hizo el analisis de las

proteinas  mediante  densitometria.  Se  calcul6  1a  raz6n  OmpE/OmpA    para  fc]c 71

crecida en anaerobiosis y en medio Al  como de 2,59  (carril 2); en el medio rm' de

1,SS  (caril S),  y para el medio CL de 0,55 (carril 4).

Estos resultados indican que la expresi6n de OmpE y OmpA no

s6lo  es modulada por la disponibilidad de oxigeno sino que 6sta se hace mss notoria

dependiendo  del  medio  de  cultivo  en  que  se  desarrolle  fcc 71,  ya  que  a  menor

osmolaridad del medio (A1) la raz6n   OmpE/OmpA es el doble que aquella en MP y

casi 5 veces mas que en CL.   Con respecto a la expresi6n de la rfuica proteina de la
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cepa de fcc 19S  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 A1(caril 5);   en cuanto a S.

fjz24J., 6sta muestra el patr6n tipico de porinas Ompc, OmpF   y la proteina  OmpA,

patr6n en el cual se observa una represi6n completa de la porina OmpF en CL (caril

10), mieritras se eleva la expresi6n de Ompc. Para esta tiltima bacteria, no existen

variaciones  significativas  en  la  expresi6n  de  estas  proteinas  tanto  en  medio  ``A1"

(carril 8) como en Al conteniendo papas (MP)  (caril 9).

Estos resultados estarian indicando que la expresi6n de OmpE

de  fccJ 71  seguiria, mss bien,  el patr6n de regulaci6n  de  OmpF de  £.  co/I. o  de  a.

fjxpJZJinzzz:[.zzzz7 ya que esta descrito, que en estas bacterias, esta proteina disminuye su

expresi6n  en  anaerobiosis  mieutras  Ompc  sufre  iin  aumento  (Ni  Bhriain  y  cols.

1989). Los resultados obtenidos, de los ensayos de regulaci6n de la expresi6n de las

proteinas mayores de fcc 71, ham sido resumidos en la tabla 6 considerando la raz6fl

OmpE/OmpA como > 1, 1 y < 1

Tabla 6.~ Expresi6n de las proteinas de ME OmpE/OmpA de fcc 71 dependiendo de la
osmolaridad, temperatura, medio de cultivo y disporibilidad de oxigeno del
medio.

Medios de cultivo Disponibilidad Temperatura de crecimiento
de las bacterias de oxigeno

150C 25OC 28OC

Minimo de sales A1 Aerobiosis >1 =  1  (2)* =  1  (4)*
haerobiosis >1 >1 >  1  (2)*

A1 + Papas (MP) Aerobiosis >1 >1 >1
haerobiosis >1

caldo Lnda (cL) Aerobiosis <1 >1 1

Armerobiosis <1
Nutrient Broth (NI3) Aerobiosis =  1  (Z)*

NB + sacarosa O,57M Aerobiosis =  1  (Z)*

A1 + 5% Nacl Aerobiosis <1

Ifls valores indican que la raz6n  OmpE /OmpA es  =  1 ;  >1  o es < 1.
( )* corresponde al ntimero de mediciones; (~~)  sin registros deusitom6tricos.
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1.7  Deterrrinaci6n de la sensibilidad a antibi6ticos  de fccJ  71.

Dado que los ensayos de transformaci6n y de transducci6n que

se realizarian con la  cepa  fcc 71  requerian  de la  selecci6n  de  clones resistefltes a

ampicilina y tetraciclina respectivamente, se hizo necesario determinar la sensibilidad

de 6sta a dichos antibi6ticos.

Los  ensayos  fueron  realizados  usando  la  t6cmica  de  difuci6n

seriada de los antibi6ticos en medio CL. Despu6s de la incubaci6n por 24  hrs a rna

temperatura de 28°C,  se dete]ri]i6  1a concentraci6n minima inhibitoria (MIC) de los

andbi6ticos   mencionados,   para  la   cepa   fc]c  71,   como   asi   tambi6n   para   otros

autibi6ticos de uso I:'utinario , resultados que se muestran  en la Tabla  7.

Tabla 7.  MICs para la cepa fc]c 71 mediante el procedimiento de difuci6n en caldo.

Amtibi6tico MIC (ug/mL)

chpicilina >500
Carbenicilina >500
cefaloridina 15,62
Kanamicina 250

hatibi6tico MIC (ug/mL)

Cloranfenicol 7,8
Tetraciclina 1,56
Eritromicina >Z00
Ac.nalidixico 1,5

Debido a la gran resistencia mostrada por fc]c? 71 a anpicilina,

en este medio de oultivo, se repiti6 el ensayo esta vez en placas Petri conteniendo Agar

Luria (AL) o  medio minimo Al en estado s61ido (AA1) y diferentes concentraciones de

antibi6tico. El resultado en AL fu6 similar al mostrado en la tabla 7, mientras que en

AA1 1as bacterias fueron inhibidas a una concentraci6n de 400 L|g/ml   (MIC), por lo

oral, 1os ensayos de selecci6n de clones resistentes a ampicilina fueron realizados en

AAl conteriendo 600 Lig/rml del antibi6tico . Cuando foe necesari'o cultivar los clones

seleccionados en medio AL, se hizo a una concentraci6n de 1000 pug/ml.
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1.8.  Efecto del gen jzij.cf' de £. fjpjir. en la expresi6n de proteinas de ME de fcc 71

Despu6s de haber analizado la expresi6n de proteinas   de ME

de fccJ 71 crecida en diferentes condiciofles de oultivo, de  encontrar que una de ellas

reaccionaba  positivamerite  ante  los  antiouexpos  anti~Ompc  de   S.   fjpjzJ.  y  anti~

Ompl`/OmpA de S. fjapjzJ.j27zJz?.zzj27,. y la otra, partioularmente a este tiltimo antiouerpo,.

de saber que las proteinas  Ompc y OmpF de fz?fc2ro¢z3cfGrt.j3ce&G son extremadamente

conservadas, y que presentan reacci6n cnizada frente a los antioueapos contra estas

dos proteinas, es que surgi6 1a idea de poner a  fcc 71  bajo la regulaci6n del ETA

afltisentido, micF 0INA complementario que interfiere al mRNA de ormpfl , para  poder

discriminar si  esta proteina  que  hemos  denominado  OmpE  es  funcionalmente  mss

hom61oga a OmpF que a Ompc.

Las porinas mss estudiadas ham sido las  de  £.  co/z; 1as  que se

ensamblan  como  trimeros  en  la  ME.  Estas  proteinas  forman  canales  acuosos  que

permiten   el   paso   de   pequefias   mol6culas   hidrofflicas,   a   trav6s   de   la   barrera

hidrofobica producida por los componentes de la ME. Son relativameute similares en

cuanto a est"ctura y funci6n y quizas la mayor diferencia entre ellas radique  en el

diametro  de  sus  poros     (OmpF  =   1,2  nm;   Ompc  =   1,1   rim).   Esta  diferencia

estructural,  cobra  enorme  importancia    en  cuanto  a  la  velocidad  de  difusi6n  de

nutrientes  que puede penetrar a trav6s de ellos, cuando estas bacterias se encuentran

en   determinadas   condiciones   de   cndtivo.   Es   asi,   que   en   condiciones   de   alta

concentraci6n de nutrientes, como en el caso del iutestino, 1a proteina predominante

es ompc; mientras en agua fresca las bacterias presentan mayoritariamente ompF.
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En  este  estudio,  se utiliz6  el  plasmido  pSTP2Kinic  construido

por  I. Zaror (1989) el cual contiene el gen jzlJ.cf' de 5: fjz2jzj.  con sus dos promotores y

ademas los tres promotores del gen ormpcde S. fjp4J. ( Ver Ap6ndice) .

Se aisl6 el plasmido a partir de £. co/I.]M109, y se transform6

£c]c 71 por electroporaci6n, segtin la t6crica indicada en la secci6n 2.7 de Materiales y

M6todos, con rna eficiencia de 106 clones transformantes por 100 ng de DNA,1os que

fueron seleccionados en medio de cultivo Al conteniendo   600 L|g de ampicilina/ml.

Se  aisl6  un  clon  71   (pSTP2Iinic),  del  oral  se  extrajo  DNA  plasmidial,  el  que  se

muestra como DNA sobreenlfollado en la figura 18 (carriles 5 y 6) y que corTesponde

a un tamafio lineal de 3900 pb aproximadanente (resultado no mostrado) .

Figura 18. Electfoforetograma del DNA plasmidial pSTP2Kmic, del clon transformante
fcc 71  (pSTP2Kmic). Electroforesis en agarosa 0,7%.

Cariles:  1,  5 y  6, preparaciones de DNA plasmidial de tres clones  obteridos de la
transformaci6n  de  fcc 71  con  pSTP2Kmic;  carriles  2  y  4,  preparaciones  de  DNA
plasmidial de fcc 71 sin transformar; carril S, DNA de fago ^ digerido con Hind Ill,
como marcador de tamafio molecular.
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Este plasmido fu6 utilizado posteriormente  para transformar £.

co/I. K12, mediante  electroporaci6n,  de donde  foe aislado  el  clon K12  (pS'IP2Kmic)

resistente a ampicihaa.

Para   examinar   la   regulaci6n   de   porinas   de   fcc   71   y

compararlas  con  la  del  clon  fc]c  71   (pSTP2Kmic),  se  crecieron  las  bacterias  bajo

diferentes condiciones de medio de cultivo (Al y CL) y de temperatura (28°C y S7°C),

y se extrajeron las proteinas de ME.   For otra parte,  £.  co/I. K12  y el  clon  fc K12

(pSTP2Kinic)   se  crecieron  en  CL  a  37°C,  para  ser  usados  como  controles  de  la

funcionalidad del gen jzH.cf  de S.  Z|)¢2jiJ.   presente en el plasmido pSTP2B1, que foe

aislado desde fcc 7 1  (pSTP2Kmic) .

En la figura 19A  se comparan los perfiles de proteinas de ME

del clon fcc 71 (pSTP2Kmic) con el de fcc 71 sin este plasmido, crecidos en diferentes

medios de cultivo y bajo distintas temperaturas; la  separaci6n de proteinas se realiz6

mediante  PAGE~SDS   12,5%.  Cabe  recordar  que  la  posici6n  de  las  dos  proteinas

principales de ME de fc]c7 71  se invierte segtin sea el tipo de PAGE que se utilice.  Al

hacer el analisis de las proteinas separadas por PAGE~SDS observadas en la figura  19

A, se aprecia que fcc 71 desalfollada en medio de cultivo A1, ya sea a 28°C (caril 2)

como a S7°C (cared 6) expresa principalmente  la proteina OmpE si se compara con la

cantidad   de   proteina   OmpA  presente.   Pues   bien,   el   clon   fcc  71(pSTP2Kmic)

desarrollado en medio minimo Al a 28°C (caril 3) o en Al a S7°C (caril 7) estaria

reprimiendo la expresi6n de la proteina OmpE,  si se compara con la cantidad de 6sta

en la cepa sin pSTP2Kmic y en las mismas condiciones de crecimiento (cariles 2 y 6

respectivamente).  For otro lado,   la relaci6n   OmpE~OmpA   en    la ME  de  fcc 71

desandladaen  CL,  aparece  como  de  1:1  en  ambas  temperaturas  (cariles  4  y  8

respectivamente) , mientras que el clon fcc 7 1 (pSTP2Kmic) muestra la disminuci6n en
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4     5   6   7     8     9

_-_-

a       1   a   3   4   5   6   7   a   9

rigura  19. Electroforetograma de proteinas de ME separadas en PAGE~SDS al  12,5%
(A), y en PAGE ~ SDS~ urea (8).  Efecto del gen ffl/.cf'en la regulaci6n de la expresi6n
de porinas de la ME.

(A)  Proteinas  de  ME  de  frw7zrif.z2  carofowourj3  subsp.   cjzriofoworj3  71  y  clon  fcc  71
(pSTP2Kmic)  desarrolladas  bajo  diferentes  condiciones  de  medio  de  cultivo  y
temperatura.
Carril 1 : Marcadores de masas moleculares pretefiidos descritos en la figura 12;
cariles 2, 4,6 y 8: £cc 71; carriles 3, 5, 7 y 9:  clon fcc 71  (pSTP2Kmic); cariles
2, 3, 6 y 7: bacterias crecidas en Medio Minimo A1; cariles 4, 5, 8 y 9: bacterias
crecidas en   Caldo   Luria; carriles  2,  S,  4  y  5:    bacterias   crecidas   a   28  °C;
carriles 6, 7, 8 y 9: bacterias crecidas a S7°C.
Al costado izquierdo se encuentran indicadas las proteinas de fcc.

(8) Proteinas de ME de fcc 71(pSTP2Kmic) y I.co/J.  K12  (pSTP2Kmic)  crecidas en
CL, excepto en el carril 4,  y a temperatura de 37°C.
Carril:  1, Marcadores de masas moleculares pretefiidos.  Carril 2:   £cc 71; caril
3:  £cc 71  crecida en una concentraci6n subinhibitoria de ampicilina; caril 4:
clon   fcc   71   (pSTP2Kmic)   crecido   en   medio   A1;   carril   5:   clon   fcc   71
(pSTP2Kmic); caril 6:   £.   co/j.  4105   (offljff :: Th5); carriles 7 y 9:   clon £. co/j.
K12 (pSTP2Kmic); carril 8: £. co/r.K12.
Las  cabezas  de  flechas  del  costado  izquierdo  indican  la  posici6n  de  OmpE
(superior) y OmpA ( inferior), de fcc 71. Las flechas del costado derecho indican
la posici6n de  ompc (superior) y OmpF (inferior), de I. co/j.K12.
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1a expresi6n   de   OmpE   con respecto   a la de   OmpA, 1a que en t6rminos absohatos

pareceria ser menor que la observada en Medio Al aunque en medio CL se observa

rna mayor reducci6n relativa  OmpE/OmpA cuando la temperatura de desalfollo de

la bacteria es a S7oC.

Ahora bien, como este resultado no parecia tan rotundo, como

el que se esperaria de la regulaci6n promovida por un plasmido multicopias  como

pSTP2Kinic,   y para probar la funcionalidad de 6ste, se aisl6 el DNA plasmidial   del

clon fcc 71  (pSTP2Kinic) y se transform6 £.  co/J. K12 por electroporaci6n. Los clones

transformafltes fueron seleccionados en Agar Luria  (AI;)  coflteniendo  ampicilina  50

Erg/ml, obteni6ndose una eficiencia de transformaci6n de  105 / loo ng de DNA Uno

de  los  clones  transformantes  elegidos,  £c K12(pSTP2Kmic),  fu6  cultivado  en  Cl  a

temperatura de S7°C, extraidas sus proteinas de ME y  analizadas en PAGE~SDS~urea .

En la figrra 198  se comparan los perfiles  de proteinas de ME

separadas  en  PAGE~SDS~urea,  de  fcc  71  y  £.  co//. K12,  sin  pSTP2Kinic  y  clones

pSTP2Kinic crecidos a una temperatura de  S7°C.  Las proteinas  de ME del clan  fcc

71 (pSTP2Einic) crecido en CL y a S7°C (caril 5) se comparan con las del mismo clon

creoidos a dicha temperatura pero en el medio mirimo A1  (caril 4), observandose  la

disminuci6n casi total de la banda de proteina OmpE  sefialada con la flecha superior

al  lado  izquierdo  de  la  figura.  El  carril  2  contiene  las  proteinas  de  fcc  71  sin

pS'IP2Kmic, mientras el carril S contiene las proteinas de esta misma cepa crecida en

condiciones subinhibitorias de ampicilina (400 pug/ml) ; este control se hacia necesario

ya  que  en  ensayos  anteriores,  en  este  trabajo,  se  habia  observado  rna  pequefia

disminuci6n de ompE con respecto a OmpA si las bacterias eran crecidas en presencia

de ampicilina, asi el clon fc]c 71 (pS'IP2Kmic) tendria que cultivarse en presencia del
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autibi6tico para mantener la presi6n selectiva sobre el plasmido que contenia jHl.cf:

Como se ha irformado antes, 1os niveles de las dos principales

proteinas de fc]cJ 71 son muy parecidos cuando el cultivo se realiza en CL, hecho que

Gambia  ostensiblemente  si  el  clon  conteriendo  pS'IP2Kinic  es  desalfollada  en  CL

(carril 5). En los cariles 6, 7, 8 y 9, se muestran los efectos de la presencia del jH/.cf

de  51.  fjpfa. en  la  proteina  OmpF  de  f co/I. K12.  Los  carriles  7  y  9  contienen  las

proteinas de ME del clon £. co/I.  K12 (pSTP2Kmic), comparadas con las de £. co/I.K12

sin plasmido  (carril  8), y con  las  de  £.  co//.   MC4105  (ojz7pF  ::  Tn5 )  usada  para

identificar la posici6n de Ompc de £. co/J. K12  (ca]ril 6), todas ellas desarTolladas en

CL. y a temperatura de 37°C.

Tabla 8.~ Valores de la raz6n OmpE/OmpA de  ME de fcc 71 parental y del clon fcc
71  (pSTP2Kmic), y de OmpF/Ompc de ME de I. co/J. K12 parental y del clon   £. co/J.
(pSTP2Kmic) obtendos de las densitometrias del PAGE~SDS~urea de la figura 19 8.

Candes Z S 4 5

Bacteria £cc 7 1 &c71 Ec:c: 7 1 fro 71

pSTE'2hic - - + +

Medio de cultivo CL CL + Jinp. A1 Cl

Raz6n OmpE/OmpA 1Z9 2,45 1,40 0,23

Carrnes 6 7 8 9

Bacteria £cK12 &K12 .foK12 &K12

pSTP2hic - + - +

om|E....Tnlo + - - -

Raz6n OmpF/Ompc 0/2,07 0'40 0,80 0,42

Calculos rcalizados a partir de la areas obteridas para cada rna de las
proteinas, obteridas por deusitometria del electroforetograma 19 8.



76

Segtin  los  resultados  observados  en  los  electroforetogramas

mostrados en la figura  19 8,   y las razones   OmpE/OmpA calculadas para fcc ,   1a

presencia de jzzz.ff en fcc 71 disminuye la expresi6n de OmpE (caril 5 ) cultivada efl

CL , asi como cuando es cultivada en A1 (carril 4) si se le compara con la expresi6n de

OmpE en fcc 71 carente de tal plasmido ( carril 2 de la figura  19 A). Los resultados

obtenidos  con  respecto  a  la  i]ihibici6n  de  la  expresi6n  de  OmpF  en  I.  co/J. K12

(carriles  7  y  9)  transformado  cofl  pSTP2Kmic  obtenido  de  fcc  71   (pSTP2Kmic)

confirmaron la frmcionalidad del plasmido.

Dado  estos  resultados,  1a  proteina  que  ha  sido  denominada

OmpE en este trabajo, perteneciente a la cepa  71  de  fcc estaria bajo la regulaci6n

negativa  de  fflJ.ci   resultado  que  estaria  contribuyendo  a  su  posible  ideutificaci6n

como OmpF de fcc7  71.

Z.~ Obtenci6n de mutantes de fz'l¢7r.J?1.& czzzlofovorfl  subsp. cjarofovoz:€ mediante

recombinaci6n hom6loga.

Como  se indic6 en la Introducci6n, 1a estrategia que se escogi6

para  estudiar  el  efecto  de  la  falta  de  rna  proteina  de  membrana  extema  en  la

virmlencia  de  fcc  71,  fu6  1a  mutag6nesis  de  esta  cepa  mediante  recombinaci6n

hom61oga entre el cromosoma de fcc 71 y un segmento de DNA cromos6mico de S.

ZjpJZJ.j2izzz:j.zzzzr conteriendo una inserci6n Th JO en un gen conocido,  segmento de DNA

que foe transducido mediante el fago P22.  Se dispuso  de un gnipo  de  cepas  de  f.

fjapfuhazzziJ.zzffl  con inserciones Tn JO  en genes cromos6micos, perteneciente al cepario

del Dr. Mora, de las ouales se escogieron las que son detalladas mas adelante.
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2.1 Producci6n de lisados de Sl. fjz2jizrzizzr[.zzm mediante el fago P22.

Los lisados producidos por P22 se obtuvieron como se indic6 en

la secci6n 2.6.1 de  Materiales y M6todos. Se prepararon lisados a partir de las cepas

de S. txphimuriam   NIsrFZ947  (ompc .... rThlo), MsrF2944 (ompD .... Tnlo),    Msrr221

@z2B :: TnJC),  MST264  (£4r:: ThJC), MST265  (/Gzz :: ThJC), MST297  (fjarz4 :: TnJC),

MST300  Grry4 :: Thro. Los titulos   alcanzados   oscilaron entre   1 x  109  y   1 x  lolo

fa,Sos/rml, ensayaidss en S. i;}phimurium MS1.

2.2 Transducci6n de marcas a frii7r.HJ.£ clazlofovorl4 subsp. cjzzlt)foHozTjz 71.

La cepa de fcc 71 fu6 crecida drrante el dia   en medio Al a

28°C , hasta alcanzar rna D.O.Goo  de 0,3 unidades de absorbancia. Se us6   el m6todo

tradicional de transducci6n en liquido  y  el  m6todo de irfecci6n de la cepa receptora,

sembrada como c6sped en medio CVP, con gotas de los lisados en ensayo depositadas

en la superficie. Las placas se cultivaron  a  28°C  y  se esper6 hasta un maximo de 7

dias para observ.ar el desarrollo de clofles.    Se realizaron 14 series de transducciones

uti]izando  el  1isado  de  S.  f;)z2fl;rzlzzz?.zzzzz  (ojzzpc ::  ThJO,  5    con  el  1isado  (ormpD ::

Th JC», 7 con el 1isado (fjnd ::Th JO, 4 con el 1isado (£flz` :: Th JC), S con el 1isado  (/Gzz ::

Th JC),  2 con el 1isado (gzz&B :: Th JC) y 2 con el 1isado Gr/y24 :: Th JC).

La  selecci6n  de  clones  resistentes  a  tetraciclina  se  realiz6  en

placas con medio de cultivo Cristal Violeta Polipectato (CVP) conteniendo 3, 4, 5, 8 y

10  pug  de  tetraciclina  por  ml.  Desde  los  primeros  ensayos,  1a  aparici6n  de  clones

resistentes  estuvo  limitada a las placas  con transducci6n  en gotas,  For lo  que  esta

t6cnica fu6 1a usada en todas las transducciones posteriores.
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S61o  se  obtuvieron  clones  resistentes  en  las  transducciones

realizadas  con el 1isado  ojz7pC ::  TnJO, en las placas  de  CVP,   conteniendo  S  pug de

tetraciclina/ml,   y   utilizando   la   t6crica   de   transducoi6n   en   gotas.   Los   clones

seleccionados fueron de dos tipos, aqu611os que se encontraban en rna depresi6n del

medio   de   oultivo,   demostrando   que   eran   productores   de   pectinasas,   rasgo

caracteristico de fcc 71;   y otros que no lo hacian. La selecci6n adicional de   clones

negativos en la producci6n de pectinasas se hizo pensando en la posibilidad que la

introducci6fl  de  rna  mutaci6n  pudiera  haber  alterado  de  alguna  manera     la

prodrcci6n o la exportaci6n de estas  enzimas,  caracteristicas  de esta bacteria y eso

hiciera descartarlas como  fcc 71, antes de realizar el analisis de ellos.

Del total  de transducciones  realizadas,  se  aislaron  20  clones

resistefltes a tetraciclina : 4 de ellos pectinasa (-) y   16   pectinasa (+). Del analisis de

algunas  pruebas bioquimicas y fisiol6gicas  mostradas  anteriormente  en  la  Tabla  3,

como la producci6n de acido en lactosa y sacarosa y la  prodrcci6n de acetofna en los

clones  mutantes,  se  determin6  que  todos  los  clones  pectinasa  (-)  correspondian  a

salmonellas     contaminantes,     mientras  aquellos   (+)   coincidian  con  las  pruebas

sefialadas para erwirias.  Se realizaron  S  ensayos control con  fcc 71,  en los que se

sembraron 50 rml   de la cepa, en concentraci6n 2 x 101° bacterias/ml,   en placas de

CVP  conteniendo  6;  4,5;  S;  1    y  0  pug  de  tetraciclina/ml  para  el  aislamiento  de

mutantes   espontaneas   resistentes   al   antibi6tico,   y   compararlas   con   los   clones

transductantes. Segtin se muestra en la Tabla 9,   se obtuvieron un total de  17 clones

resistentes   a   tetraciclina   3,0   pug/ml.   La   cepa   creci6   en   forma   de   c6sped   a

concentraciones  bajo el MIC para esta cepa, y no se obtuvo crecimiento de la cepa por

sobre los S,O pug del antibi6tico/ml.
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Mutantes espontaneas de fcc 71 resistentes a tetraciclina.
Tabla 9.~

N° de colorias resistefltes a:
Ensayo      Oprg/ml       1,OLig/ml      Sprg/ml    4,5prg/ml      6prg/ml

1         Confluente   Confluente            5
2         Conflueflte   Colifluente            7
S         Confluente   Confluente           5

00
00
00

El control  de la  eficiencia  de  la transducci6n  con  lisado  o"pC ::  Tnlo  se

realiz6  con  S.   Zjzrfu.fflzzzdrrzi  MS1,  obteri6ndose  78  clones  resistentes  a   S   pug  de

tetraciclina/ ml  en medio AL de ima concentraci6n de 3,8 x 108 bacterias / ml.

2.S Analisis fenotipico de las mutantes tetR de fccr 71.

Un m6todo de analisis de genes involucrados en el proceso de

fitopatogericidad, es la proposici6n de "caja negra" sugerida por  Daniels (1984) que

involucra    mutag6nesis  al  azar  por  uso  de  transposones,  para  el  aislamiento  de

mutafltes de virmlencia reducida (Rvi-). Asi, se ham aislado  distintos tipos de mutantes

en frw7z.jzJ.jz sp., las que ham sido agrlapadas en distintas clases, como por ejemplo: a)

mutantes   auxotr6ficas;   b)    mutantes   de   enzimas   extracelulares;   c)    mutantes

prototr6ficas no afectadas  en la producci6n de enzimas extracelulares  (Handa y cols.,

1987);   y   d)  mutantes  de  motilidad  ¢irhonen y  cols.,  1991;  Mulholland y  cols.,

1993).

En   este   estudio,   se  us6   1a   estrategia   de   mutag6nesis  por

recombinaci6n hom61oga entre un gen de fcc 71 y un gen de 5:  fjzrfu.rz7zzrJ.zzm   con

rna inserci6n cromos6mica de Th JO. El objetivo de la mutag6nesis fu6 1a obtenci6n de

mutantes de fc]c 7 1 que hubiesen perdido rna proteina de membrana extema .
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Se realiz6 el analisis fenotipico de las mutantes segtin los siguientes aspectos:

2.S.1. Proteinas de Membrana Externa.

Cabe hacer notar que los tinicos clones transductantes de fcc

71  resistentes a tetraciclina fueron obtenidos en las transducciones realizadas con el

lisado de P22 proveniente de S. f;}z2Jlr.m4JrJ.zzur MST 2947 (oJHpC :: Th JC). El analisis de

proteinas de membrana extema de los 16 clones, realizado en PAGE~SDS, mostr6  que

dichas bacterias carecian de una de las proteinas mayoritarias del perfil    proteico    de

ME. Coma se puede observar en la figura 20  (candles 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11 y 12), en

todas las transductantes falta la misma proteina, la que corresponde a aqu611a de Mr

S7,9  kDa de la cepa parental £cc 71 (carril 5)  y que ha sido denominada OmpE.

kDa1

__>*=
36,5

-1_,---_--fr-=
5E- = -fas--±-
===E-aiiE

Figura  20.    Perfil  de  proteinas  de  ME  de  clones  mutantes  OmpEO  de  fcc  71.  Las
proteinas fueron separadas mediante PAGE -SDS 12,5%.

Carril I, patrones de masas moleculares mencionados en figura  12;  carril 2, clon 311
0mpE  (~);  carril  S,  clon  19  0mpE  (~);  carril  4,  clon  20  0mpE  (~);  carril  5,  cepa
parental £ac 71; carril 6, clon 22 0mpE (~); carril 7, cepa fcc 193; carril 8, clon 511
0mpE(~); canal 9, clon 615 0mpE (~); carril  10, clon  7110mpE  (~); ca]ril  11, clon
8110mpE (~); caril 12, clon 9110mpE (~).
Simbolos: La flecha  al costado izquierdo indica Omp A,  y  * +  indica OmpE.
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En   el   carril   7   se   muestra   el   perfil   de   proteinas   de   fcic   19S,   que   presenta

aparentemente solo rna proteina mayoritaria en esa regi6n y en este sistema de geles.

De los  16 clones carentes de la proteina OmpE, se escogieron los 4  primeros clones

aislados para proseguir con el trabajo y ellos fueron denominados :  311,19, 20 y 22

(candles 2, 3, 4 y 6 ).

El analisis del perfil de proteinas de ME de clones  de S.

/jpj]jinzzrr.zzm   MS1,   usados   como   controles,   y   obtenidos   por   transducci6n   de

fragmentos de DNA cromos6mico de la cepa de S.  fjpJ}JinzJfr.zJrH MST 2947  (offlf7C ::

TnJOJ,  indic6  que  estos  clones  carecian  de  la  proteina  Ompc  en  su  membrana

extema. En la figura 21  se muestra imo de tales clones  (caril 2) , comparado con su

cepa parental MS1 (carril 1) en la que se indica la posici6n de la proteina Ompc.

45

S.t.
Ompc

Figura 21. Perfil de proteinas de ME de clones mutantes OmpE (~)  de fcc 71, de f.
fj¢24J:rzizzr/.zijz.r   Ompc  (~)  y de sus respectivas cepas parentales.  Las  proteinas fueron
separadas mediante  PAGE-SDS   12,5 %.

Ca]ril  St, patrones  de  masas moleculares  mencionados  en  la  figura  12;  ca]ril  1,  f.
fj¢2jzjinzzrr.zzfH MS1  ; carril 2, clon 5 f. fjpjirinczr7.zzm Ompct-J; carril 3, clon S 110mpE
(~)  de fcc 71; cairil 4, £cc 71  parental ; carril  5,  f.  fjxpjizinz/ri.zzffl Msl  muestra sin
calentar.
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En el carril S se muestran las proteinas de ME del clofl mutante Sll de fcc 71 y en el

cairil 4 su correspondiente cepa parental. El carril 5 contiene la misma muestra que el

carril 1,  pero sin calentar.

Se   realiz6 tambien el aislamiento de ME de los  17  clones  de

mutantes espontaneas   resistentes a tetraciclina sefialados mas arriba  , y se analiz6

mediante PAGE~SDS. Ninguno de ellos mostr6 p6rdida de alguna de las dos proteinas

mayoritarias   de  ME  descritas  anteriormente  para   fccJ  71,  descartandose  asi  la

posibilidad  que  los  clones  OmpE(-)     hubiesen  sido  seleccionados  entre  mutantes

esponfaneas resistentes al antibi6tico.

Para  corToborar  el  hallazgo  que  los  clones  mutantes

carecian  de la proteina  OmpE,  se realiz6  el analisis  de proteinas  de ME  de  dichos

clones  frente  a  suero  ariti-Ompc  de  S.  fjapjir. y  a  suero  anti-OmpF/OmpA  de  5:

fjz2jiz:rzrzzzT.zzzz7, despu6s de la separaci6n de proteinas en PAGE~SDS  12,5%,   mostrado

en la figura 22 A.

Se  aprecia  en  la  figura  22  8,  que  s6lo  una  banda

proteica en el carril 4 muestra reacci6n positiva frente al suero anti-Ompc, la cual

corresponde a OmpE de la cepa parental fcc 71, reacci6n inexistente en el resto de las

muestras. En cambio, cuando se utiliza el suero anti-OmpF/OmpA de S. fjpjiJ.jzlczz7.zzrz7

(figura 22 C),  se hacen evidentes tanto OmpE como OmpA en fcc 71  (carril 4) y s6lo

OmpA en las mutantes fc]c 71  0mpEO (cariles  I, 3, 5, 6 y 7)  es reconocida por el

suero anti-OmpF/OmpA. En el carril 2, de la figura 22 A , se observa claramente que

la banda corTespondierite a OmpA no migra en la posici6n que colfesponde, cuando la

muestra no es calentada a 100°C, mientras en la figura 22 C la reacci6n positiva con

los antiouexpos anti~ OmpA es muy d6bil (flecha), en una posici6n inferior a la que se

observa en el resto de las muestras calentadas.
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Figura 22. Electroforetograma de proteinas de ME de clones' mutantes OmpE (~) de fcc
71  (A); y su analisis mediante ``immunoblots" coritra suero anti~Ompc de S. Zjz2jir. (8)
y contra suero anti~OmpF/OmpA de £ /jz2jzJ.fflzzz7.Zzffl (C) .

(A)  Proteinas de ME   de fcc 71  y sus clones mutantes  OmpE  (~), fueron separadas
mediante PAGE~ SDS 12,5%.
Cared 1, clon 19 0mpE(~); ca]ril 2, muestra sin calentar del clon 19 0mpE(~); carril
S, clon 311 OmpE (~)  ; carril 4,  £ccr 71; caril 5, clon 20 0mpE (~); carril 6, clan 21
0mpE (~); ca]ril 7, clon 22 0mpE (~).
La  posici6n  de  OmpA,  OmpE  y  de  OmpA  sin  calentar,  se  indican  en  el  costado
izquierdo.

(B) "Immunoblot" de las proteinas del electroforetograma(A) revelado con suero anti-
Ompc de f. Zjzrfu.. Las muestras conteridas en los carriles son las mismas que en (A)

(C) "Immunoblot" de las proteinas del electroforetograma(A) revelado con suero anti-
OmpF/OmpA  de  £.  fjz2tifrzizzz7.zlm.  Las  muestras  contenidas  en  los  carriles  son  las
mismas que en (A).
La flecha del costado izquierdo indica la posici6n que ocupa ompA, en la muestra sin
calentar, del card 2.
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2.S.2  Caracteristicas metab6licas de las mutantes  fcc  710mpE (~)  tetR.

Para conocer sus patrones metab61icos, 1os 4  clones mutantes

en estudio fueron sometidas a las pruebas bioquimicas sefialadas anteriormente en la

Tabla S. Ninguno de los clones mutantes mostr6 variaci6n alguna respecto de la cepa

parental £cc 71, en relaci6n a las caracteristicas metab6licas tipicas de su especie.

2.SL2.1   Auxotrofia.

Todas las cepas mutantes fueron capaces de crecer en el medio

mirimo de sales A1, lo oral indic6 que mantenian su calidad de prototr6ficas.

2.3.2.2  Resistencia a sales biliares.

Mutantes de fz'i47zriJ.j3  con   alteraci6n en la composici6n de su

superficie cefular pueden presentar sensibilidad a agentes de superficie, tal como, a

las sales biliares (Mulholland y cols.199S) .

Se  cultivaron  los  clones  mutantes  OmpE  a  en  el  medio  de

cultivo  Mcconkey  el  cual  contiene  sales biliares,  no  detectandose  diferencias    con

respecto al oultivo de la cepa parental £cc 71.

2.S.2.S  Velocidad de crecimieflto.

£cc 71 y los clones mutantes OmpE (-), se crecieron en el medio

minimo de sales A1, a rna temperatura de 28°C y en constante agitaci6n. Se midi61a

D.O.6oo   de los oultivos, cada 60 min. durante 8 hrs. En la figura 23 se muestran  las

curvas de crecimiento de la cepa parental y de sus clones mutantes. Cada punto es el

promedio de 5 ensayos diferentes.
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Segun el grafico de la figura 2S,1os clones mutantes (Sll, 19,

20 y 22)  presentan un menor creciniento poblacional durante 8 horas  de ensayo,

comparados con la cepa parental  (£c]c 71), y poseen una etapa lag mas prolongada

que fcc 71.  Entre los clones mutantes no existen mayores  diferencias en ouanfo al

crecineflto  de  la  poblaci6n.  Se  realiz6  la  conversi6n  de  unidades  de  DO  al  de

bacterias viables, a partir de registros que se tenian con cultivos de las cinco bacterias

hechas con ambos tipos de mediciones, y se pudo concfuir que fcc 71 alcanz6 el doble

de su poblaci6n iricial en S,0 hrs y S6 min de oultivo, mientras los clones S 11 y 191o

hacian en 5 hrs y los clones 20 y 22 necesitaban de 5 hrs y 12 min, y 5 hrs con SO

min respectivamente. Segtin los registros realizados al finalizar las 8 horas de cultivo,

indicados en la tabla 10,  la poblaci6n alcanzada por el clon Sll es 2,1S veces menor

que la de su cepa parental; para el clon 19 es 1,7 veces menor; para el clon 20 es 1,95

veces  menor  y  para  el  clon  22  es  2,28  veces  menor.  El  calcul6  del  tiempo  de

generaci6n  de estas cepas, se hizo cofl los dados de la parte lineal de cada rna de las

ourvas respectivas, comprobandose que los clones mutantes requieren un tiempo mas

prolongado para su divisi6n celular ( tabla 10) , comparada con la cepa parental.En los

casos de las cepas 19, 20 y 22 , el tiempo de generaci6n se obtuvo del promedio de los

calculos efectuados de dos pendientes defltro de cada una de las curvas.

Tabla 10.  Poblaci6n alcanzada por fcc 71 y clones mutantes OmpE(~) despu6s de 8
hrs de oultivo, y tiempos de generaci6n ITd).

Bacteriasviables/ml £cc 7 1 Clon S 1 1 Clon 19 Clon 20 Clon 22

6,1 x 108 2,86 x log S,58 x 108 S,1S x log 2,68 x log

Td (min) 106,611 15|,67S 1S1,986 141,507 151,784
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2.S.2.4  Producci6n de exoenzimas.

fz`ML7rfui.zz  cj2zioJoyora  subsp.   cfzziofovof¢     es  rna  bacteria  que

posee la capacidad de secretar una variedad de enzimas al medio, entre las cuales se

cuentan pectinasas,  celulasas y proteasas.  Estas enzimas le permiten la maceraci6n de

los tejidos del orgarismo hospedero. Mutaciones que afecten la sintesis o secreci6n de

estas enzimas, llevan a que estas bacterias reduzcan o pierdan la virmlencia (Andro y

cols.,  1984; Collmer y cols.,  1986; Hinton y cols.,  1989; Murata y cols.,  1990; Reeves

y cols.,199S).

Un  m6todo  de  analisis  semiouanthativo,  comtinmente  usado

para la determinaci6n de la secreci6n de exoenzimas por estas bacterias, es el ensayo

en placas conteriendo  el medio de cultivo  suplementado  con  el  sustrato  apropiado

(Chatterjee y  Staff,  1972;  Hugouvieux~Cotte~Pattat y  cols.,  1989;  Kamoun  y Kado,

1990; He y cols.,1991;  Jones y cols.,199S; Pirhonen y cols.,199S) .

Se realiz6 la detecci6fl de secreci6n de pectinasas,  celulasas y

proteasas de fc]cJ 71 y de los clones mutantes Sll,19, 20 y 22. Segtin se explic6 en la

secci6n 2.9 de Materiales y M6todos, cultivos de coda cepa, con una D.O.Goo   igual a

0,07 fueron depositados en forma de gotas de  5  Ill,   en la superficie de placas con

medio  de  cultivo  apropiado,  cuidando  que las gotas  no  sufrieran  deformaci6n.  Las

placas  para  medir  pectinasas  contenian  poligalacturonato  de  sodio;  aqu6llas  para

medir celulasas fueron suplementadas  con carboximetilcelulosa; y, Ias utilizadas para

medir proteasas conteliian gelatina. Se realizaron 3 ensayos en paralelo con cada cepa

y     en  cada  uno  de  los  sustratos,  1os  que  fueron  incubados  en  aerobiosis  y  en

anaerobiosis.  Cada ensayo consisti6 en la incubaci6n de  S gotas de cultivo  de cada

cepa . En la Tabla 11, se encuentran los diametros de los halos de hidr6lisis alrededor
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Tabla 11.~   Producci6n de exoenzimas de fcc 71 y clones mutantes OmpE(~)

Ecc 71 £cc  S 1 1 £c'c   19 Ecc   2,0 I:c:c    2`2.

Pectinasasaerob.

12.8  ±0.6 6,8  ±  1,I 10,S ± 0,6 10,8 ± 0,6 8,S  ±  0,6

r O,5S ± 0,06 0,80 ± 0,0010,84 ± 0'007 0,64 ± 0,015

anaerob. 1S,O  ± 1,0 6,3  ±  0,6 8,5  ±0,7 10,S  ±0'6 8,0  ± 1,0

r 0,48 ± 0,0080,65 ± 0,0030,79 ± O,01S0,61 ± 0,027

Cehalasasaerob.

1S,5  ±0'8 6,S  ±  0,6 10,0 ± 1,0 8,S  ±  0'6 8,5  ±0,7

r 0,46 ± 0,0150,74 ± 0,0280,61 ± 0,0070,62 ± 0,01S

anaerob. 1S,6  ±0'7 11,5 ± 0,7 8'8  ± 1,1 12,5 ± 0,7 11'8 ± 0,6

r 0,84 ± 0,0070,64 ± 0,04 0,91 ± 0'00S 0,86±0,0005

Proteasasaerob.

14,7  ±2,4 9'4  ±  0,8 12,2 ± 0'6 14,0 ± 1,5 1S,0 ± 0,5

r 0,6S ± 0,05 0'82 ±  0,1 0,95 ± 0'05 0,88 ± 0,113

anaerob. 0,0 0,0 0,0 0'0 0,0

Promedio del diametro de los halos de hidr61isis en mrri ± el elfor estandar, de cultivos
aer6bicos y anaer6bicos de un  n =  9 .
r =    promedio del diametro de halos alcanzado por un clon mutante/ promedio del
diametro  de  halos  alcarizado  por  la  cepa  parental  £cc  71,  para  cada  rna  de  las
condiciones.
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de  las  zonas  de  crecimiento  bacteriano  en  mrri,  y  que  corresponden  al  promedio

obtenido de 9 mediciones ± el error estandar.

Las  razofles  obteridas  entre  los  diametros  de  hidr61isis  de  la  cepa

parental y los de los clones mutantes indican que existe rna alteraci6n en el poder

hidrolitico de estos tiltimos comparado con el de la cepa parental, siendo importante el

caso   del   clon   Sll,   el   cual   practicamente   disminuye   a   la   mitad  la   actividad

pectinolitica tanto en aerobiosis como en anaerobiosis y   la actividad celulolitica en

aerobiosis,  mientras  s61o  disminuye  en  un  16%  es`ta  actividad  en  anaerobiosis.  En

cuanto  al  resto  de  los  clones  mutantes  y  sus  actividades  tanto  pectinoliticas  como

celuloliticas,  la  disminuoi6n  va  desde  un  9%     hasta  un  39%  en  relaci6n  estas

actividades  en  la  cepa  parental.   Cabe  hacer  notar,  que  no  se  pueden  realizar

comparaciones de las medidas de los halos en aerobiosis con los de anaerobiosis, ya

que los primeros corresponden a 24 hrs. de creoimiento bacteriano en las placas con

sustratos, mientras los tiltimos tuvieron que ser incubados durante 48 hrs por el 1erito

desalfollo que presentan a dicha temperatura.

En  cuanto  a  la  secreci6n  de  proteasas,  las  medidas  de  halos  no

muestran diferencias significativas entre las cepas mutantes y parental, excepto en el

caso del clon mutante   311  que ha perdido un 37 % de poder hidrolitico. Nunca se

detect6   1a   producci6n   de   halos   de   hidr61isis   de   gelatina,   en   condiciones   de

anaerobiosis, en ringuna de las cepas.

2.S.2. 5  Sensibilidad a antibi6ticos .

Los  ensayos  fueron  realizados  usando  la  t6crica  de  diluci6n

seriada  de  los  antibi6ticos  en  CL,  y  determinaci6n  de  la  conceutraci6n  minima

inhibitoria (MIC) del crecimiento microbiano, despu6s de la incubaci6n a 28°C por 24
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hrs. La Tabla 12  muestra los MICs encofltrados para los clones mutantes, de aquellos

antibi6ticos  en  que  los  valores  fueron  distintos  de  los  encontrados  para  la  cepa

parental.

Tabla 12.~

MICs de la cepa fcc 71 y clones mutantes (pug/ml).

11       fcc71 frcr 3 1 1 £cc 1 9 Ec:c 2;0 Ecc 22

Cefaloridina 15,62 250 250 goo 125

Clorarfericol 7,8 Z5 25 25 25
Tetracicfro 1,56 6,Z5 6,25 6,25 6,25
Ac. nalidixico 1,5 1,5 3,1 3,1 1,5

Los  clones  mutantes  mostraron  riveles   semejantes   de  MICs  para

Ampicilina, Carbericilina, Kanamicina, y Eritromicina que los de la cepa nativa fcc'

71. Sin embargo, todas ellas, ademas de la resistencia a tetraciclina adquirieron una

resistencia importante a Cefaloridina y a Cloranfericol, mientras los clones mutantes

19 y  20 ademas  aunentaron su resistencia a Ac. Nalidixico.

2.S.S  Morfologia colonial.

Todas las mutantes en estudio, sembradas en diferentes medios

de oultivo,   conservaron siempre su aspecto suave y brillante como la cepa nativa. El

ensayo de aglutinaci6n con Sofuci6n de Tripaflavina  1% result6 negativo para todas

ellas, confirmando que las mutantes conservan su estado colonial S y que no  se ha

producido rna alteraci6n en el IPS de ellas.



91

2.S.4   Motilidad.

Tanto la observaci6n de preparaciones frescas al  microscopio

6ptico  de las  mutantes  OmpEO,  como  su  crecimiento  en  el  medio  de  cultivo  para

ensayo de motilidad, Swarm Agar (secci6n 2.2. 5 de Materiales y M6todos) , preparado

en Al  coflteniendo O,S% de agar  (Wolfe y Berg,  1989),   mostraron que no existian

diferencias con respecto a la  movilidad presentada por su cepa parental £cc 71.

2.4  Detecci6n de la inserci6n  TnJO en las mutantes tetR  de fcc 71.

Para  probar  la  presencia  del  transposon  TnJO    en  el  DNA

gen6mico  de los  clones  de  fcc 71  resistentes  a tetraciclina  se utiliz6  1a  t6cmica  de

amplificaci6n  de  fragmentos  de  DNA  mediante  la  Reacci6n  de  polimerizaci6n  en

cadena (PCR)  . Se disefiaron los iniciadores o "primers"   OLITET 1 y   OLIThT 2 segtin

se ha descrito en la secci6n 2.8.6 de Materiales y M6todos, pertenecientes a secuencias

del gen fG£4 Gen de resistencia a tetraciclina de Th JO ) , para anplificar un fragmento

de  DNA  de  1.264  pb.  Se  utilizaron  los  DNA gen6micos  de  fcc  71,  de  los  clones

mutantes tetR y de 5: fjpAz.j7rzzrj.zzzzi MST 2947  y se sigui6 el programa de ciclos segtin

se describi6 en Materiales y M6todos.

Los prodrctos del PCR se analizaron mediante electroforesis en

agarosa al 0,7 %; (figura 24 A). En los carriles 1, S, 4, 6 y 7 se muestran los productos

de amplificaci6n  obtenidos desde DNA  gen6mico de los clones tetR  19, 22, Sll, 20 y
\

4115  'respectivamente;  mientras en los carriles 2 y 8 se encuentra el correspondiente

a la cepa parental £cc 71; en el carril 5 se nuestra el producto de amplificaci6n del

DNA gen6mico de S. fjpJiz.mzzzT.zzrz7 MST2947,1a que posee una inserci6n TnJO  en el

gen c2z27pC . Los ca]riles 9 y 10 contienen los prodrctos de PCR de lisados de bacterias

fc]c71 como fuente de DNA  para  controles  negativos;  el  carril  11  contiene  un
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Figura 24.  haalisis de  prodrctos de PCR, mediante electroforesis en agarosa al 0,7%

(A)  Amplificados  prodrcidos a parfur de DNA cromos6mico  de  fcc 71,  de  clones
mutantes  tetR de fccJ 71  (clones  19, 22, Sll, 20 y 4115 ) y de S.  Zjz2Jzhazzz7.zzzz7
MST2947  tet R .

Carril  1, clon  19 de fc]c 71; carril 2, £c]c 71; carril S, clon Z2 de fcic 71; ca]ril 4,
clon Sll de fcc 71; caril 5, £. fjz2¢r.fflzzrt.zzzzz MSTZ947 ,; carril 6, clon 20 de fcc 71;
carril 7, clon 4115 de fcc 71; carril 8, £clc 71; carriles 9 y  10, bacterias lisadas de
fc]c? 71; caril 11, control de DNA de  800 pb; cared St, DNA de los fagos  ^ ~ffz.jzc7III
y  ®X174~f=r&G Ill como estandares de tamafio molecular.

(8) Digesti6n de algunos de los productos de PCR presentados en (A).

Carriles 2,  S y 4, £  Zjpfu."zzz7.zzjH MST2947; carriles  5,  6 y  7, clon  19 de fcc 71;
carriles  8, 9 y 10 , clon Sll de fcc 71.
Candles S, 6 y 9, muestras digeridas con fccRI; carriles 4, 7 y 10, muestras digeridas
con 5lc]jat; caril  St, DNA de los fagos  ^~Hind Ill  y  ¢X174~Hae Ill como estandares
de tamafio molecular.
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fragmento de DNA purificado, de tamafio conocido, de goo bp; y el caril marcado

como St contiene los marcadores de tamafios moleculares en kb de DNA del fago ^~

j7z.zzc7111   y de  dyx174~fJjzG Ill.  Se  comprueba  entonces,  que  las  mutantes  de  fcc 71

(cariles  1,  3,  4,  6  y  7)     produoidas  por  transducci6n  de  DNA  gen6mico  de  S.

fjz2jzJ.jzrzzz?.zzrzz MST 2947 (carfu 5) , poseen el gen de resistencia a tetraciclina de Th JC)

en sus   cromosomas, irformaci6n gen6tica que no se encuentra presente en la cepa

parental  (carril  8).  Por  otra  parte,  el  tamafio  del  fragmento  amplificado  en  las

mutantes esta de acuerdo con aquel amplificado en la cepa donante ( caril 5).

Como  manera  de  colfoborar los  hallazgos  presentados  en  la

figura 24 A, se realiz6 1a digesti6n de los fragmentos de DNA amplificados de dos de

las  mutantes,  con  las  enzimas  de  restricci6n  fccRI  y  i:clad,    para  compararlos  con

aquellos de 51.  fjxpjzJ.jzlzzrJ.#zzl  MST2947. Segtin la secuencia de bases de ZGIA, existe un

s61o sitio de corte para fc}ckl y que produce fragmentos de 6S 1 pb y 661 pb, mientras

Sc]d  produce  fragmentos  de  868pby424pb.       .

En la  figura  24  8,  se muestra la  electroforesis  en  agarosa al

0,7%,   del DNA producto de la amplificaci6n por PCR, digerido separadameute con

fc]cRI  y  fcjal.  En  el  caril  2  se  muestra  el  DNA  obtenido  por  amplificaci6n  de  S.

ZjpjzJ.jzizzz7.zzzzi MST 2947; y en los carriles S y 4, este mismo DNA digerido con fccRI y

con i:c:al respectivamente. En los carriles 5 y 8 se co]ri6 el anplificado de DNA de las

mutantes 19 y S 11 respectivamente; en los carriles 6 y 91os digeridos de estos tiltimos

DNAs con fc]cRI;  y  en los carriles 7 y 101os digeridos de estos mismos DNAs con Sc:al.

La presencia de bandas de DNA mss iutensas en los ca]riles 2, S y 4 que corresponden

al cofltrol positivo, comparadas con las bandas de DNA de los clones mutantes  19 y

S 1 1 se debi6 a problemas en la  concentraci6n de las muestras.
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En el car]al S de la figura 24 8, se observa una doble banda que

coITesponderia a los fragmentos de tamafio molecular de 6Sl pb y 661 pb generados

por acci6n de fccRl en el DNA amplificado de S.  fjz2fzzzfflzzz?.zzrm MST2947, mientras

que en los carriles 6 y 9 se obseIva una banda que corresponde a ese rango de tamafio

molecular y pertenecientes a la digesti6n del DNA amplificado de los clones mutantes

19 y S 11 respectivamente, producida por fc]cR1.

En cuanto a la digesti6n de los amplificados de DNA con fc]al,

en el carril 4 se observa una banda en el rango de goo pb y otra de tamafio molecular

menor que 600 pb que corTespondeda al fragmento esperado de 424 pb; asi mismo y

de manera mss tenue se visualizan estas mismas bandas en los cariles que pertenecen

a los clones mutantes  19 y Sll,1os carriles 7 y  10 respectivamente. En el carril  1  se

encuentra el producto de PCR con DNA de fcic 71 como control negativo.

Como   se   puede   observar,   el   tamafio   de   los   fragmentos

generados por la digesti6n de los DNAs amplificados de cada cepa mutante, con cada

rna  de  las  enzimas  de  restricci6n,  coinciden  con  aquellos  generados  por  dichas

enzimas en el DNA producto del PCR en f. Zjz2jzJ.jz7zzrJ.zzj27 MST2947 .

Estos  resultados  estarian  corfirrirando  la  existencia  del  transpos6n

TnJO, en las mutantes  tetR  de fcc 71 denominadas Sll,19, 20 y 22.

2. 5  Determinaci6n de la virmlencia de las mutantes OmpE(~).

La  virmlencia  de  las  mutantes  de  fcc'  71  fie  determinada

mediante el ensayo de maceraci6n del paienquima de tub6roulo de papa y realizado

segtin la t6crica descrita en la secci6n 2.S.2 de Materiales y M6todos.
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Cada tub6rculo llev6 al memos rna inoculaci6n de la cepa fcc

71, usada como control iutemo  de la producci6n de  100%  de maceraci6n y varias

inoculaciones de cepas mutantes, cuyo ndmero dependi6 del tamafio del tub6rculo.Se

realizaron controles en los que se practicaron Z inoculaciones de Eec 71 en el mismo

tub6roulo,  para  verificar  si  el grado  de  maceraci6n  era  semejante.  Los  valores  de

maceraoi6n obteridos son muy parecidos cuando se trata del mismo tub6roulo, no asi

si se comparan entre tub6rculos distintos (tabla 13).

Asi, 1os registros de maceraci6n se calcularon como porcentaje

de  maceraci6n  producido  por  cada  clon  mutante  en  relaci6n  a  la  maceraci6n

prodrcida por Hcc? 71 dentro del mismo tub6rculo.

Tabla 13.~  Valores de maceraci6n producida por fc]c 71 inoculada en duplicado dentro

del mismo tub6rculo de papa.

Macerado producido (gramos)

Inoculaci6n Tub6rculos

A

1 2 S 4 5

1,8 1,5 0.7 1,9 1,0

8 1,7 1,5 0,9 2.0 0,9

Despu6s de 48 hrs de incubaci6n en camara htimeda y a una

temperatura  de  28°C,  1as papas fueron  cortadas  por  las  zonas  de  inoculaci6n y  el

tejido macerado foe recolectado y puesto en tubos Eppendorf para ser posteriormente

pesado.
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La figura 25 presenta el aspecto alcanzado   por un tub6rculo

en las zonas de inoculaci6n, despu6s de 48 hrs de incubaci6n con suspensiones de: £cc

71  (A), clon mutante S 11 (8), y clon mutante 19 (C).

rigura 25.   Corte por un tub6rculo de papa, mostrando  los sectores  de maceraci6n
producidos por: (A) Cepa parental £cc7 71;  (8) clon mutante 3110mpE(~);  y (C) clon
mutante 19 0mpE(~).

En la tabla 14 se encuentran los porcentajes promedios  de maceraci6n

(X) obtenidos por los clones mutantes OmpE a  en relaci6n a la cepa parental fcc 71.

Entre parfentesis se indica en ntimero de ensayos realizados en cada caso (N) .
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Tabla  14.~

Porcentajes de maceraci6n exhibidos por los clones mutarites OmpE(-) de
I:rwinia carotovora s;Mhoap. carotovora 71.

Cepas

71 311 19 20 22
(50) (35) (35) (27) (20)
loo 59'8 56,4 57,9 38,1
0 ±12,6 ±12,2 ±15,1 ±14,2

N= N° casos
X = Media
& = Error St.
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La figura 26 colfesponde al grafico de barras de los porcentajes

promedios de maceraci6n de las cepas mutantes carentes de OmpE, comparados con el

100%, valor asignado a la  maceraci6fl producida por fcc 71. Se puede apreciar que

todas  las mutantes que carecen de la porina OmpE ham disminuido su virulencia, con

respecfro a la exhibida por la cepa parental. Mientras que para las mutarites S 11, 19 y

20 esta disminuci6n es cercana al 40%, en el caso de la mutante 22 llega a ser del

60%. No se encontr6 rna explicaci6n razonable para tal diferencia entre las mutantes,

ya que la mutante 22 no presenta diferencias en ninguno de los aspectos estudiados,

con respecto a las otras tres mutantes.

3. Intento de reouperaci6n del fenotipo vimlento de los clones mutantes OmpEO

de fcc  71.

Considerando que fcc 71  carente de la porina OmpE, mostr6

rna  disminuci6n en la  capacidad de macerar el par6nquima del tub6rculo de  papa,

se realizaron algunos ensayos tendientes a recuperar la porina propia de la bacteria, o

sino prodrcir la complementaci6n por introducci6n de   la irformaci6n gen6tica de

ima porina relacionada y probar que la bacteria reouperaba asi su vi"1encia.

S.1 Uso de  recombinaci6n hom61oga mediante en fago P22.

Ya que la estrategia de transducir marcas gen6ticas a fz`i47zrij.jz

mediante  el  fago  P22  habia  terido  6xito  anterior]mente,  se  intent6  realizar  trans~

ducci6n de marcas desde rna cepa de  £.  fjpJirurczrr.zzffl   silvestre a las  mutantes  de

membrana extema, tetR de fcc 71, con el fin de aislar bacterias transductantes que

hubiesen  perdido  la  resistencia  a  tetraciclina,  por  recombinaci6n  entre  la  regi6n

orm;z7C de f  fjz2jir.urzzrJ.zzrzz llevando el inserto de Tn JO existente en la regi6n de ojz7jE
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de  fc]cr 71,  y  la  regi6n  ojzrpc de  S.  fjz24J.jz7zzz7.zzm Msl  silvestre.  Las  bacterias  que

adquieren sensibilidad a tetraciclina dentro de rna poblaci6n de bacterias resistentes,

pueden  ser seleccionadas  cultivandolas  en  el  medio  de    Bochner~Maloy    (Maloy y

Nunn,  1981). Este medio de oultivo, segtin consta en la secci6n 2.11  de Materiales y

M6todos,   contiene   entre   otros,   clortetraciclina   inactivada   por   esterilizaci6n   en

autoclave,  y  acido  fusarico.   Las  bacterias  tetR  desarrolladas  en  este  medio,  son

inducidas a producir la proteina de resistencia a tetraciclina, 1a cual se ubica en la

membrana citoplasmica, y que es responsable al parecer del  ingreso de acido fusarico

al interior de la bacteria. Las bacterias tetR son eliminadas, y las bacterias tetraciclina

sensibles sobreviven, por carecer de la bomba de expulsi6fl de tetraciclina hacia el

medio extemo.

Se realizaron 5 transducciones con lisados P22 obteridos desde

S. fjz2jzJ.fflzzrjzzffl Msl con cada rna de los 4 clones mutantes de fc]c 71. En los analisis

reaHzados  mediante PAGE~SDS  o  en  PAGE~SDS~urea,  de  los  extractos  de  ME  de  los

clones tetraciclina sensible desarrollados en el medio Bochaer~Maloy, nunca se encon~

tr6 alguno que expresara Ompc de S. fjpjirrz7zzz7.zzjzi.

S.2 Complementaci6n del fenotipo OmpE(-) de fcc mediante el plasmido pSTP2B 1.

El plasmido pS'IP2Bl contiene un fragmento de DNA de S.loo

pbconteniendoelgencompletoo"pcde£Zjz2jiJ.insertoenelsitioj3an:HIdepUC19.

Este plasmido foe construido por I.  Zaror  (1989 a)  por digesti6n con la enzima de

restricci6n j3g/II, del cosmidio pHC79 en el cual habia sido clonado un fragmento de

SO~S5 kb, del cromosoma de S. Zjz2jir. conteriendo el gen ojHpC. Los fragmentos resul~

tantes fueron subclonados en pUC19   y utilizados para transformar £.  co/I. DH5oc de
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donde se seleccion6 aquel clon que producia la proteina Ompc de  S.  /jpj]J., y cuyo

plasmido pSTP2Bl foe usado para transformar la cepa de £. co//. ]M 109.

Desde  esta  tiltima  cepa,  se  aisl6  pSTP2Bl  y    luego,  segtin  la

t6cnica sefialada en la secci6n 2.8. 3 de Materiales y M6todos, fue purificado mediante

electroeluci6n  desde  un  trozo  de  agarosa  de  una  electroforesis  preparativa,  que

contenia la banda de DNA del plasmido. La figura 27 A muestra en los cariles 1 y S el

plasmido pSTP2Bl  purificado, con un tamafio molecular de  5886 pb calculado por

Zaror,1989a.                 A 1,.2    3

12   3   4    5    6

Figura 27. Electroforesi;  del DNA sobreeriollado del plasmido pSTP2B 1 en agarosa
al 0,7 % (A), y de DNA  obterido de clones transformados con pSTP2B1 (8).
En el costado izquierdo se encuentran indicados los tamafios moleculares en kb.

(A) Cariles 1 y S, contienen DNA del plasmido pSTP2Bl de la cepa de £. co//. )M
109; carril 2, contiene DNA de  ^ ~fJ1.#c/Ill, como estandar de tamafios  moleculares.

(8) Carril 1, £cc 71; carril 2, clon 20(8); cairil S, DNA de ^ ~fJjric7III ;  carril 4, clon
71 (2); caril 5, £. co/f. ]M 109 (pSTP2B1); carril 6, clon 311 (5).
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Ya  que  los  clones  producto  de  esta  transformaci6n,  serian

seleccionados por su resistencia a ampicilina, se determin6 la concentraci6n a la oral

podrian ser seleccionados, ya que fcc 71 poseia rna resistencia al antibi6tico >  ZOO

I,g/ml.

Se sembraron   fcc 71 y los clones mutantes Sll,19, 20 y 22

en placas de AL conteniendo 0, loo, ZOO, 400 y BOO L|g de ampioilina/ml. Despu6s de

24   hrs   de  incubaci6n  todos   los   oultivos   presentaron   desarrollo.   Se   repiti6   el

experimento, usando  el  Medio  Minimo  Al  hasta  la  concentraci6n  de  600  pug/ml;

todos los cultivos fueron irfubidos a 400 pug de ampicilina/ml, por lo que se realiz6 1a

selecci6n de transformantes en placas de Al conteriendo 600 L|g del antibi6tico/ml.

La transformaci6n de las bacterias con el plasmido pS'IP2Bl se

realiz6 con c6lulas competentes y segtin la t6crica del Caclz descrita en la secci6n 2.7

de Materiales y M6todos. Las transformaciones usando los clones mutantes Sll,19,

20,  22  y tambi6n la  cepa parental  £cc 71  como  control, fueron  realizadas  en  dos

ocasiones.   Toda la mezcla de transformaci6n para cada cepa, foe sembrada en dos

placas conteriendo el medio de cultivo sefialado en el parrafo anterior.  En total, se

obtuvieron 4  clones resistentes a ampicilina de la cepa parental £cc 71;  8  del clon

mutante  19;   7 del clon mutante 20;   2 del clon mutante 22 y   5 del clon mutante

Sll, todos los cuales fueron denominados con el ndmero de su cepa seguido de un

ntimero entre parfentesis  ( 71(1), 71(2)  eta.)  Despu6s de subcultivar estos clones   en

medio  liquido  Al   con  600  pug  de  ampicilina/ml  mantuvieron  su  condici6n  de

resistentes los clones   71(1) y 71(2) de fcc 71; los clones  19(1),19(2),19(3),19(4),

19(5),  19(7)  y  19(8)  de la mutante  19; los clones 20(5)  y 20(8)  de la mutante 20;

ninguno de la mutante 2Z;  y 311 (5) de la mutante S 11.
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S.2.1  Aislamiento e identificaci6n de pSTP2B 1 en los clones resistentes a ampicilina.

Se analiz6 1a presencia de plasmidos, mediante electroforesis en

agarosa 0,7% , de todos los clones resistentes a ampicilina sefialados antes. En la figura

27 8 se presenta el resultado de la extracci6n de DNA plasmidial de S de los clones

resistentes  (cariles  2,  4  y  6)  y  de  fcc 71,  comparados  con  el  DNA  del  plasmido

pSTP2Bl  en  el  caril  5.  En  los  carriles  2  y  4  no  se  observan  evidencias  de  DNA

plasmidial    como    pSTP2B1,    en    las    muestras    de    los    clones    20(8)    y    71(2)

respectivamente. En el caridi 6, cuya muestra de DNA corTesponde al clon Sll(5), se

obseIvan dos bandas, rna de las cuales coincide con una de las bandas mostradas por

pSTP2Bl  del  carril  5,  resultado  que  podria  indicar  que  se  trata  del  plasmido  en

estudio, junto con otra forma del mismo plasmido ( banda inferior).  Cabe hacer notar

que  la  banda  de  tamafio  superior  a  4,4  kb  del  clon  71(2)  en  el  carril  4,  podria

cormesponder a un plasmido criptico, de un ntimero muy bajo de copias, ya que fu6

ima banda que se visualiz6 en forma esporadica en las preparaciones realizadas con el

objeto de aislar plasmidos en las cepas derivadas de fc]c  71.

Para  verificar  la  idefltidad  del  plasmido  del  clon  Sll(5),  se

analjz6 su patr6n de restricci6n con  la erizima fccRI para la cual existe un s6lo sitio

de corte ( figrra 28). Se observa en el carril 4 el DNA de  pSTP2Bl y en el caril 5 la

digesti6n de 6ste con fclckl y formaci6fl de rna banda de tamafio molecular superior a

4,4  kb..  Los  resultados  obteridos  cofl la  digesti6n  del  DNA  extraido  desde  el  clon

311 (5)  no fueron claros (carril 7 sin digesti6n, y carril 6 digerido con fccR1), ya que

se presentan muchas bandas en la muestra sin digerir , y luego de la digesti6n aparece

tenuemente rna banda adicional coITespondiente al tamafio molecular de 6.0 kb a la

misma altura en que aparece la banda del plasmido pS'IPZB 1 digerido.
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Figura  28.     Electroforesis    del  DNA  plasmidial  pSTP2Bl  y  del  DNA  plasmidial
extraido desde el clon Sll(5) de fcc 71, en gel de agarosa   al 0,7 %. Anansis de la
digesti6n  de  pSTP2Bl  y DNA plasmidial  del  clofl  Sll(5)  mediante  la  enzima  de
restricci6n fc]RI.
AI costado izquierdo se sefialan los tamafios moleoulares en kb.

Caril 1, DNA plasmidial de fcc 71; carril 2, DNA plasmidial del clon mutante S 11;
carril 3, DNA de ^~fJzt7c7III ; caril 4, plasmido pSTP2B1; carril 5, plasmido pSTP2Bl
digerido con  fccRI; carril  6, DNA plasmidial del clon  Sll(5)  digerido  con fc]cRI;
ca]ril 7, DNA  plasmidial del clon S 11 (5) .

S.2.2  Caracterizaci6n de la proteina expresada por el clon S 11 (5) (pSTP2B1).

El estudio del perfil de proteinas de ME de los clones aislados,

resistentes a ampicilina, indic6 que ninguno expresaba la proteina Ompc de S. fjpjz/.

salvo el caso del clon 311 (5) .

Como se puede apreciar en el electroforetograma de la figura 29 A,

corTespondiente  a    PAGE~SDS~urea,  en  cuyo  costado  izquierdo  estan  sefialadas  las

posiciones de OmpE y OmpA de fcc 71 y en el derecho se encuentra la posici6n de
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Figura 29. Electroforetograma de proteinas de ME, en PAGE~SDS~urea, al  12,5%. Las
flechas al costado izquierdo indican la posici6n de OmpE y OmpA de fcc 71, y el *
indica la posici6n de Ompc de f.  fjpfl/.  al costade derecho. Se muestra s61o 1a zona
relevante de los geles.

(A)   Carril  1, estandares de masas moleoulares pretefiidos; carril 2, £cc 71; carril S,
£cc  71(2)  derivado  de  fcc  71;  carril  4,  S.  fjpjir. Ty2;  carril  5,  £.  co/j. ]M  109
(pSTP2B1);  carril  6,  clon  311(5)  (pSTP2B1)  derivado  del  clon  311;  caril  7,  clon
mutante S110mpE (-); carril  8, clon mutante 19 0mpE (~).

(8)   Carril 1, estandares de masas moleculares pretefiidos; caril 2,  £cc 71; caril S,
clon mutante 3110mpE (~); caril 4, clon Sll(5)  (pSTP2B1) derivado del clon 311;
carril 5, f. fjpfizinczz7.ziffl  MS1; carril 6,  clon   Sll(51~2) derivado del clon Sll(51);
carril 7, clon 311 (51~3) derivado del clon 311 (51); carril 8, clon 311 (51) producto
de la "curaci6n" del clon Sll(5); cariul 9, clon 22(01)  derivado del clon 20; carril
10, clon 22(02) derivado del clon 22..
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Ompc de S.  Zjz2Jiz;. el clon 311(5)  (carril 6)   expresa rna proteina no existente en el

patr6n de fcc 71  (carril 2) ri en el del clon mutante Sll su cepa parerital(carril 7).

Esta  proteina  posee rna  migraci6n  similar  a  aqu611a  de  £.co/I. ]M  109  (pSTP2B1)

(caril 5)   que corresponde a Ompc de S. fjpjij; 1a cual no existe en el clon mutante

parental,  el  Sll.  En  el  carril  4,  se  encuefltra  el  perfil  de  proteinas  de  ME  de  S.

fjpjzi.urzzz7.zz" Msl que muestra la proteina Ompc en la misma posici6n. En el caril S

se encuentra el extracto de ME del clon 71(2), el que no expresa Ompc de a. fjzJZJ.  a

pesar de haber sido aislado  como ampicilina resistente. En el carril 8 se encuentra el

extracto de ME del clon mutante  19,  carente de la proteina OmpE.

El clon 311(5) muestra la expresi6n de la porina Ompc de f.

ZjpJir.,  pero  con  una  fuerte  represi6n  de  OmpA.  Para  verificar  si  este  efeoto  era

producto de la presencia del  plasmido, se 11ev6 a cabo la ``curaci6n" del clon Sll (5).

Para  ello  se  utiliz6  el  procedimiento  descrito  por He  y  col.  (1991),  en  el  oral  1as

bacterias son cultivadas en el Medio Basal A~P (To]riari,  1960), un medio de cultivo

cuyo bajo en conterido en fosfatos provoca la desestabilizaci6n de los plasmidos y la

"curaci6n" de la bacteria. Los resultados de este ensayo se encuentran en el perfil de

proteinas  de ME  de la figura 29 8.  La cepa parental fcc 71 se encuentra en el carril

2  y el  clon  mutante  311  en  el  caril  3.    El  clon  Sll(5)  (pSTP2B1)  en  el  carril  4,

muestra la proteina  Ompc de i ¢z2fa. 1a que posee ima migraci6n semejante a Ompc

de f fjp4drzzz7.zzjzi Msl ubicada en el ca]ril 5.  Sin embargo, el clon 311 (5) ``curado"

denominado Sll(51), en el carril 8,   ha perdido la proteina Ompc de S.  fjz2jir. y ha

retormado la expresi6n de OmpA a los niveles previos, asi como el de otras proteinas

de su ME, comparandola con el clofl mutante S 11 del carril S. Por otra parte, Sll (51)

ha perdido la resistencia a ampicilina coflferida por el plasmido pS'IP2B1.
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Al  igual  que  como  se  habia  intentado  la  reouperaci6n  de  la

porina ausente en los clones mutantes  Sll,19, 20 y 22 mediante transducci6n del

gen ojHpC de S. fjz2flzrz7zzrr.zzf2? Msl con lisados del fago P22,  se  hizo el mismo ensayo

con el clon 311(51). Los carriles 6 y 7, de la figura 29 8 cofltienen los extractos de

proteinas de ME de  clones aislados de los ensayos de transducci6n de fago P22 con el

clon 311 (51), estos clones fueron denominados 311 (51~2) y 311 (51~3); mientras los

carriles 9 y 10, contienen los de las traflsducciones realizadas con el clon mutante 22.

En ninguno de estos casos se obtuvo un clon que expresara una proteina de migraci6fl

semejante a Ompc de S. fjzrfuinzzrr.zzm.

Se estudi6 la reactividad de la proteina expresada por el clon

Sll (5)  ante el suero anti~OmpF/OmpA de  S.  ZjzrfuhazzzT.zzffl.  Los resultados  se mues~

tran en la figura  SO  en la cual  (A)  corTesponde a los perfiles  de proteinas  de ME,

despu6s de ser separadas en PAGE~SDS~urea; y  (a)  corresponde al  "Immunoblot" de

las proteinas separadas en (A)   contra suero anti~OmpF/OmpA de f.  fjz2jzJ.fflzzrJ.zlrz7. EI

carril 4  de la figura SO 8, colfesponde al clon ,Sll(5), que presenta una banda de

proteinas que reacciona positivamente con el antisuero, y que coincide con aquella de

£.  co/I. ]M  109   (pSTP2B1)   (carril  5)  1o  que  corfirma  que  el  clon  de  fcc  estf

expresando la porina de S. fjzjir. .  Ante la ausencia de OmpA en el perfil de proteinas

del clon Sll(5), y ante la posibilidad que la sobre~expresi6n de Ompc de S. fjz2jzJ. en

este clon, estuviera impidiendo la normal 1ocalizaci6n de  OmpA en la ME y por lo

tanto permaneciera en una localizaci6n intracitoplasmica o periplasmica, se separaron

las  proteinas  del  extracto  completo  de  este  clon,  carril  8.  Se  comprueba  en  el

"Immunoblot",  que  no  hay  presencia  de  Tina  proteina  que  corTesponda  con  la

migraci6n de OmpA en esta bacteria, lo que estaria corfirmando que se ha producido

rna represi6n en la expresi6n de esta proteina. En esta misma figura, se muestra el
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rigura  30.   Electroforetograma  de  proteinas  de  ME  obtenido  por  PAGE~SDS~urea.
Analisis  de  la  expresi6n  de  la  proteina  Ompc  de  f.  fjpfl/.   por  el  clon  311(5)  y
311 (51), y el "immunoblot" frente a suero anti~Ompl'/OmpA de f.  fjpjirinzzr7.zzfzi. En
el costado izquierdo se indica la posici6n de OmpE y OmpA de fcc 71, y en el costado
derecho la posici6n de Ompc de f. /jpAJ..

(A) Separaci6n de proteinas de ME en PAGE~SDS~urea al 12,5%.
Carril  1, esfandares de masas moleculares ; carril 2,  £cc 71; caril  3, clon mutante
3110mpE(~);  caril  4,  clon  mutante  311(5)  OmpE(~)  (pSTP2B1);  ca]ril  5,    I.  co/I.
]M109  (pSTP2B1);   carril 6, f.  fjz2fl/. ; carril 7, clon 311(51)  obtenido por ``curaci6n"
del clon 311 (5) ;  carril 8,1isado total de bacterias del clon 311 (5).

(8) "Immunoblot " realizado usando suero anti~Ompl'/OmpA de S. /jpA/inzzfT.zzffl.
Los carriles contienen id6nticas muestras que la  figura (A).
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perfil de proteinas e inmunolfeactividad   del clon  311(51)  (caril  7), en el que se

confirma la p6rdida de expresi6n de Ompc de £ ZjpJzr.  y por lo tanto su "ouraci6n",

ademas de presentar un leve aumento en la expresi6n de OmpA.

S.2.S Virulencia del clon transformante S 11 (5) que contiene el plasmido pSTP2B1.

Para dete]rminar la virulencia del clon 311(5)  se utiliz6 el en~

sayo  de  maceraci6n  de  tub6rculos  de  papas,  por  inooulaci6fl  de  la  suspensi6n  de

bacterias  en  orificios  abiertos  en la  superficie  de  6stas,  segtin  se  ha  descrito  en  la

secci6n 2.S.2 de Materiales y M6todos.

Se realizaron 27 inoctilaciones, de las cuales se recogi6 el tejido

macerado y se calcul6 el porcentaje de maceraci6n, tomando como 100% de actividad

el macerado producido por la cepa nativa fcc 71, inoculado como control en cada uno

de los tub6roulos. Los dados obteridos se presentan en la Tabla  15, en donde se ham

agregado  a  modo  de  comparaci6n,  1os  datos  que  corresponden  a  la  maceraci6n

producida por su cepa parental S 110mpE(~), en tub6rculos de papas.

Los resultados, graficados en la figura 31, indican que el clon

transformado Sll(5)  OmpE(~)  Ompc(+), ha disminuido su virulencia en 34,2 % en

relaci6n a su cepa parental el clon mutante S110mpE(~)  si se toman en cuenta las

medias estadisticas; y que con respecto a la cepa parental £cc 71, s61o llega a 1/S de la

vir'ulencia  mostrada  por  6sta.  Se  podria  inferir,  que  la  introducci6n  del  plasmido

pSTP2Bl que contiefle el gen oj7rpc de S. fjz2jzJ. no ha producido la complementaci6n

necesaria en el clon S110mpE(-), y la reouperaci6n de su  virulencia. Esta falla en la

complementaci6n, podria ser debida en parte, a la inestabilidad del plasmido, una vez

que  las  bacterias  son  inoouladas  en  el  fub6roulo  de  papa  y  eliminada  la  presi6n

selectiva por ausencia del antibi6tico.
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Comparaci6n entre la virulencia de fcc 71 y clones mutantes.

71                          311                     Sll(5)
N                         (50)                       (3 5)                       (27)

MEDIA                   100                     59,8                     2 5,6
ERROR                     0                      ±  12,6                 ± 8,84

N = N° de casos

Tabla  15.~
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Asi, se hizo necesario establecer la estabilidad del plasmido en

el clon  Sll(5)[  OmpE(~)/Ompc  (+)(pSTP2B1)  ].  Se sigui6 la t6cnica descrita en la

secci6n 2.8.9 de Materiales y M6todos.

Se  realizaron  3  experimentos  cofl  S  grupos  de  5  tub6rculos

cada uno, en los que se hicieron: dos inoculaciones del clon Sll(5);   una de la cepa

fcc 71 y rna del clon 3110mpE(~), en cada tub6rculo. Segtin el calculo de   c61ulas

viables para el clon 311(5),   se inocularon 2,2 x 108 bacterias en un volumen de  10

Ill por perforaci6n.  La cosecha de los macerados se hizo a las 24  , 48 y  72  hrs de

incubaci6n. Ifls macerados producidos por el clon 311(5)  se resuspendieron en  1 ml

de medio Al  sin glucosa,  se hicieron las  difuciones  necesarias, y  se  sembraron  en

placas  de  CVP  suplementadas  con  BOO  pug  de  ampicilina/ml  y  en  duplicados  sin

antibi6tico, las que fueron utilizadas para hacer el recuento de bacterias viables.

La Tabla  16 muestra la cantidad de bacterias que son capaces

de mantener la resistencia al antibi6tico en relaci6n al total de bacterias reouperadas

de las zonas de maceraci6n.

Tabla 16.
Estabilidad del plasmidio pSTP2B 1

en el clon S 11 (5)  de frvVIriJ.zz cfzziofowoffj3 subsp.  cz3ziofovoFTfz.

Incubaci6n     Concentraci6n
de papas ino~ de bacterias
culadas (hrs). totales. (CVP)

Concentraci6n
de bacterias
CVP~Ampicil.

Raz6n
Resist. / Totales

5,S x 107
1,2 x 109
6.0 x 107

0,0370
0,0180
0,0400

0 x 109
2 x 109
5 x 1010

7Z 1,7 x log
S,0 x 108
S,S x log
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Una raz6n cercana a  1  entre las bacterias que son capaces de

crecer en CVP suplementada con 500 Lig de ampicilina, y las bacterias que se desa~

Ifollan  sin  antibi6tico  seria  indicadora  que  el  plasmidio  es  estable  dentro  de  las

bacterias.. De los resultados obtenidos,  se puede deducir,  que las bacterias  sensibles

van aumentando en ndmero a medida que transcurre el tiempo de infecci6n, 1o cual

quiere decir tambi6n que van perdiendo  la informaci6n gen6tica de om;zf aportada

por el plasmidio. ha inestabilidad del plasmidio no permite conocer si la reouperaci6n

de la porina devolveria la virulencia a esta bacteria.

S.S Intercambio de marcas gen6ticas.

El ensayo  de  "intercambio  de marcas gen6ticas"  se basa  en  el

hecho  que  rna bacteria  conteriendo  un  gen  mutado,  puede  volver  a  su  fenotipo

original,    por  recombinaci6n  de  6ste gen  con  un  gen  hom61ogo  contenido  en  un

plasmido (Torriani,1960; Roeder y Collmer,1985; Lindeberg y Collmer,1991).

Los    ensayos    consistieron    en    sembrar    el    clon    Sll(5)

coflteriendo el plasmido pS'IP2B1, en el medio de cultivo A~P de bajo contenido en

fosfatos suplementado con ampicilina (To]riani,1960) , descrito en la secci6n 2.8.7 de

Materiales y M6todos, para permitir el intercambio de marcas. Se realiz6 este ensayo

10 veces y a los clones resultantes se les estudi6 el perfil de proteinas de M£, veri~

ficandose que ringuno de los clones  obtenidos   expresaba la  proteina  Ompc  de  S.

fjz2jiJ; cnyo gen estaba contenido en el plasmidio con el que habia sido transformada

la mutante  311  y por lo tanto, no habia terido  6xito  el iutento  de  devolver a  esta

mutante rna proteina de ME.
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La membrana extema (ME) de las bacterias Gram negativas, es

una estr'uctura altamente especializada, que constituye una barTera fisica y funcional

entre la bacteria y el medio circundante.

La  principal  funci6n  asignada  a  esta  membrana,  hasta  hace

unos afros, foe la de servir como baITera a agentes t6xicos tales como antibi6ticos y

detergentes,  funci6n  corTelacionada  con  las  propiedades  de  permeabilidad  de  la

membrana. Sin embargo, esta membrana tambi6n es tremendamente importante en el

paso  de  los  nutrientes  al  interior  de  la  bacteria,  como  tambi6n  en  funciones  de

secreci6n   de   proteinas   (Wandersman,   1992).   Las   evidencias   ham   llevado   a   la

co`nclusi6fl que proteinas coma Ompc, OmpF, y OmpD en el caso de S. fjz2JzhazzzT.zzur ,

periten la difusi6n de un amplio espectro de solutos de pesos moleculares bajo 600

daltons, a trav6s de sus poros hidrofflicos (Nikaido,1992 y 1994); mientras que, en el

caso de fsezzc7ozzioff&s  el limite de exclusi6n de las porinas se ha calculado entre SOOO

a 9000 daltons (Hancock y Nikaido,1978; Bellido y cols.,1992).

Estas   proteinas   colifieren   permeabilidad   a   azticares   como

monosacaridos y disacaridos, a aminoacidos, presumiblemeute di Ly trip6ptidos, iones

inorgaricos, f}~1actanos, nucle6tidos, cloranfericol (OsborTi y Wu,1980).

El g6nero fri¢zzriJ.zz constituye uno los grupos   mas importantes

de  bacterias  Gram~negativas  fitopat6genas,  cuyos  estudios  sobre  patogenicidad  y

virulencia se ham centrado principalmente en la capacidad de producci6n de  enzimas

extracefulares  que  degradan  la  pared  celular  de  la  c61ula  vegetal,  tales  como,

pectinasas, cehalasas y proteasas  (Kotoujansky,  1987; Hugovieux~Cotte~Pattat y cols.,

1986; Perombelon y Kelman,1980).

112
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La participaci6n de la ME en los procesos de patogenicidad y

virulencia  en  estas  bacterias,  ha  sido  abordada  por  Expert  y  Toussaint  (1985);  e

Ishimaru  y  Loper  (1992);  quienes  ham  tratado  de  determinar  cuales  serian  los

componentes  de  esta  estructura  que  estarian  involucrados  en  estos    fen6menos.  EI

primer g"po,  deterrmin6,  aislando  mutantes  espontaneas  de  resistencia  a  9  bacte~

riocinas  producidas  por  cepas  de  fri¢7z.i?j.¢  cztiz]{+:aziftiGjzzj.,  y  siendo  estas  mutantes

normales para la producci6n de enzimas pectinoliticas o celuloliticas,  que la p6rdida

de patogenicidad se colfelacionaba con la carencia de al memos una de tres  proteinas

de   ME,   inducibles   a   bajas   concentraciones   de   hierTo   y   con   rna   movilidad

electrofor6tica que las ubica efltre los rangos de 80 ~  90 kDa de masa molecular.  EI

segundo  gr'Iapo   ha   estudiado,   el   sistema   de   adquisici6n   de   hielfo   de   fri¢7zrij.¢

cffoJoyorjz subsp. c=ffofovoffjz  y la presencia de un receptor de hierro tipo aerobactina

de 80 kDa  ubicado en la ME.

Otra linea de estudio, ha involucrado a fz`w7zrij.jar deficientes en

la  exportaci6fl  de pectinasas y celulasas,  (Alidro y cols.,  1984;  Thum y  Chatter).ee,

1985; ]i y cols.,  1987 y  1989;  Guzzo y cols.,  1990; He y cols.,  1991).  Las bacterias

mutantes, presentan deficiencia coordinada en la  exportaci6n  de  estas  enzimas, 1as

ouales son acumuladas en el periplasma. Estas mutantes ozzf , son bacterias incapaces

de traslocar las enzimas a trav6s de la ME hacia el medio circundante. El sistema de

secreci6n, de fz`i¢7zriz.jz czfaysazzfjzGjzij;  se ha encontrado similar al que exhibe RTebsr.e//z

en la secreoi6n de pufulanasa, 1a que para atravesar la  membrana extema  requiere

de proteinas codificadas al memos por 14 genes.

For ser la ME la estructura que relaciona al microorganismo

pat6geno con su hospedero, es que mos interes6 1a idea de estudiar la relaci6n que

pudiera existir eutre las proteinas constitnyentes de esta estructura y la virulencia de
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1a bacteria, mss atin, sabiendo que la expresi6n de proteinas de la ME es regulada por

factores del medio ambiente  y que la producci6n de pudrici6n blanda es gatillada por

cambios en las condiciones ambientales de los tub6rculos en almacenamiento.

Los microorgarismos poseen la informaci6n gen6tica necesaria

para tenor la potencialidad de responder a cambios de su microambiente.  La amplia

variedad  de  respuestas  fenotipicas  eflcontradas  defltro  de  ciertos  microorgarismos,

demuestran claramente que ninguna de las especies microbianas estudiadas expresa

por completo su genoma, bajo ningtin conjunto de condiciones ambientales. Ellos s61o

expresan  aquella  parte  del  genoma  que  los  capacita  para  estar  estructural  y

funcionalmente  adaptados  a un  cierto  conjunto  de  condiciones  ambientales.  Es  asi

como  no  tiene  sentido  hablar  de  una  cierta  composici6n  quimica  de  un  micro~

orgarismo, sin que al mismo tiempo se especifique en qu6 condiciones ambientales

habia sido  desarTollado (Harder y Dijkhuizen,198S) .

Se  ha  determinado  que  en  muchas  bacterias,  1as  sefiales  del

medio ambiente, controlan la expresi6n de determinantes de virulencia. Se ha demos~

trado que en fsGzzc7c}jz7ojzas j3c2z'zzgzriofjz,1a expresi6n de la exotoxina A  (Storey y cols.,

1990), y en  VJ.Z}zr.o c24o/Gr#e (Goldberg y cols.,  1990)  1a expresi6n  de la proteina de

membrana  extema IgrA,  asociada  a  virulencia,  se  encuentran  controladas  por las

concentraciones de hierro presentes en el medio. Por otra parte, se ha comprobado

que los microorganismos pueden sufrir modificaci6n en la expresi6n   de sus deter~

minantes de virulencia, cuando enfrentan cambios en las condiciones de temperatura

de su entomo. En fti/ge/yz3 J7€Lxz?GrJ. la capacidad invasiva es regulada por el locus  tT.R

el  cual  es  afectado  por  la  temperafura  (Hale,   1991);  en  especies  de   yGr57.zzz.&  1os

plasmidos que contienen los genes de virulencia vz.r (Mulder y cols.,1989) , /cr  (Barve
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y  Straley,  1990),  o  yap  (Bergman  y  cols.,  1991)  son  expresados  s61o  a  S7°C  en

ausencia de Caz+ .

La  osmolaridad  controla  la  virulencia  de  varios  organismos,

como por ejemplo,   en  Vj.¢ho czflo/GzijzG  la expresi6n de la toxina del c61era  (Miller y

Mekalanos,   1988);  en   5:z3/zz7ozie//z   Zjzrfu.fflzzr7.zzzzz  la  expresi6n   de   OmpF  y  Ompc

(Chatfield y cols.,1991),  y su virulencia (Dorman y cols.,  1989); en i:JZ/g€//zz J7GLxzzGfi.

Ia  expresi6n  de  Gj2vZ,  el  cual  a  su  vez  controla  la  expresi6n  de  Ompc  y  OmpF

(Bemardini y cols.,1990 y 1993).

La   anaerobiosis   es   otra   serial   ambiental   importante   para

algunos  microorgarismos.  Induce  el  fenotipo  invasivo  en  a.  fjp4zinzirj.zzrzr  (Errist  y

cols.,1990; Lee y Falkow,1990; Schiemarirl y Shope,1991) y el aumento de COz   en

las  c61ulas  eucari6ticas    induce  la  prodrcci6n  de  enterotoxina  de  Vr.4r7.o    cjio/Gzij2e

(Shimamura, 1985) .

£z`ij7z.ziJ.4 cj2zlofovlorj3 es un modelo interesante para el estudio de

patogenicidad y vinilencia,  por  el  hecho  que  es una bacteria  Gram~negativa    que

desencadena un estado irfeccioso en plantas, el que lleva a la maceraci6n del tejido

vegetal.

1.~  Proteinas de ME  de fccJ 71  reguladas por condiciones del medio .

El  perfil  de  proteinas  de  ME,  analizado  tanto  en  PAGE~SDS

como en PAGE~SDS~8M urea, muestra que fcc 71  posee 2 proteinas mayores, en la

zona de migraci6n que  corresponde a  estas  proteinas  en  fz7f€ro4eecfGz7.zcGzzG.  En  los

trabajos realizados por Hofstra y Darikert (1980) con una gran variedad de miembros

de esta familia, se determin6 que todos ellos poseian de 2  a 4  proteinas principales
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entre los rangos de nasa molecular de SO a 50 kDa, unas asociadas a peptidoglican y

otras no asociadas a 6ste deflominadas "proteinas modificables por calor".

El  patr6n  electrofor6tico  de  fcc  71  muestra  dos  proteinas

principales, rna de 40 kDa y otra de S7,9 kDa. El perfil de proteinas de fc]c 71  es

claramente distinguible del de £. co/I. y f. fjzrfu.rz7zzrr.zzr7z  por la posici6n general de las

bandas de proteinas y por la diferente posici6n que muestran las porinas de estas dos

cepas  con respecto  a la  migraci6n  de  las  dos  proteinas  principales  de  fc]c 71.  Los

electroforetogramas  de  las  muestras  de  proteinas  de  ME  sin  calentar  a   100°C

muestran la ausencia de estas bandas, coincidente con la ausencia de las porinas de £.

co/I.   y  S.  fjpjir.mzzzT.zzffl,  hecho  que  estaria  indicando  que  estas  proteinas  forman

agregados, los cuales al no ser calentados se mantienen como tales y migran en rna

posici6n  superior, que podria corresponder a la migraci6n de trimeros, en PAGE~SDS,

caso  que  corTesponde  a  las  proteinas  asociadas  a  peptidoglican;  y  por  otro  lado,

podrian corTesponder a proteinas llamadas   "modificables por calor" que migran en

ima posici6fl inferior si la muestra no es calentada,  con respecto a la misma muestra

calentada a 100°C. (Osbom y Wu, 1980).

Mediante reacciones  de  "immunoblot",   se  determin6  que  la

proteina de S7,9 kDa era inmunorreactiva tanto frente a antisuero contra Ompc de S.

fjz2jir. como contra un antisuero conteriendo antiouexpos policlonales contra OmpF y

contra OmpA  de f.  fjz24zinzzz7.zzm,.  rmiefltras la proteina de 40 kDa s61o 1o hacia con

este tiltimo autisuero. Ante la duda si la proteina de 37,9 kDa correspondia a Ompc o

a OmpF, y basado en los trabajos de Hofstra y  Dankert (1980), quienes determinaron

que  la  reacci6n  cnizada  de  las  proteinas  principales  de  ME  de  fzzzGzio4zzcfGrr.zzcGz2€

contra sus antisueros es un fen6meno general, independiente de oualquier variaci6n

de nasa molecular de las proteinas de diferentes cepas bacterianas, y mientras no se
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tuvieran  mayores  antecedentes para  definir frente a  cual  de  las  dos  proteinas  mos

encontrabamos, se decidi6 nombrarla como ompE.

En cuanto a la proteina de 40 kDa, seria equivalente a OmpA

considerando  su  reactividad  con  el  suero  conteriendo  rna  mezcla  de  antiouexpos

contra OmpF y contra OmpA  de S. Zjz2JZz."zzzT.zzrz7,  pero no asi con el suero anti Ompc

de S. typhi.

Cabe  hacer  notar,    que  en  reacciones  de  "immunoblot"  de

PAGE~SDS con muestras sin calentar y utilizando suero anti Ompc de S. Zjpjz/., no se

detectaron bandas, en la zona de SO~ 50 kDa de las proteinas de fcc 71, hecho similar

al observado en los controles de £.  c]o/J. y £.  fjxpjir.rz7zzz?.zzffl.  Se determin6 asi que estas

proteinas de Eec 71 mostraban un comportamiento similar a las proteinas principales

de otras enterobacteriaceas.  Sin embargo, cuando el  "immunoblot" se realiz6  con el

suero anti~OmpF/OmpA de S. fjpfainzzrJ.zzffl se pudo  visualizar rna banda de proteina

en  fcc 71,  migrando  en una posici6n inferior de  aquella  que  ooupaba  cuando  la

muestra  fu6  calentada previa  a la  electroforesis,  hecho  similar  al  oourrido  con  las

muestras controles de I.  co/z. y S.  fjpjirirzzfr.zzm y que mos permitia concluir que se

trataba de rna proteina equivalente a Omp A.

La separaci6n electroforfetica de porinas, tanto en £.co/I. como

en  S.  fjq!rfu:rz7zzfr.zzzz7,  es  mejorada  cuando  se  realiza  en  PAGE  ~  SDS  ~  8M  urea.  Los

electroforetogramas  de  las  proteinas  de  ME  de  fcc 71  estudiadas  en  este  sistema,

mostraron   dos bandas de proteinas al igual que en el sistema  de electroforesis sin

urea, sin embargo al realizar el "immunoblot" con suero anti~Ompc de £  Z|}z2JZJ.  se

pudo  determinar  que  las  posiciones  relativas  de  ambas  bandas  proteicas  habia

cambiado, Omp E migraba memos que OmpA. Este cambio de migraci6n, es un hecho

ya obseIvado en porinas de a. fjz24J; en la que OmpF migra por sobre Ompc cuando el
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gel resolutivo de la electroforesis posee baja concentraci6n de sales, fen6meno que es

revertido si se agrega Nacl a una concentraci6n final   50 mM (Lobos y Mora,1991).

La diferencia que existiria entre las proteinas de estas dos bacterias, es que mientras

Ompc de f  fjz2Ji/.  migra mas que OmpF   en PAGE~SDS~Nac1, y migra memos   que

OmpF  en geles en que se omite Nac1, OmpE de fcc 71 migra en la misma posici6n si

el gel resolutivo condene o no la concentraci6n de Nacl indicada anteriormente, peso

Gambia su migraci6n si este gel contiene una coflcentraci6n 8M urea.  Estos resultados

son coincidentes con aquellos mostrados por Karlsson y cols.,  1991, segtin los cuales

fcc presentaria rna proteina parecida~a~ porina en su ME, atin cuando la estimaci6n

de masa molecular no es la misma, posiblemente debido al hecho que las electroforesis

realizadas  por  ellos  contiene  4M urea  en  el gel  separador,  situaci6n  que  nosotros

hemos probado, altera la movilidad electrofor6tica de dicha proteina, en este trabajo

nombrada como Omp I. Por otra parte, mediante analisis de inmunolfeacci6n hemos

determinado que la proteina de 40 kDa, a la cual estos autores no hacen referencia a

pesar de sex una de las mayoritarias en sus electroforetogranas, corresponderia a rna

proteina hom61oga a OmpA, y no asi la sefialada por ellos con ima nasa molecular

aparente de 25 kDa,  con la cual no observamos riiiguna reacci6n frente al antisuero

Orxxpft / OrxpAL de S. typhimizriiim.

Como   se  ha  discutido  anteriormente,   1as   condiciones   am~

bientales  juegan  un  papel  en  extremo  importante  en  relaci6n  a  la  interacci6n

pat6geno~hospedero.   Muchas   de   las   sefiales   del   medio   ambiente   controlan   la

expresi6n  de  determinantes  de  virmlencia  espeofficos,  como  adhesinas,  invasinas,

toxinas, capsulas, etc.  Ias que se ha determiiiado, pertenecen a sistemas regulatorios

comunes entre  muchas bacterias (Mekalanos,1992).
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En I.  co/I. estos sistemas presentan un §g!±§g±Lr del cambio en el

medio ambiente que transmite la serial, a un segundo componente, el regulador. Estos

sistemas corresponden, por ejemplo, a los que detectan canbios de osmolaridad en el

medio  (  offlpH/GzzvZ ),  1imitaci6n  de  ritr6geno  (j?/ziB/r2/zic ),  1imitaci6n  de  fosfatos

(¢oH/pjioj7 ) y presencia de compuestos t6xicos (cp!x:4/a/zl4 ).

Entre las proteinas que relacionan a las fzlzc2ro¢zcfGrr.£c€4G con

su medio ambiente, y que pertenecen a estos sistemas, se encuentran las porinas. Este

es el caso de OmpF y Ompc de £. co//. de las que se conoce  su expresi6n  regulada por

condiciones de osmolaridad y temperatura del medio, a trav6s de sistemas regulatorios

de  dos  componentes.  El  analisis  de  la  secuencia  de  nucle6tidos  de  estos  genes

regulatorios, hun revelado un grado de conserv.aci6n entre los procariontes, a trav6s

de la evoluci6n, sistemas que probablemente se ham ido adaptando continuamente a

difereutes condiciones ambientales (Ronson y cols.,1987).

En el estudio de la expresi6n de las proteinas principales de ME

de fcic 71 (OmpE y OmpA)  bajo diferentes condiciones de osmolaridad, se compar6 el

perful  de  proteinas  de  ME.  de  fc]c 71,  con  el  de  I.  co/I.   y  f.  fjpJij."zzrr.zzm   bajo

condiciones de cultivo  de baja osmolaridad  (Medio NB,  176 mosm, Puente y cols.,

1991)   y  de  alta  osmolaridad   (Medio  NB~Sacarosa  0,57M).   Segtin  los  resultados

obtenidos,  £cic 71   muestra una mayor expresi6n de OmpE que de OmpA cuando es

crecida  en  un  medio  de  baja  osmolaridad,  mientras  que  en  alta  osmolaridad    la

expresi6n de OmpE es reprimida en relaci6n a la expresi6n de OmpA, resultados que

estarian de acuerdo con antecedentes de la literatura que indican que las proteinas

prinoipales,    tanto  de  £.   co/r. como  de  S.   fjpjirinzzr[.zzrz7,     se  encuentran  bajo  la

regulaci6n del sistema de dos componentes  o"pfl/Gzlvz, el que ademas controla las

cantidades relativas de dichas proteinas en respuesta a sefiales del medio ambiente tal
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como la osmolaridad (van Alphen y hogtenberg,1977) , reprimi6ndose la expresi6n de

OmpF en un medio de alta osmolaridad  comparada con su expresi6n en un medio de

baja osmolaridad. Mas arfu, 1as cantidades de ambas proteinas serian moduladas de tar

manera que la cantidad total de ellas en la ME permaneceria constante  (Wurtzel y

cols.,  1982, Mizuno y cols.,  1982). For otro lado,1as razones OmpE/OmpA obtenidas

de las densitometrias de las proteinas de ME de fccJ 71   de las bacterias crecidas en

medio minimo A1 ( S,77) y del mismo medio de cultivo  conteniendo 5% Nac1 ( 0,8S)

estan corToborando estos resultados. Asi, se podria concluir que segtin la regulaci6n

por  osmolaridad,  OmpE  de  fcc  71  mostraria  un  comportamiento  funcional  mss

oe;rcExrmo a O"pit de S. typhimurinm  o de E. coli.

Con respecto al aumento de la expresi6n de la proteina de este

trabajo denominada OmpA cuando fcc 71  es crecida en medio NB~Sacarosa 0,57M,

no existirian antecedentes en la literatura que indiquen rna posible regulaci6n de esta

proteina en otras frzJc2robzzcfGrj.j3cfzzG, frente a los aumentos de osmolaridad del medio.

Sin  embargo,  Karlssofl  y  cols.   1991,  reportan  la  reouperaci6n  en  cantidad  de  la

proteina 25 kDa, al iutroducir la informaci6n gen6tica oj7ij2HS de fcc u omj2JZ/Gffv Z

de £. co/I. a mutantes fcc ojzip:Z :: miri~kan, sugiriendo que el sistema ojz7pus de fcc7

podria estar involucrado en la regulaci6fl de esta proteina. De la misma manera , se

podria pensar que este sistema tambi6n tiene bajo control a la proteina de 40 kDa de

de ME de fc]c 71 irformada en este trabajo.

La expresi6n de ojzlpf en £. co/7.  es disminuida por acci6n del

RNA  jz7r.ci  cuando  las  c61ulas  son  expuestas  a  aumentos  de  temperatura  u  otras

tensiones ( Chow y cols.,199S), al inhibir la traducci6n del mRI`IA de o"pi y ademas,

participar en la desestabilizaci6fl del mensaje (Andersen y cols.,  1989 ). La expresi6n

de  OmpE  y  OmpA  de  fcc  71  frente  a  diferentes  temperaturas  del  medio,  fu6
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deteriada calculando las razones ompE/OmpA obtenidas a partir de densitometrias

de  los  electroforetogramas  de  proteinas  de  ME.  Estos  resultados  indicaron  que  la

expresi6n de OmpE cuando las bacterias se desarrollan a 15°C es la mss alta, siempre

que el medio de oultivo sea A1  (medio minimo de sales), mientras que si el medio es

Medio Papas o Caldo I,uria,  1a mayor expresi6n de OmpE se alcanza a 25°C. Esterling

y Delihas  (1994), analizaron los riveles de RNA de jzi/.cry  offlj2f' mRI\IA producidos

pox S. typhimurium, Shigella sonnei  y  E. coif or:eejfudas a 2,4°C y 42;°C de teaperzlrfur2L,

lo  que  revel6  un  aumento  significativo  de  RNA  de  ffl/.cf frente  al  alza  de  la

temperatura, similar al que se conocia en £. co/I. (Mizuno y cols.,  1984). Los riveles

del  RNA  micF  aumentan  a  medida  que  disminuye  ourpf mRNA,  sin  embargo,  1a

magnitud  de  la  respuesta  indibitoria  de  OmpF  frente  a  un  incremento  de  la

temperatura es diferente segtin la especie. Esto podria estar en concordancia con los

resultados   obteridos   por   nosotros,   en   el   seutido   que,   si   OmpE   se   comporta

fisiol6gicamente como ompF de otras enterobacteriaceas, deberia ser inhibida a mayor

temperatura por efecto del RI`IA micF, aunque no necesariamente debe presentar el

mismo control de temperatura que se produce en £. co//..

Arite  los  resultados  obtenidos  y  los  antecedentes  expuestos

anteriormente sobre las adaptaciones que se producen en el pat6geno frente a sefiales

presentes en el hospedero, se estudi6 1a influencia que pudiese tener el medio en que

se desamollara la bacteria sobre la expresi6n de OmpE y OmpA de fc]c 71. Pars ello se

usaron  los  medios  A1,  MP,  NB,  NB~sacarosa  0,57M,  CL y  tub6roulos  de  papas.  Se

podria decir que los resultados concuerdan con aquellos obtenidos por acci6n de la

osmolaridad del medio.  Las bacterias obtenidas desde la zona de maceraci6n de los

tub6rculos  de  papas,  presentan  en  su  perfil  electrofor6tico  casi  exclusivamente  4

proteinas  de  membrana  exterria,  siendo  dos  de  ellas  OmpE  y  OmpA.  En  estas
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condiciones  de  oreciniento,  la  expresi6n  de  OmpE  es  menor  que  la  de  OmpA,

resultado que podria  explicarse  por el hecho que el tub6rculo de papa proporciona

un ambiente de mayor osmolaridad para el crecimiento bacteriano, como es el caso del

medio A1, por ejemplo. El analisis del electroforetograma mediante "immunoblot" cofl

suero antiompc de a. fjz2Jzr., ha indicado que s61o se reconoce una proteina en fcc 71

(OmpE) , en oualesquiera de los medios de cultivo usados, y que no existe inducci6n de

alguna  otra  proteina  irmunorreactiva  a  este  suero,  cuando  esta  bacteria  se  ve

enfrentada a su hospedero, el tub6roulo de papa.  La reactividad a  este antisuero  se

explica por la reacci6n cruzada tipica descrita para las porinas de enterobacterias.

En relaci6n a la expresi6n de OmpE y OmpA de fcc 71  bajo

diferentes condiciones de disporibilidad de oxigeno en el medio, se sabe que uno de

los  factores  que  desencadena la pudrici6n blanda en  los tub6rculos  de  papa,  es  la

disminuci6n de la disponibilidad de oxigeno  durante  su  almacenamiento  (Maher y

Kelman,   198S),  por  lo   cual  obviamente,  1a  bacteria   se   desarTollara   en   dichas

condiciones durante el proceso de maceraci6n. Segtin los resultados obtenidos, con la

bacteria crecida en medio A1, a 3 temperaturas diferentes, y en presencia o ausencia

de  oxigeno,  se advierte  que  la  disporibilidad de oxigeno  no  es una  condici6n  que

regule la presencia de estas proteinas en este medio de oultivo, ya que no se enouentra

variaci6n  en  la  relaci6n  de  ellas  en  las  diferentes  condiciones  mencionadas.  Sin

embargo, si el analisis se realiza con respecto al desarrollo de la bacteria en diferentes

medios  de cultivo, se encuentra  rna regulaci6n de la expresi6n con disminuci6n de

OmpE a medida que aumenta la osmolaridad del medio, llegindose a una disminuci6n

importante de esta porina en fcic 71 crecidas en CL y en condiciones anaer6bicas. Si se

compara este resultado con el obtenido cultivando fcc 71 en CL, bajo aerobiosis y a la

misma temperatura de 28°C, se observa que la disminuci6n de OmpE es apreciable.
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Estos resultados corToboran aqu611os encofltrados en condiciones en que la bacteria es

crecida en tub6rculos de papas, bajo condiciones de carencia de oxigeno, y  en el que

OmpE disminuye su expresi6n, hasta hacerse  cercana a la de OmpA. Sin embargo,  la

disminuci6n de ompE en las bacterias crecidas en CL y anaerobiosis, es mayor que la

mostrada por las bacterias desarTolladas en tub6rculos de papas, 1o oral podria estar

indicando que el ambiente inte]:Ilo del tub6rculo de papa es memos anaer6bico, que el

caso del cultivo I.jl v7./ro, probablemente por la presencia de oxigeno en las c61ulas del

par6nquima del tub6roulo, raz6n por la oral la expresi6n de OmpE se mantendria en

un rivel bajo  (raz6fl OmpE/OmpA =  1,22), pero sin llegar a ser menor que la de

OmpA .

Para  contar  con  algunos  otros  antecedentes,  acerca  de  la

identificaci6n de estas dos proteinas de ME de fcc, y poder homologarla con alguna de

las  porinas  conocidas  de  £.  co/z.   o  de  Sz/"ojlG//zz ,  se  intent6  evaluar  el  efecto  de

sobreexpresi6n  del RNA complementario  al mRNA de  ojzlpi  el RNA micF,  sobre la

expresi6n de OmpE. Tanto el gen jzH.cf como su transcrito RNA se ham detectado   en

varias bacterias Gran~negativas, encontrandose que las secuencias nucleotidicas del

gen jzzf.cf parecen estar muy conservadas entre ellas (Esterling y Delihas,  1994). Por

otro lado, 1a activaci6n transcripcional del gen jzl/.cf' es parte de rna respuesta global

de regulaci6n en estas bacteria, dependiente de estimulos ambientales, 1o que hace que

este gen se encuentra bajo el cofltrol de varios regulones (Demple,1991; Li y Demple,

1994).  Se  realiz6  1a  transformaci6n  de  fcc 71  con  el  plasmido  pSTP2REic,    que

cofltiene el gen jz]j.cf  y sus dos promotores. La presencia del gen in/.cf    en fccJ 71

lleva a rna clara disminuci6n de la expresi6n de OmpE comparada con OmpA cuando

las bacterias fueron desarrolladas en medio minimo de sales A1, y casi a la ausencia de

OmpE cuando las bacterias fueron desarrdladas en CL. Si se compara el efecto de la
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presencia del plasmido en fc]cJ 71, en las bacterias creciendo a la temperatura de 28°C

o  de  S7°C  se  puede  observar  que  no  existe  mayor  diferencia,  corroborandose  los

resultados presentados anteriormente con respecto a la temperatura de crecimiento y

la regulaci6n de ompE, en estas bacterias. Los resultados obteriidos con las  bacterias

transformadas  y  crecidas  en  medio  minimo  de  sales  estarian  indicando  que  la

regulaci6n ejercida por el gen j21j.cf en estos ensayos, es mas bien escasa, cuando el

medio de cultivo es de baja osmolaridad.

Los  ensayos  de  funcionalidad  del  gen  fflz.cf  de  £. co/I. K12

(pSTP2Jfljc)  realizados  en  esta misma  cepa,  mostraron  la  disminuci6n  casi total  de

porina OmpF.  La faha de OmpE en fc]c 71  por sobreexpresi6n del gen j2iz.cf  de i:.

fjzrfu.  ha permitido probar por rna parte la homologia de OmpE con ompF, y por

otra,  que  puede  sex  regulada  por  el  gen  jz7J.cf' con  un  efecto  dependiente  de  la

osmolaridad del medio mas bien que de la temperatura. Esto seria explicable, porque

la alta osmolaridad del medio promueve la activaci6n de los promotores de ozzipcy de

jziJ.cf conteridos  en  el  plasmido  pSTP2KzzrJ.c,  aotivaci6n  que  seria  mediada  por  el

hom61ogo de ojzipH existente en £. c}arlofovorzz ,  1o cual ya ha sido sugerido por otros

autores ( Karlsson y cols.,1991)

2.~VirulenciaenmutantesOmpE(-)defc]cJ71.

ha  mutag6nesis  de  fcc  71  se  realiz6  por  transducci6n  de

marcas desde £.  Jjz2Jzj:rzrzzrr.zz:ur  utilizando el fago P22.  Se usaron cepas dadoras de   5:

Zjz2Jiz:rzrzzz7.zzzi    que  conterian  insertos  de  TnJO   en    genes  conocidos  (  Lit  y  cols.,

1993a), tales como en ounpc, ojzipD, gzz:jz,  £Jir, /Gzz, fj¢; y g/y. La utilizaci6n del fago

P22 como helfamienta gen6tica de  transducci6n, en fz'i¢7zriJ.zz , es un hecho novedoso,

ya que nunca antes se habia descrito. Segtin los resultados obtenidos por el grupo de
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trabajo  del  Dr.  a.  Mora,  el  fago  P22  puede  realizar transducci6fl  de  marcaderes

gen6ticos desde  S.  fjzrfuinzzz7.zzj#   a  £.  fjq2ji7.,  atin  cuando  es  incapaz  de formar rna

progenie en esta tiltima bacteria. Basado  en  estos hechos,  se realizaron los  ensayos

para transducir   diferentes fragmentos cromos6micos con insertos    rziJO,   desde  S.

Zjz2jzhazzzr.zzm   a fcc 71  utilizando el fago P22, con el fin de obtener mutantes con

alguna  alteraci6n  en  las  proteinas  de  membrana  extema.   Los  clones  mutantes

obtenidos  y  resistentes  a  tetraciclina,    fueron    aquellos  en  que  se  transdujo  un

fragmento que contenia el inserto de TnJO en el gen  offlpc de S.  fjpfa.rz7zzrr.zzrz7. Esto

estaria  indicando  que    este  fragmento  encontr6  rna  regi6n  de  nucle6tidos,  en  el

cromosoma de fcc 71, con la   suficiente homologia como para recombinar con ella.

De los irmumerables intentos de mutag6nesis con las cepas auxotr6ficas, o con la cepa

OmpD  (- )  de  5:  fjz2jiJ.jz7zzrr.zzrz7,  no  se  obtuvo  clones  resistentes    que  mostraran  las

caracteristicas   fenotipicas   requeridas.   Curiosamente,   nunca   fu6   posible   aislar

mutantes de fc]c 71 por transducci6n a partir de cepas dadoras  ojz7pD ::TnJC)  de S.

fjz2Jzhazzr[.zzm, 1o cual estaria indicando la carencia de rna regi6n hom61oga a offlpD

en  fcc 71.  Por otra parte, no  se  disporia  de rna cepa  Omp  I(-)    (  a.  fjpjzi.rzizzzT.zzffl

ojzzj2f:... rrzl0) para realizar este mismo ensayo.

El  analisis  de  ME  de  las  mutantes  tetraciclina  resistentes

obtenidas por transducci6n con la cepa ourf7C :: Tn JO de a.  ZjpJZzinzzrJ.zzz#, indic6 que

estas cepas carecian de rna de las proteinas principales de ME, coITespondiente a la

denominado  OmpE.  Ante  la  posibilidad  que  la  carencia  de  esta  proteina  fuese  la

condicionaute  que  estos  clones  exhibieran  resistencia  al  antibi6tico,  se  realiz6  el

aislamiento  de mutantes espontaneas de fcc 71, a   conceutraciones  de tetraciclina

semejantes a las utilizadas en el aislamiento de mutantes OmpE (- ), encontrandose que

ninguno  de los  clones  de mutantes  espontaneas  resistentes  a tetraciclina  mostr6  1a
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p6rdida de esta proteina. Pow otro lado, al realizar el control de transducci6n de esta

misma marca, a rna cepa de 51.  fjz2fizrzrzzrT'zJm   nativa, se obfuvieron clones mutantes

ompc(-).

Segtin Mulholland y cols., (199S), se ha logrado aislar muchas

mutantes  del  g6nero  fz`MFT.z7j.4  producidas  por  mutag6nesis  al  azar  mediada  por

transposones   (Dariels,   1984;  Pirhonen  y  cols.,   1991),  las  cuales  ham  mostrado

reducci6n en su vinilencia.  Estos factores de virulencia ham sido  definidos por rna

parte por Keen (1988), como  "factores que ya sea se requieren en la patogeria basica

o que aumentan la severidad de la irfecci6n"; y per otra, en un sentido mss amplio

pow Mekalanos (1992) , como "todos aquellos factores que contribuyen a la irfecci6n y

a la  erfermedad,  con  excepci6n  de las funciones  *housekeeping*  que  se  requieren

para la multiplicaci6n eficiente en sustratos no vivos".

Las mutantes de fz`w].jzJ.4  estudiadas, y que muestran virulencia

reducida  ham sido clasificadas en distintos grupos segtin su caracterizaci6n fenotipica

(Handa y cols.,1987; Hinton y cols.,1989; Pirhonen y cols.,1991; Mulholland y cols.,

199S). Asi, existen mutantes de virmlencia reducida que pertenecen a los g"pos de:

auxotr6ficas;  con  alteraci6n  en  la  secreci6n  de  distintas  enzimas  extracelulares;

prototr6ficas, no afectadas en la producci6n de enzimas extracelulares; alteradas en la

velocidad de crecimiento; o que muestran alteraciones en la captaci6n de hierTo desde

el medio ambiente.

Se realiz6 el analisis fenotipico de las mutantes obteridas, con

el  objeto  de  determinar  si  existia  algtin  otro  caracter,  ademas  de  la p6rdida  de  la

proteina OmpE,  que hubiese sido alterado por efecto de la recombinaci6n hom6loga.

Ninguna  de  las  mutantes  mostr6  variaci6n  en  su  fenotipo

considerando   caracteristicas  metab6licas,  prototrofia,  resistencia  a  sales  biliares,
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morfologia  colonial  o  motilidad.   Sin  embargo,  con  respecto   a  la  velocidad  de

crecimiento, las mutantes mostraron un retardo apreciable para entrar a la etapa de

crecimiento  logaritmico  y  despu6s   de   8   horas  de   creciniento   en  las  mismas

condiciones   que   la   cepa   nativa,   1a   densidad   alcanzada   por   sus   cultivos   foe

practicamerite  la  mitad  de  aquella.   Estos  resultados  estarian  indicando  que  las

mutantes probablemente estarL siendo afectadas en su crecimiento, por alteraci6n en

su  relaci6n  con  el medio  ambiente,  probablemente  en  el  ingreso  de  nutrientes  al

interior  de  la  c61ulas,  por  carecer  de  rna  de  las  proteinas  mayoritarias    de  su

membrana extema, como ha sido sugerido por Nikaido y cols., 1977, en el sentido que

mutantes deficientes en porinas muestran disminuci6n en los rangos de difusi6n de

solutos a trav6s de la membrana,  con respecto a la bacteria silvestre.

Tomando  en  consideraci6n los  antecedefltes  que  indican  que

las  frzfGzlo¢#cfG?I.j3cGzz  poseen  mecanismos  de  regulaci6n  de  las  porinas,  segtin  las

condiciones  del  medio  ambiente,  se  podra  entender  que  una  mutante  de  dichas

proteinas  prede  presentar  problemas  en  su  crecimiento  normal.  Las  porinas  que

presentan un poro de mayor tamafio, s.e encuentran presentes en las primeras etapas

de la ourva de crecimiento, sin embargo, disminuyen a medida que se introducen en

la etapa estacionaria (Pratt y cols.,1996) , es posible pensar entonces, que rna bacteria

que no posee esta proteina, va a estar en irferioridad de condiciones para enfrentar al

medio desde un puflto de vista nutricional.

Tunto  a  estos  resultados  se  encuentran  aqu611os  obtenidos  en

relaci6n a los ensayos de resistencia a antibi6ticos, en los cuales se ha determinado que

la mayoria de las mutantes OmpE(-) de fc]c 71 obteridas, ham aumentado su resistencia

a antibi6ticos tales como cefaloridina y clorarfenicol, y que en particular las mutantes

19 y 20 presentan un  aumento al doble en su resistencia a ac. nalidixico, resultados



128

que  coinciden  con  aqu611os  que  sefialan  el  aislamiento  de  mutantes  de  £.   co/r.

resistentes a cloranfericol o  carbenicilina pow ausencia de  OmpF,   y en otros casos

mutantes de £ Zjz24hazzz7.zzj77 resistentes a cefaloridina por ausencia de Ompc u OmpD

(Chopra y Eccles,  1978; Taffe y cols.,  1982). Por otra parte, flumerosos afltecedentes

indican que la regulaci6n de proteinas de membrana exterria frente a agentes t6xicos

estaria dada por regulaci6n mediante  ffl7.cf ,  produciendo la disminuci6n de OmpF, 1o

cual  se  traduce  en  rna  disminuci6n  de  las  propiedades  de  permeabilidad  de  la

membrana extema, esto es, 1a inhibici6n de la sintesis de aquellas porinas que poseen

rna  mayor eficiencia de  difusi6n  ( Pratt y cols.,  1996).  En  £.  co//.1a  presencia  de

antibi6ticos  o  acidos  d6biles  en  el  medio,  produce  aumentos  en  los  niveles  de  la

proteina MarA, proteina que tiene afinidad por uni6n a DNA y que participa en la

regulaci6n de fflr.cf'  al unirse al promotor de 6ste y activar su transcripci6n  ( lair y

cols.,  1995).

Se examin6 1a secreci6n de pectinasas, cefulasas y proteasas de

las  mutantes  OmpE(-)  ,  mediante  el  analisis  semicuantitativo  en  placas,  utilizados

comrinmente para tal efecto (He y cols.,1991; Teather y Woods,1982). Los resultados

indican que la presencia de pectinasas y celulasas en el medio extracelular ha sufrido

una disminuci6n con respecto a la cepa nativa, tanto en crecimiento aer6bico como

anaer6bico.  Estos  resultados  no  pueden  sex  explicados  por rna  disminuci6n  en  la

velocidad  de  crecimiento  de  estas  mutantes,  1o  que  conlleva  a  rna  menor  nasa

bacteriana,    en  circuntancias  que  se  ha  observado  en  la  misma  cepa  nativa,  que

ouando 6sta se desalfolla en anaerobiosis, el crecimiento de la masa bacteriana sobre

el  medio  de  cultivo  es  casi  inaparente,  sin  embargo,  el  halo  producido  por  la

degradaci6n del sustrato es prdcticamente igual al del cultivo en aerobiosis, si no es a

veces mayor, a aqu61 en que se ha terido rna nasa de bacterias 3 ~ 4 veces mayor. For
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otra parte, los resultados encontrados en relaci6n a la secreci6n de proteasas por las

mutantes, indican que 6sta no ha sufrido alteraci6n relevante, con respecto a aqu611os

de la cepa nativa, salvo en el caso de la cepa S 11. A pesar de no tener otros resultados

acerca de la presencia de pectinasas o cefulasas reteridas en compartimentos intemos,

pareceria 16gico suponer que existiendo alteraci6n en la constituci6n de proteinas de

ME, prdiese existir anomalias en el proceso normal de exportaci6n de pectinasas y

cefulasas,  las  que  utilizan  el  sistema  de  exportaci6n  ozzf  y  que  necesitan  de  la

participaci6n de un ntimero importante de proteinas tanto de la membrana intema

como de la ME (Wandersman,1992).

En  relaci6fl  a  los  resultados  obtenidos  con  la  presencia  de

proteasas extracelulares en las mutantes, en las cuales no se ha encontrado alteraci6n

con respecto a su cepa nativa, podria tener sentido tomando en consideraci6n que la

exportaci6n  de  ciertas  proteasas  no  utiliza  la  via  de  exportaci6n  ozrf,  sino  que  es

secretada por un  mecanismo  que  involucra  1  solo  paso  a trav6s  de  las  envolturas

bacterianas independiente del sistema See, al estilo de la secreci6n de hemolisina en £.

co/I. (Salmond y Reeves, 199S), y asi probablemente el hecho de no contar con OmpE,

no seria relevante en la exportaci6n de esta enzima.

Utilizando  la  t6crica  de  PCR fu6  posible  demostrar,  que  las

mutantes   estudiadas,   Sll,   19,   20   y   22,   coutenian   un   inserto   TnJC)  en   sus

cromosomas,  informaci6n  gefl6tica  de  la  oral  carecia  la  cepa  nativa.   Se  usaron

iniciadores que correspondian a secuencias de nucle6tidos de los  extremos  del gen

fe£4   de resistencia a tetraciclina y se realiz6 1a digesti6n de los DNA amplificados

obtenidos de las cepas mutantes, con LeoRI y Seal, obteni6ndose fragmentos de DNA de

igual  tamafio  a  aquellos  prodrcidos  por  la  digesti6n  con  las  mismas  enzimas  del

amplificado obterido de la cepa dadora £. fj¢rfuinzzz7.zzr„ MST 2947, de la cual provino
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el fragmento  cjz7pC ::  TnJO.  Estos resultados estarian corroborando, por rna parte,

que es posible la transducci6n de marcas gen6ticas desde £. fjpjir.urzzzT.zzffl MST 2947  a

fcc 71 mediante el fago P22,  y pow otra, la recombiflaci6n hom6loga  entre los genes

de  c2jzrpc y  ompE de las respectivas   bacterias.  Segtin Riley   y Sanderson  (1990), y

Krawiec y Riley (1990), los mapas de Hgamiento de S.  Zj¢2tiJ.fflczzT.zzzz7 y I.  co//. K12 son

extremadanente conservados,1o que se apoya con los hallazgos de Liu y cols. (199Sb) ,

quienes demuestran, mediante inserciones de TnJO   en  £.  co/J; S.  ¢z2fu.rz7zzrJ.zzzz7 y S.

GjzfGrr.dr.J].a,    1a  conservaci6n  presentada  en  el  orden  de  60  genes  mapeados.  Asi,

tampoco es extrafio que los genes de porinas tengan rna alta similitud entre miembros

de la familia fzzfGzlo¢zzcfGfy.jzc€z3G, hecho que ya habiamos constatado en parte, por la

reacci6n cruzada de OmpE de  fcc 71  con  anticuerpos  contra  Ompc  de  S.  fjz2JiJ. y

contra OmpF de  f.  Zjz2jzzinzzr7.zzzzr.  Con todas estas consideraciones, es posible esperar

recombinaci6n hom6loga entre ellos. Ahora bien, de todos los ensayos de transducci6n

realizados y mutantes aisladas, s61o se encontr6 un tipo de mutante deficiente en una

proteina de ME, por lo que podemos deducir que fcc 71 presenta una sola proteina

con  una  alta  similifud  con  Ompc  u  OmpF.  No  fu6  posible  obtener  mutantes  por

transducci6n con fisados de S.  fjz24z.fflzzz?.zzm   offlpD :: TnJO,1o que posiblemeute est6

indicando que no existe tal gen en fcc 71  o por lo memos con identidad suficiente

como para hacer recombinaci6n con c2zz?pD.

Se  determin6  1a vinilencia  de los  clones  mutantes  ompE( - ),

inoculindolos en tub6rculos de papas, y se calcul6 el porcentaje  de maceraci6n de

cada clon con respecto al macerado producido por la cepa nativa fcc 71, considerado

como el 100%. Los resultados estarian indicando una reducci6n en la virulencia entre

del 40 ~ 62%  con respecto a la cepa nativa.  ha reducci6n de virulencia en cepas que

ham sufrido alteraciones en su superficie cehalar, ya habia sido descrito para algunas
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bacterias fitopat6genas  (Expert y Toussaiut,  1985),   con modificaciones en el IPS y

susceptibles a EDTA, (Tharaud y cols.,  1994); otras no m6viles, presentando tambi6n

sensibilidad  a  SDS  y  desoxicolato~citrato  y  con  alteraciones  en  el  ensamblaje  de

flagelos (Mulholland y cols.,199S); ademas de los hallazgos de Dorman y cols., 1989,

que  indican   que  las  porinas   de  ME   son   necesarias   para   la   virulencia   de   f.

fjxpJirfflzzz?.zzjzr en arimales. Nuestros resultados estarian sugiriendo, que la ausencia de

rna  de  las  proteinas  mayores,  en  la  superficie  de  fcc  71,  se  convierte  en  rna

desventaja para enfrentar a su hospedero.  La reducci6n  de virulencia podria  estar

dada por una incapacidad de las mutantes de reproducirse rapidamente dentro del

hospedero, ya que hemos visto que su velocidad de crecimiento es menor que la cepa

nativa, y que por otra parte, su capacidad de degradar el parfenquima del tub6rculo de

papa tambi6n se encuentra disminuida,  por lo  que la obtenci6n de nutrientes va a ser

mas  lenta.  Todo  lo  anterior  resulta  en  rna  desventaja  para  vivir  a  expensas  del

hospedero, y resistir sus mecanismos defensivos. El tejido de los tub6rculos intactos se

encuentran normalmente en un estado de adormecimiento relativo, y que sera roto si

se  produce  un  corte  y  exposici6n  de  las  c61ulas  iutemas  al  oxigeno.  Este  dafio

desencadena   una   serie   de   cambios   metab61icos,   los   que   estan   dirigidos   a   la

suberizaci6n  de  c61ulas  perifedcas,  sintesis  de  proteinas,  y  divisi6n  cefular,  entre

otros.La prodrcci6n de suberina y formaci6fl de peridermo estarin condicionados a los

niveles de Oz/Cog existentes en el medio, siendo inhibidos si la presi6n parcial de Oz

es menor, o bien, si la presi6n parcial de C02 es mayor que los riveles encontrados en

la atm6sfera  (I,yon,  1989 ).  La respuesta defensiva del tub6rculo  de papa entonces,

estara   tambi6n   condicionada   por   la   velocidad   con   que   las   bacterias   puedan

multiplicarse, consumir Oz y producir COz  dentro de 6ste, y por ende, 1a posibilidad

que 6stas puedan desarrollar su actividad macerante.
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Sin embargo, Karlsson y cols., 1991, ham aislado rna mutante

de  fcc (SCCS19S)  sin la proteina parecida~a~porina,  obtenida por inactivaci6n  del

locus ojzipftf de la bacteria, un sistema regulatorio analogo al o"j2H/Gjivz de £. co/7;

mediante mutag6nesis por intercanbio de marca con un plasmidio portador de una

inserci6n  miri~kan  en  ourpH de  fcc.  Los  ensayos  de  virulencia  fueron  realizados

inoculando suspensiones de  106   bacterias en la superficie de plantulas ax6nicas de

tabaco, 1as que fueron seguidas hasta su maceraci6n completa.  De estos resultados,

ham sugerido que tal proteina no seria necesaria para la vinilencia de la bacteria.

Dado que los ensayos de virmlencia utilizados en anbos casos

son diferentes, que las cepas utilizadas en los estudios no son las mismas y que pudiese

tratarse ademas  de rna proteina de ME distinta  en  las  dos  cepas,  no  seria  posible

comparar la vinilencia  de nuestras mutantes con las de ese otro grupo de trabajo. Es

mss,  1a mutante obtenida por Karlsson y cols., posee rna mutaci6n en un sistema de

regulaci6n de sintesis de porinas, mientras las nuestras son mutantes de rna porina

especifica; esos autores no aclaran la presencia en el electroforetograma de proteinas

de ME, de rna nueva banda de proteinas preseute por sobre la porina que se perderia

con la mutaci6n, hecho que podria ser importante, ante la probable mantenci6n de su

vinilencia.

3.~  Recuperaci6n del fenotipo virmlento en las mutantes OmpE( -).

Basandose en el hecho que estas mutantes poseen en sus

cromosomas   un   gen   ojHpC  de   51.   Zjz2JZzinzzz7.zzur  con   un   inserto   TnJO,   se   hizo

transducci6n  de  fragmentos  cromos6micos  desde  la  cepa  silvestre  S.  fjp¢zinzzzT.zzm

MS1, a las cepas mutantes Sll,19,, 20 y 22 de fcc 71, mediante el fago P22. Se us61a

estrategia de aislar clones sensibles a tetraciclina,  en  el medio  de  cultivo  Bochner~
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Maloy,  en el que se desarTollarian s61o aquellas bacterias que hubiesen realizado un

nuevo evento de recombinaci6n hom61oga, ahora entre el gen  ojzrpc  ::  TnJO de su

cromosoma y el gen ojzzpc de S. Zjz2¢ZzzrzzzT.zzJz? del fragmento transducido, y perdiendo

la  resistencia  a tetraciclina.  El  analisis  de   proteinas  de  membrana  extema  de  los

clones sensibles a tetraciclina,   indic6 que ninguna de ellos expresaba  Ompc de  S.

fjpJir.jzizzrj.zzjzi. Probablemente existe un problema de tiro est6rico que impide  que  se

realice un nuevo evento de recombinaci6n entre los marcadores gen6ticos sefialados,

por lo  ha  resultado  imposible aislar un  clon  que  exprese  Ompc.  El  haber  aislado

clones  sensibles  a  tetraciclina  OmpE(-)  ,  probablemente  se  debe  a  una  p6rdida

espontanea del transposon Th JO, pero que en ningun caso permiti6 recuperar un gen

ojzij2E funcional.

Se recuri6 a la complementaci6n del fenotipo OmpE( - )  de los

clones  mutantes,  con  el gen  ojz7pC   de  51.  ZjxpjiJ..,   usando  como  vector  el  plasmido

pSTP2B1.  Se obtuvo un s61o clofl transformante, el clon Sll(5), del oral se aisl6 un

plasmido  que colfespondia con aqu61 usado en la transformaci6n. Al hacer el analisis

de proteinas de ME de esta cepa, se pudo observar rna banda con migraci6n id6ntica a

la que colfespondia a Ompc  de S. fjz2JiJ. en la cepa de £. co/I. que llevaba el plasmido

que se us6 en la transformaci6n.  Sin embargo, el clon  Sll(5)  mostr6 rna ausencia

casi  completa  de la proteina  sefialada  en  este trabajo  como  OmpA.  Alberti y  cols.,

(1995) ham irformado que al introducir en £. co/I.  un plasmido que contiene el gen

que   codifica  para  la   porina   OmpKS6   de   K7e4S/.e/7zz  jljzGzzfz7oj?j.ZZG,   se   produce   la

reducci6n o la desaparici6n en la expresi6fl de las porinas end6genas de £.  co/i;. asi

mismo, este hecho  ha  sido dooumentado  antes  acerca de genes que codifican omps

( Agtiero y cols.,1987; Zaror,1989b;  Puente y cols.,1991; Woodmff y cols.,1986).
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La "curaci6n"  del clon Sll(5)  , revirti6 este fen6meno, ya que

la  cepa  mutante  al  perder  el  plasmido  conteriendo  la  inforTriaci6n  gen6tica  para

Ompc de S. fj¢jir., volvi6 a los riveles de expresi6n originales para OmpA de fcc 71.

Se realizaron ensayos para medir la virmlencia del clon S 11 (5)

en tub6rculos de papa. Los resultados indicaron que este clon poseia menor virulencia

que su cepa de origen,  la S 110mpE( -) . Probablemente, tanto el hecho que exista una

sobreproducci6n de rna proteina de superficie, como el que esta proteina no sea la

original  de  fcc  71,  contribuyen  a  que  esta  bacteria  tenga  atin  memos  6xito  en

desarronar un cuadro irrfectivo comparada con la cepa 311, en la que solamerite se

habia  perdido   OmpE.   Debemos  deducir  de  este  hecho,   que  ha  sido  imposible

complementar con Ompc de S.  Zjzrfu.1a deficiencia de OmpE en los clones OmpE( -).

Por otra parte, el estudio de estabilidad del plasmido dentro de las bacterias Sl I (5),

indic6 que rna vez inoculadas en los tub6rculos de papas, 6stas se iban haciendo mss

sensibles a ampicilina, lo que indicaba la p6rdida del plasmido.  Asi, 1a complemen~

taci6n del fenotipo OmE(-) por el gen ojz?pcde £. fjzjiJ. no fu6 efectiva.

La tercera estrategia que se intent6 abordar, para recuperar el

fenotipo OmpE en los clones mutantes, fu6 el de "iutercambio de marcas gen6ticas".

Este m6todo, que ha sido usado por diferentes investigadores (Torriani, 1960; Roeder y

Collmer,  1985; Lindeberg y Colmer,  1991), requiere de la introducci6n de un gen

clonado  en rna bacteria hospedante, producir la inestabilidad de  esta informaci6n

gen6tica por cultivo de las bacterias  en un medio pobre en fosfatos,  1o  que lleva a

seleccionar   eventos   de   recombinaci6n   efltre   la   irformaci6n   gen6tica   que   se

encuentran en el cromosoma y aqu6na contenida en el plasmido.

Se realizaron irmumerables ensayos , en los que se mantuvo a

la cepa Sll(5), couteniendo el gen ojzlf7Cde 5: fjz2jiJ; en un medio  de cultivo de bajo
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conterido en fosfatos. De todas los clones analizados, ninguno mostr6 haber adquirido

la informaci6n gen6tica para producir proteina Ompc de  S.  jjpjij;   1o oral estaria

indicando  o  que  no  hubo  iutercambio  de  marca,  o  que  la  informaci6fl  gen6tica

recombinada y presente en el cromosoma no es funcional.

A  pesar  de  no  haber  terido  6xito  en  recuperar  el  fenotipo

virulento de las mutantes OmpE(~) , y asi probar definitivamente que esta proteina es

la responsable de la p6rdida de virulencia de fri¢7ha.¢ cfzrofovozi¢ subsp. cifzlo/oviorl£ 71,

cada  dia  son  mayores  las  evidencias  que  estin  indicando  que  las  porinas  de  la

rue;rhor:Erma  e;x±e:r'rral  de bedeirias  pat6g;enzrs,  cormo  Salmonella,  Bordetella,  Klebsiella

j7FTGgzfflojz/.jig,  4€ziouroj?&s,     juegan  un  papel   importante   en   sus   mecanismos   de

vimlencia ( Alberti y cols.,1995; Firm y cols.,1995; Quinli y cols.,1994).



CONCLUSIONES

1.~El  analisis  electrofor6tico  de  las  proteinas  de  membrana  extema  de  fc]c  71,

demostr6 que dos de las proteinas mayores,1as de 40 kDa y S7,9 kDa, se comportan

como  complejos proteicos en su estado nativo. La proteina de 40 kDa perteneceria

a las denoriadas "proteinas modificables por calor", mientras la proteina de 37,9

kDa exhibiria caracteristicas similares a aquellas proteinas de membrana ex±ema

de ff2ZGro4z2cf€fr.z3cGzze  denominadas porinas.

2.~Por la reacci6n presentada por estas proteinas frente a antioueapos contra Ompc de

Salmonella typhi, y rna "fgzicha de a;r[fi~  Oapit y  OrapAL de  S.  typhimurium, se

podria concluir que la proteina de S7,9 kDa presenta algrma homologia con Ompc

o  con  OmpF;  mientras  la  proteina  de  40  kDa     seria  hom61oga  a  OmpA  de

Salmonella  typhimurium  o de E. coif.

S.~ Ainbas proteinas presentan rna expresi6fl regulable por condiciones del medio,

siendo la principal de ellas, 1a osmolaridad. La proteina de S7,9 kDa   muestra un

patr6n  de  regulaci6n  semejante  al  de  OmpF,  mientras  la  proteina  de  40  kDa

pareciera ser regulada en forma opuesta a la anterior, regulaci6n que hasta ahora

no habia sido descrita para una proteina parecida a omp A.

4.~La regulaci6n de la expresi6n de OmpE de fcc 71  semeja aquella de OmpF de £.

co/J;   i:  Zjxp4J.jz7zzrJ.zJm o a.  fjzrfu..   La expresi6n de la proteina OmpE   es regulable

por   JH/.cf  de  a.  Zjpjir., 1o cual sigriifica que el rmENA de  offlpE   debe presentar

136
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alguna secuencia complementaria a la del RNA de jzz/.ci  y que permita regular la

expresi6fl de esta proteina a rivel traduccional.

5.~  Es  posible  realizar  transducci6n  de  marcas  gen6tica  a  fcc,  utilizando  como

helfamienta al  fago P22, bacteri6fago especifico para Sz/ffloFT€//z.

6.~ Se ha probado que los genes c2jzlpE de fccJ 71 y ompc de f. fjz2jzJ.j#zzz?.zzrzz   pueden

realizar recombinaci6n entre ellos.

7.~La  p6rdida  de  proteina  OmpE  en  la  membrana  extema  de  fcc 71,  produjo  la

disminuci6n  en  la  virulencia  de  las  mutantes,  cuando  fueron  inoculadas  en

tub6rculos de papas. Los clones mutantes presentaron alteraci6n en su velocidad de

crecimiento; en su capacidad de hidrolizar poligalacturonato y celulosa en el medio

extemo; asi como aumentaron su resistencia a los antibi6ticos cefaloridina, cloran~

fericol y algunos tambi6n a acido nalidixico. La actividad hidrolitica sobre gelatina

p ermaneci6 inalterada.

8.~£z`wl.jlJ.jz   czzzlofoyt2f¢   subsp.   czzzlofoworjz   Sll    (OmpE  (-))   transformada   con   un

plasmido conteniendo el gen oj27j7C de f. fjapJiJ. foe capaz de expresar esta proteina

y de localizarla en su membrana extema. Sin embargo, el haber adquirido la porina

Ompc   no restableci6  su  virulencia.
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APENDICE
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Figura 32. Esquema de las construcciones pSTP2B1  (A) y pSTP2Kmic  (8), y tamal~ios de
cada fragmento en kb.

(A) La barra, que indica un largo de 3,1 kb corresponde a la regi6ii cromosomal de J.
Jjp/ZJ; que colltieiie log genes  oJz7j7C  y  /77J.cf:  La zolia puliteada  indica la regi6n  que
codifica la proteina madura y la zolia negra a la que  codifica  el  peptido  serial.  Los
triingulos invertidos.representan los tres promotores de or77pC;  y la zona achurada el
gen  /H/.cf que  posee  una  orientaci6n  traiiscripcional  opues[a  a  orHpC.  Tambi6n  se
sefialan algunos sitios de restricci6ii.

(8) El plasmido pS'IP2Kmic deriva de pSTP2B1, por digesti6Ii de 6ste con la enzima de
restricci6ii Kpnl, y ligamielito del fragmeiito que contiene /7'7/.c'fa PUC  19. Se sei~ialan
los dos promotores de j77/.c+'`(ml y m2)  y elementos de inicio del gen a/xpc
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