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Resumen

En sus habitas naturales, los microorganismos estan en un estado constante de adaptacion a
cambios tanto bidticos como abiéticos. Ante situaciones de estrés, como por ejemplo
cambios en nutrientes, temperatura o de osmolaridad, las estrategias de supervivencia o
adaptacion se pueden manifestar como cambios fenotipicos y genotipicos. En este estudio se
analizaron algunos mecanismos de cambio asociados a la supervivencia y la composicion
proteica de membrana en Escherichia coli (bacteria mesdéfila), al ser expuesta a condiciones
de ayuno y a temperaturas subdptimas (4 y 20°C). Al realizar un analisis comparativo del
subproteoma de membrana entre estas dos temperaturas, se observd que ante la ausencia de
nutrientes, E. coli respondia de forma diferente en la expresion de proteinas asociadas a
estructura (lipoproteinas), conservacion de la energia y transporte, con un aumento en el
nimero de proteinas expresadas a 20°C. Se observo, ademas, una importante diferencia en la
supervivencia a estas dos temperaturas, donde el nimero de células en el estado viable no

cultivable (VNC) representaron un porcentaje importante a 20°C.

Abstract

In their natural habitat, microorganisms are in a constant adaptation process to couple with the
changes in the surrounding environment. During stress, occurring as a result of changes in
temperature, nutrients, or salinity, microorganisms respond by either phenotypic or genotypic
changes in order to survive and adapt to those conditions. In this study we analyzed some of
the changes associated to cell survival and membrane proteins composition in Escherichia
coli under starvation conditions and as a response to sub-optimal temperatures exposure (4
and 20 °C). By performing a comparative analysis of the membrane subproteome, we
observed changes in the expression of transport, energy, and structural (lipoproteins)
associated proteins, with an overall increased number of expressed proteins at 20°C.
Differences in bacterial survival rate were also observed at both temperatures, with a

significant increase in viable but not cultivable cells (VBNC) at 20°C when compared to 4°C.



eman ta zabal zazu

b

Universidad Euskal Herriko
del Pais Vasco Unibertsitatea

ZTF-FCT

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia

1. Introduccién

Se puede considerar que los microorganismos en sus ecosistemas naturales estan en un estado
de cambio continuo, adaptandose a modificaciones de las condiciones medioambientales (p.e.
fluctuaciones de las temperaturas) o a cambios de ambiente (p.e. el paso desde el intestino de
un animal hacia un medio acuatico). Las bacterias responden a estos cambios a través de la
regulacién en la expresién de familias de proteinas que son requeridas para la supervivencia
durante periodos de estrés (Young y Bernlohr, 1991). Segln las estrategias empleadas para
sobrevivir, las bacterias se clasifican en diferenciadas y no diferenciadas (Guerrero y
Berlanga, 2001). Las primeras poseen la capacidad de formar estructuras de resistencia,
siendo las esporas un ejemplo, mientras que las bacterias no diferenciadas no poseen la
capacidad de formar esporas. Al no tener esta capacidad, experimentan cambios graduales en
su fisiologia celular y en su morfologia. Ya en 1954, Heinmets et al. apoyaron la teoria de
que, durante estos periodos de estrés en los que no se presentaba division en las bacterias, se
seguian manteniendo procesos metabolicos de forma activa (p.e. sintesis de proteinas). Un
ejemplo de respuesta ante estas condiciones es el desarrollo del estado viable no cultivable
(VNC). En este estado, las células bacterianas poseen funciones metabdlicas detectables, pero
no son capaces de crecer en medios de cultivo convencionales (Roszak y Colwell, 1987).
Algunos autores sugieren que perder la cultivabilidad podria representar una via alternativa
para generar formas durmientes de supervivencia similar a la formacion de esporas que se
produce en bacterias diferenciadas (McDougald et al., 1999; Kell y Young, 2000). Durante la
transicion del estado cultivable al estado VNC, se han descrito cambios morfoldgicos y
fisiologicos que tienen lugar en las células, pero también cambios de &mbito molecular, entre
los que destacan la sintesis de nuevas proteinas (Morton y Oliver, 1994; Srinivasan et al.,
1998), o la expresion diferencial de determinados genes (Lleo et al., 2000; Wetherell, 2004;
Smith y Oliver, 2006; Asakura et al., 2007). El estado VNC podria resultar por tanto de vital
importancia para conseguir sobrevivir ante condiciones desfavorables si las células en este
estado tuvieran la capacidad de recuperar nuevamente la cultivabilidad. De ser asi, este estado
se podria considerar como parte del ciclo vital del microorganismo (McDougald et al., 1999;
Oliver, 2005; Keep et al., 2006; Panutdaporn et al., 2006; Coutard et al., 2007).

Para bacterias como Escherichia coli, los medios acuaticos representan un entorno hostil,
donde se presentan condiciones de escasez de nutrientes y de temperaturas no éptimas para el
crecimiento del organismo, a lo cual responderd mediante el uso de estrategias que le

permitan sobrevivir. Escherichia coli generalmente se encuentra en el intestino de los

2
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animales (donde las condiciones son completamente diferentes e ideales para su crecimiento),

formando parte de la microbiota intestinal, contribuyendo con la absorcion de nutrientes.

Escherichia coli, al ser una bacteria Gram negativa, presenta dos membranas (una interna o
citoplasmética y una externa) separadas por el espacio periplasmico, donde se localiza el
peptidoglicano (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de la envoltura celular caracteristica en bacterias Gram negativas. (Ref.:
http://morfologiabacteriana.blogspot.com.es/2013/03/estructura-de-la-pared-celular-de-las_7765.html).

En estas estructuras se llevan a cabo actividades que determinan el funcionamiento de la
bacteria, y se pueden catalogar en diferentes grupos funcionales. Las actividades relacionadas
con la conservacion de la energia se realizaran principalmente en la membrana interna. En el
espacio periplasmico se encuentran las lipoproteinas, cuyo papel se relaciona con el
mantenimiento estructural de las membranas. Las funciones vinculadas al transporte se

realizan en ambas membranas, interna y externa.

Las proteinas son el componente que desempefia la mayoria de las funciones activas de las
membranas, y son por ello una parte importante de las mismas. Aproximadamente el 20% del
total de proteinas se localizan en la membranas bacterianas (Schulz, 2002). Constituyen,
ademas, alrededor del 50% de la masa de la membrana externa, ya sea en forma de proteinas
integrales de membrana o como lipoproteinas que estan fijadas a la membrana (Koebnik et
al., 2000).

Hasta ahora, muchos han sido los estudios enfocados en la respuesta de E. coli ante diferentes

tipos de estreses. Se ha observado que se producen regulaciones en el funcionamiento de la



eman ta zabal zazu

b

Universidad

del Pais Vasco

ZTF-FCT

Euskal Herriko
Unibertsitatea

bacteria que contribuyen a una mejor supervivencia ante los estreses a los que se enfrenta
(Alba y Gross, 2004; Mandel y Silhavy, 2005; Santos et al., 2005; Jones, 2012; Shimizu,
2014; White-Ziegler et al., 2008).

La membrana externa es el componente estructural en contacto con el medio circundante vy,
por tanto, la primera barrera de respuesta de la celula frente a las condiciones
medioambientales cambiantes. Por tanto, el estudio de las variaciones en el subproteoma de la
membrana puede ser de gran utilidad al contribuir al conocimiento de la respuesta bacteriana

al estrés.

2. Objetivos

Determinar estrategias de adaptacion y supervivencia de Escherichia coli ante condiciones de
estrés inducido por ayuno a dos temperaturas subéptimas (4 y 20°C). Los objetivos fueron
observar cambios en el subproteoma de membrana externa y analizar la cultivabilidad celular
a estas dos temperaturas. Estos cambios, podrian ayudarnos a entender las posibles estrategias

de adaptacion y supervivencia de Escherichia coli bajo condiciones subdptimas.

3. Materiales y métodos

3.1- Cepa de Escherichia coli y preparacion del inéculo

Previamente a realizar el indculo, los matraces se lavaron con acido clorhidrico (HCI, 10%
[v/v]) para eliminar los restos de materia organica. Posteriormente se aclararon 10 veces con

agua desionizada. Finalmente, se secaron a 250°C durante 24 horas.

En este trabajo se utiliz la cepa Escherichia coli CECT 416, suministrada por la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo (C.E.C.T, Valencia, Espafia).

La cepa se incub6 en medio de cultivo Luria Bertani (LB, Merck) en oscuridad y con

agitacion (120 r.p.m.) a 37°C hasta alcanzar la fase estacionaria.

Al cabo de 24 horas las células se encontraban en fase estacionaria y se recogieron por
centrifugaciéon (5.000 r.p.m., 10 minutos), realizdndose 3 lavados sucesivos con solucién

salina estéril (NaCl 0,9% [p/v]). Finalmente, las pastillas celulares se resuspendieron en

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
Facultad de Ciencia y Tecnologia
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solucion salina, y las suspensiones bacterianas resultantes se emplearon como indculos en las
distintas experiencias, hasta alcanzar una concentracién final de aproximadamente 10°

células/ml.

Las condiciones medioambientales adversas se simularon en microcosmos. Para ello se
utilizaron matraces que contenian solucion salina y se mantuvieron bajo agitacién continua,
sometiendo a las células a situaciones de ayuno y exposicion a temperaturas suboptimas para

el crecimiento (4 y 20°C).

Periédicamente se tomaron alicuotas por triplicado, con el fin de poder determinar los
siguientes parametros: nimero total de células (TDC), nimero de células con membrana
citoplasmatica intacta (MEMB™) y nimero de células cultivables o formadoras de colonias
(UFC).

Cada uno de los ensayos de supervivencia fue repetido 3 veces.

3.2- Determinacion de los parametros celulares
Cuantificacion del numero total de bacterias (Total Direct Count, TDC)

La determinacion del namero total de bacterias se llevd a cabo por recuento directo mediante

microscopia de epifluorescencia, siguiendo la técnica descrita por Hobbie et al. (1977).

Para ello, se recogieron volimenes adecuados de las muestras y se conservaron con formalina
(concentracion final 2% [v/v]) para, posteriormente, tefiirlos con una solucion de naranja de
acridina (concentracion final 0,06 mg/ml) (Molecular Probes) durante 2 minutos. Una vez
pasado este tiempo, las submuestras tefiidas se filtraron a traves de filtros de membrana de
policarbonato de color negro con 0,22 um de diametro de poro (Millipore Corp.). Los filtros
se montaron sobre portaobjetos con aceite de inmersion de baja fluorescencia (Nikon tipo A).
Las preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400,
equipado con un bloque de filtros B-2A (filtro de excitacion EX450-490, espejo dicroico
DM505 v filtro barrera BA520).
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Cuantificacion del nimero de bacterias que presentan membrana citoplasmatica integra
(MEMB")

El nimero de bacterias que presentan membrana citoplasmatica integra (MEMB®) se
cuantific6 mediante microscopia de epifluorescencia, utilizando el kit Live/Dead®
BacLightTM (Molecular Probes) tal y como describen Joux et al. (1997). El kit esta
compuesto por dos fluorocromos, SYTO 9 e ioduro de propidio. El fluorocromo SYTO 9
penetra en todas las bacterias, proporcionando a las células una fluorescencia verde. Por el
contrario, el ioduro de propidio, s6lo va a penetrar en aquellas bacterias con las membranas
dafiadas, proporcionando una fluorescencia de color rojo. Cuando ambos fluorocromos estan
presentes en una bacteria, la fluorescencia producida por el ioduro de propidio se impone
sobre la del SYTO 9 de forma que las bacterias con las membranas citoplasmaticas dafiadas
fluoresceran en rojo, mientras que las bacterias con la membrana citoplasmatica integra
(MEMB") fluoresceran en verde. Las muestras se procesaron empleando filtros de
policarbonato negros (Millipore Corp.) de 0,22 um de diametro de poro. Para los objetivos de
este trabajo, se consideraron viables a todas aquellas bacterias con membrana citoplasmatica
integra (MEMB™).

Cuantificacién del numero de bacterias cultivables (unidades formadoras de colonias,
UFCs)

La cultivabilidad, expresada como UFC, se estimé mediante la siembra en superficie
empleando como medio de cultivo agar Luria Bertani (Merck). Las placas se incubaron
durante 24 horas a 37°C.

El limite de deteccion del método fue 3,3 UFC/ml.

3.3- Analisis protedmico
Obtencion de las suspensiones celulares

Las suspensiones celulares se obtuvieron para el tiempo 0, a los 6 y 21 dias para la

experiencia llevada a cabo a 4°C, mientras que a 20°C se recogieron para el tiempo 0, a los 6,
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12 y 21 dias. Las células fueron recogidas por centrifugacion (8000 g, 40 min). La pastilla

celular obtenida se resuspendio en 10 ml de TBS (Tris-buffered saline).
Obtencion de las proteinas de membrana externa

Las suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron nuevamente (8000 g, 20 min) y
resuspendieron en 10 ml de TBS. Se afiadieron 250 pl de Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-
Aldrich) por g o peso celular y 90 pl de PSMF 2 mM (AppliChem). Las muestras fueron
congeladas con nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.

Las células se rompieron por sonicacion intermitente (SONICS VibraCell™ VCX130
Ultrasonic Cell Disrupter, USA) usando una sonda de 6 mm de diametro (ajuste al 65% de
amplitud, ciclos de 30 segundos encendido/45 segundos apagado durante 3 minutos en total).
Las celulas intactas y los restos celulares fueron retirados por centrifugacion a 6000 g durante
20 minutos a 4°C. El sobrenadante se almacend en hielo mientras el precipitado se
resuspendid nuevamente en 10 ml de TBS y se sonico a las mismas condiciones descritas
anteriormente. Este proceso se repitié al menos 3 veces.

El sobrenadante fue diluido (1:1) con carbonato sodico 0,2 M y se incub6 en hielo durante
una hora con agitacion suave. Después de una hora de incubacion las muestras se
centrifugaron a 35000 r.p.m. durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante se descarté y el

precipitado de proteinas fue resuspendido en 1 ml de TBS.

Cuantificacion de las proteinas

Para la cuantificacion de las proteinas presentes en las suspensiones obtenidas previamente se
utilizo el kit BCA protein assay (BioRad) basado en el método colorimétrico descrito por

Lowry et al. (1951) y utilizando como estandar proteico albdmina de suero bovino.

Identificacion de proteinas

Las proteinas se identificaron y cuantificaron mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS) en el Servicio General de Protedmica de la
UPV/EHU.
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4, Resultados

El efecto de la temperatura sobre la integridad, la viabilidad y la cultivabilidad de E. coli en

condiciones de ayuno se muestran en la Figura 2.

En ambas experiencias, la integridad celular (TDC) permanecié constante al igual que su
viabilidad (MEMB®). A 4°C se mantuvo constante el nimero de células cultivables (UFC),
mientras que a 20°C se produjo un descenso rapido en la cultivabilidad a partir del dia 6
(Figura 2.b). Esta disminucion en la cultivabilidad fue de aproximadamente un orden de
magnitud entre ambas temperaturas a 21 dias.
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Figura 2. Evolucion de la poblacion de E. coli durante la permanencia en solucién salina estéril mantenida a 4°C

(@) y 20°C (b). Namero total de células (0); numero total de bacterias con membrana intacta (’), nuimero de

células cultivables (‘).

Para determinar el efecto del ayuno y de la temperatura sobre el subproteoma de membrana
externa de E. coli, se estudié su composicién proteica a diferentes tiempos a lo largo de las
experiencias. Las proteinas detectadas e identificadas, fueron clasificadas en base a un criterio
funcional en diferentes grupos: proteinas implicadas en la conservacion de la energia, en

procesos de transporte, en el mantenimiento de la estructura de la membrana, en la divisién
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celular y en la sintesis de proteinas. Del total de proteinas detectadas, 33 proteinas de

membrana fueron consideradas para el andlisis. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Proteinas de membrana analizadas para el iempo 0 v su clasificacion en diferentes grupos fincionales.

ATP sintasa
Citocromo d ubiquinol oxidasa

Formato deshidrogenasa - Sub. alpha

ATPasa exportadora de cobre

Canal mecanosensitivo de gran conductancia
EIIAB-Man

EIICBA-Mt]

EIICBA-Nag

Manosa permeasa componente [ID
Metaloproteasa de Zinc FtsH ATP-dependiente
OmphA

OmpC

DD-carboxipeptidasa (DacC)
Lipoproteina asociada a peptidoglicano
Lipoproteina E

Lipoproteina EcnB

Lipoproteina Lpp

Fumarato reductasa
MADH deshidrogenasa

Transporte

Proteasa HfIC moduladora de FisH

Proteasa HfIK moduladora de FisH

Proteina de membrana externa N

Proteina ElaB

Proteina putativa de membrana externa Yeds

Proteina TolC

Proteina tsx formadora de canales nucledsido-especificos
Transportador DcuA

Tranportador glicerol-3-fosfato

Estructura
Lipoproteina MetQ
Lipoproteina Slyb
Lipoproteina YbjP

Proteina de membrana externa Slp

Sintesis de proteinas

Factor de elongacién Tu (EF-Tu)

A lo largo de las experiencias, el nimero de proteinas de membrana detectadas aumenté para

las dos temperaturas estudiadas con respecto al tiempo 0. El nimero de proteinas analizadas

al cabo de 21 dias resultdé ser mayor a 20°C que a 4°C, donde se detectaron nuevas

lipoproteinas no identificadas para el tiempo 0. Sin embargo, no se observé ninguna nueva

lipoproteina en comin para ambas temperaturas. A 20°C se mantuvo detectable la proteina

TolC, mientras que a 4°C dej6 de ser detectable al finalizar la experiencia. Estos resultados se

reflejan en las Tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Proteinas analizadas en la experiencia llevada a cabo a 4°C. Proteinas que se mantienen detectables, proteinas que se detectaron posteriormente al tiempo 0 y proteinas que dejaron
de detectarse.

Se mantienen

Aparecen

Desaparecen

Transperte

ATP sintasa

Citocromo d ubiguinol oxidasa
Formato deshidrogenasa - Sub. alpha
Fumarato reductasa

NADH deshidragenasa

ATPasa exportadora de cobre

Canal mecanosensitive de gran conductancia
Metaloproteasa de Zinc FtsH ATP-dependiente

OmpA
ompC

Proteasa HfIC moduladora de FtsH
Proteasa HflK moduladora de FtsH
Proteina de membrana externa N
Proteina Elag

Transportador DcuA
Transportador glicerol-3-fosfato

DD-carboxipeptidasa (DacC)
Lipoproteina asociada a peptidoglicana
Lipoproteina E

Lipoproteina EcnB

Lipoproteina Lpp

Estructura

Lipoproteina Meta
Lipoproteina Slyb
Lipoproteina YbjP

Proteina de membrana externa Sip

Factor de elongacién Tu (EF-Tu)

Sintesis de proteinas

Transporte

Estructura

Divisién

Nitrato reductasa

succinato deshidrogenasa

DamX

HemY

Insertasa de proteinas de membrana YidC
Porina de membrana externa NmpC
Proteina Yhil

QmcA

Lipoproteina LptE de ensamblaje al LPS

MinD

Transporte

EIIAB-Man
ENCBA-MtI
EIICBA-Nag
Manosa permeasa companente I1D

Proteina putativa de membrana externa YedS

Proteina TolC

Proteina tsx formadora de canales nucleasid

Tabla 3. Proteinas analizadas en la experiencia llevada a cabo a 20°C. Proteinas que se mantienen detectables, proteinas que se detectaron posteriormente al tiempo 0 y proteinas que
dejaron de detectarse.

Se mantienen

Aparecen

Desaparecen

Transporte

ATP sintasa
Citocromo d ubiguinol oxidasa
Formato deshidrogenasa - Sub. alpha
Fumarato reductasa

NADH deshidrogenasa

ATpasa exportadora de cobre

Canal mecanosensitivo de gran conductancia
ENCBA-Nag

Proteina TolC

Manosa permeasa componente 11D

Metaloproteasa de Zinc FtsH ATP-dependiente

OmpA
OmpC

Proteina ElaB

Proteasa HfIC moduladora de FtsH
Proteasa HfIK moduladora de FtsH
Transportador DeuA

Estructura

Sintesis de proteinas

Lipoproteina asociada a peptidoglicano
Lipoproteina Ecng

Lipoproteina Lpp

Lipoproteina MetQ

Lipoproteina SlyB

Proteina de membrana externa Sip

Factor de elongacion Tu (EF-Tu)

I Nitrat

Transporte

Estructura

Division

NAD(P)H deshidrogenasa (quinona)

NAD(P) transhidrogenasa - Sub. Alpha

HemY

Insert:

o reductasa

asa de proteinas de membrana Yidc

Manosa permeasa componente 1IC

Porina de membrana externa NmpC

Proteina de membrana SecG exportadora de proteinas

Proteina de membrana YajC

Proteina transportadora de magnesio CorA

Proteina Yhil

amcA

Transl|

ocasa de proteinas subunidad SecD

Factor de ensamblaje de proteinas de membrana
externa BamD

Lipoproteina YbaY

Lipoproteina Yces

Lipoproteina 28

MinD

comparativo en cada situacion se muestra en la Figura 3.

Transporte

Estructura

EIlAB-Man

EIICBA-MtI

Proteina de membrana externa N

Proteina putativa de membrana externa Yeds

Proteina tsx formadora de canales
nucledsido-especificos

Tranportador glicerol-3-fosfato

DD-carboxipeptidasa (DacC)
Lipoproteina E
Lipoproteina YbjP

Se mantuvieron detectables a lo largo de ambas experiencias 21 proteinas de las 33 analizadas
en el tiempo 0. Entre ellas destacan una importante proporcion de lipoproteinas (p.e.
lipoproteina EcnB y proteina de membrana externa Slp), el factor de elongacion Tu (EF-Tu) y
la proteina OmpA. Algunas proteinas no detectadas en el tiempo 0 fueron identificadas
posteriormente a ambas temperaturas conforme las experiencias avanzaban. Asi, se detecto la
proteina MinD a partir del dia 21 a 4°C y a partir del dia 6 a 20°C (Tabla 4). El analisis
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Tabla 4. Proteinas analizadas en ambas temperaturas. Proteinas que se mantuvieron detectables durante las experiencias, proteinas que se detectaron posteriormente al tiempo 0 y

proteinas que dejaron de detectarse.

Se mantienen Aparecen Desaparecen
ATP sintasa Lipoproteina asociada a peptidoglicano Nitrato reductasa o ENAB-Man
Citocrome d ubiguinol oxidasa - Lipoproteina EcnB ‘é EIICBA-Mtl
Formato deshidrogenasa - Sub. alpha é Lipoproteina Lpp E Proteina putativa de membrana externa YedS
= M " =
Fumarato reductasa ) Lipoproteina MetQ = proteina tsx formadora de canales nucledsido-especificas
NADH deshidrogenasa © Lipoproteina slyb HemY
Proteina de membrana externa Slp £ Insertasa de proteinas de membrana YidC
&
ATPasa exportadora de cobre & Porina de membrana externa NmpC
=
Canal mecanosensitivo de gran conductancia w E Proteina Yhil
. . =
o Metaloproteasa de Zinc FtsH ATP-dependiente 8  Factor de elongacion Tu (EF-Tu) amcA
& OmpA 2
H =
g |ompC o £ MinD
= | Proteasa HfIC moduladora de FtsH 2 &
= =
Proteasa Hflk moduladora de FtsH ® =

Proteina ElaB

Transportador DcuA

20°C

4°C

Figura 3. Diagrama de Venn indicando el nimero de proteinas consideradas para el analisis al tiempo 0 (rojo) y a

21 dias en medio sin nutrientes a 4°C (verde) y 20°C (azul).

5. Discusion y conclusiones

La fluctuacion de la temperatura junto a la ausencia de nutrientes son probablemente los

factores de estrés mas frecuentes en los sistemas acuaticos que afectan la supervivencia de las

bacterias aldctonas como Escherichia coli. Una relacion inversa entre el mantenimiento de la

cultivabilidad y la temperatura fue ya observada para Campylobacter jejuni (Lazaro et al.,
1999; Thomas et al., 1999) y Legionella pneumophila (Ohno et al., 2003). Arana et al. (2010)

han demostrado que la supervivencia de E. coli sigue una relacion inversa con la temperatura,
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siendo las bajas temperaturas responsables de una ralentizacion del metabolismo destinada a
retrasar la aparicion de dafios celulares. Se ha indicado ademas, que para evitar este dafio a
bajas temperaturas adquieren importancia moléculas como la trehalosa, que presumiblemente
contribuiria a estabilizar ciertas proteinas y/o las membranas celulares (Kandror et al., 2002),
proteinas como la chaperona “factor desencadenante” o “trigger factor”, que aumenta la
viabilidad del microorganismo en estas condiciones (Kandror y Goldberg, 1997) y proteinas
que protegen el material genético como por ejemplo el ARN (Jones et al., 1996). Esto se
corresponderia con nuestros resultados, donde se observé una mejor supervivencia a 4°C. A
esta temperatura se seguian manteniendo tanto la integridad de las bacterias como su
cultivabilidad. Por el contrario, a 20°C sé observo un descenso importante en la cultivabilidad
junto a un mantenimiento de la viabilidad en las bacterias (Figura 2). La reduccion en el
nimero de células cultivables a 20°C se asocia con una entrada en el estado viable no
cultivable (VNC), que representaria una respuesta empleada por E. coli para hacer frente al
estrés. Sin embargo, estudios anteriores (Arana et al., 2007) han postulado que la entrada a
este estado no representaria un fenotipo exitoso, debido a la incapacidad de regresar a un
estado cultivable al desaparecer el estrés.

Matin et al. (1989) observaron que en las células bacterianas se produce una degradacion de
proteinas que presumiblemente proporciona los precursores necesarios para sintetizar
proteinas que actdan en respuesta a la inanicion. Escherichia coli induce la expresion de mas
de 50 proteinas en respuesta a este tipo de estrés y muchas de ellas pertenecen a la membrana
externa (Alexander y St John, 1994).

Para entender el comportamiento a nivel molecular de E. coli en estas situaciones de estrés, se
explicaran posibles funciones de algunas proteinas detectadas durante las experiencias. El
factor de elongacion Tu (EF-Tu), es una proteina citoplasmatica cuya funcion esté relacionada
con la sintesis de proteinas. Sin embargo, se asocia con la membrana cuando se presenta un
déficit de glucosa, galactosa, amoniaco, glutamato o fosfato (Young y Bernlohr, 1991).
Ademas, se ha propuesto que EF-Tu esta involucrado en la capacidad bacteriana de percibir y
responder a la privacién de nutrientes (Yu et al.,, 1986). Nuestros resultados podrian
corresponderse a este fenémeno, donde EF-Tu podria intervenir como posible respuesta al

estrés causado por la falta de nutrientes.

Con respecto a la proteina  OmpA, cabe destacar que pertenece a la membrana externa y

posiblemente su funcion principal es intervenir en el mantenimiento de la integridad
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estructural de la membrana externa, proporcionando una conexion entre ésta y el
peptidoglicano (Sonntag et al., 1978; Koebnik et al., 2000). Contribuye, ademas, a la
formacion de biopeliculas (Orme et al., 2006; Smith et al., 2007) que podria favorecer el
proceso de supervivencia en ambientes acuaticos mediante la agregacion bacteriana. La
proteina TolC estd relacionada con la proteina OmpA, dado que ambas intervienen en el
transporte de colicinas (Bernadac et al., 1998), que son toxinas que matan selectivamente
microorganismos competidores cuando las condiciones nutricionales no son &ptimas.
Ademas, TolC estad involucrada en la exportacion de una amplia variedad de moléculas,
incluyendo algunas toxicas para la bacteria con el fin de evitar su acumulacién, como por

ejemplo hemolisinas o antibiéticos (Sharff et al., 2001).

También se identificd la proteina MinD a ambas temperaturas. Esta proteina es una ATPasa
que interviene en el proceso de division celular, en la localizacion del centro de la célula para
el posicionamiento correcto del sitio de division (septum) (de Boer et al., 1991). Debido a que
en nuestras experiencias no estaban ocurriendo procesos de division, dicha proteina podria
estar participando en la generacion de energia durante la permanencia bajo condiciones de

estrés.

Santos et al. (2005) observaron que en condiciones de ayuno, aumenta el grosor del
peptidoglicano en la pared celular, mientras que aumenta la cantidad de lipoproteinas en la
membrana externa, incrementando asi las conexiones entre la membrana externa y el
peptidoglicano con el fin de obtener una mayor estabilidad. En nuestro caso, aumenta la
diversidad de lipoproteinas en ambas temperaturas, entre ellas la EcnB. Se trata de una
lipoproteina asociada a la bacteridlisis. Bishop et al. (1998) propusieron que bajo ciertas
condiciones de estrés como es el ayuno, su expresion podria jugar un papel en la muerte
celular programada. Mediante la lisis celular, se liberaria al medio circundante su contenido
celular para proporcionar nutrientes a demas integrantes de la poblacion y facilitar el proceso
de supervivencia. Otra lipoproteina detectada en nuestras experiencias fue la proteina de
membrana externa Slp (también conocida como “starvation lipoprotein”). Esta lipoproteina es
inducida en ausencia de carbono y también durante la fase estacionaria y su funcion podria
contribuir a la estabilizacion de la membrana externa durante la ausencia de nutrientes
(Alexander y St John, 1994).

Se concluye que Escherichia coli, ante situaciones de estrés como la falta de nutrientes y la

exposicion a temperaturas no Optimas, presenta una serie de respuestas posiblemente
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encaminadas a favorecer su supervivencia. Ante la falta de nutrientes, una serie de proteinas
intervendrian para facilitar el proceso de supervivencia. En cuanto al efecto de la temperatura,
se puede concluir que tiene un fuerte impacto en la supervivencia de E. coli, viendose méas
favorecida en nuestro caso a 4°C que a 20°C. Si E.coli pudiera volver exitosamente a un
estado cultivable tras desaparecer el estrés, el estado VNC representaria una estrategia

eficiente para sobrevivir en medios acuaticos.
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