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RESUMEN 

 

TITULO: EVOLUCION DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI  PARA PROCESOS DE 
FERMENTACIÓN INDUSTRIAL*. 

AUTOR: CARLOS EDUARDO GARCÍA VARGAS** 

PALABRAS CLAVE: Osmotic pressure, Escherichia coli, evolution, sequencing, microarrays. 

 

DESCRIPCIÓN: 

El uso de materias primas con altas concentraciones de inhibidores osmóticos (sales y 
carbohidratos), aguas salobres residuales y grandes densidades microbianas en bioprocesos de 
fermentación industrial, tienen como objetivo reducir sus costos generales, razón por la cual se 
hace necesaria la existencia de microorganismos resistentes a tales condiciones. 
 
Con el objetivo de comprender los mecanismos de adaptación de fenotipos resistentes a la presión 
osmótica se planteó realizar la evolución independiente de dos tipos de cepas de Escherichia coli, 
la primera capaz de realizar recombinación entre sí y la segunda siendo un control asexual, ambas 
construidas previamente en kaolab por James Winlker, alcanzando una tolerancia hasta de 0.85 
[M] del inhibidor  NaCl. Posterior a la evolución, se llevó a cabo el secuenciamiento genético de 
dichos fenotipos, encontrándose frecuentes mutaciones en genes relacionados al control del 
catabolismo de N-Glucosamina, forma y movilidad celular. Finalmente se realizó un análisis de 
expresión genética con la técnica de microarreglos, encontrándose la sobreexpresión de genes de 
síntesis de porinas, importación de moléculas osmoprotectoras, aprovechamiento del hierro, 
captación de sulfatos y composición de la capa de peptidoglicano en las cepas mutantes. 
 
Los resultados obtenidos de este trabajo de investigación confirman la efectividad del sistema de 
evolución propuesto e identifican posibles mecanismos de adaptación en E. coli hacia la inhibición 
osmótica, ampliando así el conocimiento existente acerca de tales fenotipos. Finalmente, es 
posible realizar la aplicación de los mecanismos de adaptación propuestos en el presente trabajo 
en la generación e ingeniería de cepas con la resistencia necesaria para los anteriormente 
mencionados procesos biotecnológicos. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: EVOLUTION OF ESCHERICHIA COLI STRAINS FOR INDUSTRIAL FERMENTATION 
PROCESSES*. 

AUTHOR:Carlos Eduardo García Vargas 

KEY WORDS:Osmotic pressure, Escherichia coli, evolution, sequencing, microarrays. 

 

DESCRIPTION: 

The use of raw materials with high concentrations of osmotic inhibitors (such as carbohidrates and 
salts), brakish water and high density microorganism cultures at industrial fermentation 
bioprocesses, seeks to reduce their overall costs, being that the reason why the engineering of 
resistant organisms is necessary to such conditions. 
 
In order to understand the mechanisms of osmotic resistance in such organisms, a laboratory 
evolution experiment was carried out using two different types of Escherichia coli; the first has the 
hability to perform recombination itself and the second was an asexual control; both strains were 
constructed in kao lab by James Winkler and reached an osmotic resistance of 0.85 [M] of NaCl. 
After the evolution, genetic secuencing of the mentioned phenotypes was made, finding out 
mutations related to N-Glucosamine catabolism, shape and celular mobility. Finally, a 
transcriptomal analysis was performed using microarrays and the over expression of genes related 
to porin synthesis, osmoprotectant molecules and iron uptake along with peptidoglycan wall 
composition  was found. 
 
The results of the current work are proofs of the proposed evolution system’s effectiveness and help 
to identify unknown mechanims of osmotic resistance in E. coli, expanding the actual knowledge of 
them. Finally, it is posible to engineer osmoresistant strains by applying the results of the present 
work at industrial fermentation bioprocessess 
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Physical-Chemical Engineering Faculty, Chemical Engineering School, Director: Ph D. Katy Kao. 

Ph D. James Winkler. Ph D. Viviana Sánchez Torres. 
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  INTRODUCCION 

Debido a la gran revolución científica y tecnológica experimentada en el último 

siglo [1], los bioprocesos se han ido desarrollando y optimizando para la 

fabricación[2] a gran escala de sofisticados productos como fármacos, 

suplementos nutricionales, biocombustibles, solventes orgánicos y sustancias 

biodegradables, entro otros [3] [4]. Para alcanzar el máximo potencial  productivo 

de dichos métodos biotecnológicos se han desarrollado tanto operaciones de 

recuperación de producto de alta eficiencia como tecnologías y condiciones 

óptimas  de cultivo para la maximización del rendimiento producto-sustrato [5], 

además se tiene un mayor conocimiento de los mecanismos involucrados en el 

crecimiento celular y la formación de metabolitos [6]. Adicionalmente, los avances 

en ingeniería evolutiva y metabólica[7] han permitido incrementar la eficiencia 

global de bioprocesos sujetos a diferentes tipos de inhibición, tales como 

condiciones no óptimas de temperatura, presión, pH, concentración de sustratos , 

productos[8][9]. 

La bacteria Escherichia coli ha sido fundamental en la biocatálisis de los procesos 

industriales para la fabricación de una gran variedad de proteínas, combustibles y 

productos de química fina. Por esta razón se han realizado grandes esfuerzos en 

ingeniería metabólica y evolutiva con el fin de dilucidar sus diferentes rutas 

metabólicas y mejorar la conversión de materias primas económicas en cada uno 

de los productos deseados. Como consecuencia de lo anterior, E. coli representa 

una importante alternativa biocatalítica con capacidad para metabolizar una amplia 

cantidad de sustratos bajo un holgado rango de variables de proceso de una 

manera eficiente, lo que la hace apropiada para un diseño flexible y económico  de 

sistemas de producción a gran escala.[10][11][12] 

Concentraciones altas de azúcares simples y sales iónicas en los medios de 

crecimiento celular, elevan la presión osmótica,  forzando a las células a consumir 

recursos metabólicos excesivos para prevenir su desecación [13]. Existe un gran 

http://link.springer.com/article/10.1007%2FBF01254234
http://www.microbialcellfactories.com/content/11/1/37
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968000498011967
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interés en la obtención de cepas con mayor resistencia a la presión osmótica por 

las siguientes razones:  

El uso corrientes de alimentación y salida bastante concentradas permite a su vez 

soportar gran densidad celular y cantidad de producto deseado en las mismas.[14] 

El empleo de agua salobre para el crecimiento celular puede reducir los costos de 

proceso significativamente.[15] 

Se desea optimizar el uso energético proveniente de los sustratos celulares en la 

elaboración de productos de interés, mas no en su mantenimiento celular. 

Mejorar la resistencia osmótica de los biocatalizadores simplificaría el uso de 

materias primas provenientes de corrientes de glicerol residual con altas 

concentraciones salinas y de otros contaminantes, en la elaboración de un amplio 

rango de productos de interés industrial.[16] [17] 

Como consecuencia de la importancia de la presión osmótica en la productividad 

de las empresas biotecnológicas, en los últimos años se han realizado numerosos 

esfuerzos en ingeniería evolutiva para crear fenotipos de E.coli con mayor 

tolerancia a esta variable[18][19][20][21], sin embargo, el conocimiento general 

disponible de sus mecanismos genéticos adaptativos permanece aún muy 

limitado. La presente investigación busca aplicar la técnica de evolución adaptativa 

por lotes [22][23][24] empleando cepas de E. coli con la facultad de realizar alta 

recombinación genética [25][26][27] para obtener fenotipos resistentes a la presión 

osmótica y dilucidar tales mecanismos genéticos de adaptación mediante las 

técnicas de secuenciamiento y análisis de expresión del ADN. 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306261911002455
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1. MARCOTEÓRICO 

Definiciones 

Genotipo: Información genética que posee un organismo en forma de ADN. 

[28][29] 

Fenotipo: Se refiere a la expresión visible de algunas características de un 

genotipo en particular. [28], [29] 

Plásmido: Son moléculas de ADN extra cromosómico que se replican y transcriben 

independientes del ADN cromosómico. Están presentes normalmente en 

bacterias.[30] 

Gen: Unidad del material genético cromosómico que determina la aparición de los 

caracteres hereditarios en los seres vivos. Está formado por la las diferentes 

estructuras que forma el ADN. [31] 

Virus: Están formados por un fragmento de ARN o ADN, rodeado por proteínas 

llamadas capsómeros, que forman una cubierta denominada cápsida. Se 

propagan en el interior de las células y gracias a su material genético las obligan a 

crear réplicas de estos hasta que la cepa colapsa.[32] 

1.1. Recombinación genética en bacterias 

El objetivo de la reproducción de los organismos vivos es en esencia realizar 

recombinación genética con el fin de mejorar los fenotipos descendientes. Las 

bacterias, a diferencia de los organismos eucariotas no poseen mecanismos de 

reproducción sexual, sin embargo han desarrollado tres formas de recombinación 

ampliamente conocidas, que son: conjugación, transformación y transducción. 
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1.1.1. Conjugación 

Proceso de transferencia de información genética desde una célula donadora a 

otra receptora mediante la acción del plásmido conocido como factor de fertilidad 

¨F+¨. Dicho plásmido posee alrededor de sesenta genes detectados hasta la fecha 

[33], capaces de: establecer canales moleculares de transferencia de material 

genético entre las superficies celulares (genes tra)[34], realizar integración 

cromosómica (genes IS3 y IS2) [33] y controlar las zonas de origen de replicación 

(genes ori) [34]. 

Es de interés para la comprensión de la presente investigación, conocer cuatro 

variaciones de cepas relacionadas con las distintas funciones que el plásmido ¨F+¨ 

desempeña en estas. En primer lugar se encuentran las Cepas ¨F+¨, capaces de 

transferir material genético en el proceso de conjugación a las células receptoras 

¨F-¨ que carecen de dicho plásmido. Seguidamente están las cepas de alta 

recombinación genética ¨hfr¨, las cuales al haber integrado el mencionado 

plásmido a su cromosoma, aumentan la probabilidad de transferir más material 

genético a las cepas receptoras ¨F-¨.  Cabe aclarar que existen dos tipos de estas,  

las cepas ¨hfr+¨, de alta recombinación genética que contienen el gen de exclusión 

superficial (traT, traS) [35], [36], el cual disminuye la transferencia de material 

genético entre cepas de la misma clase. Por otra parte, están las cepas de 

recombinación genética que no contienen dicho gen, llamadas ¨hfr-¨ y por tanto no 

experimentan el efecto nombrado anteriormente.  

1.1.2. Transformación 

Proceso mediante el cual la célula incorpora material genético exógeno ya sea en 

forma de cadena lineal o de plásmido, mejorando así la recombinación genética de 

las cepas que lo reciben. Existen varias técnicas de laboratorio para realizar el 

presente mecanismo cuyos principios físicos se basan fundamentalmente en la 

utilización de compuestos químicos, choques de temperatura o aplicación de 
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campos eléctricos a las membranas celulares para volverlas más permeables al 

material genético [6].  

1.1.3. Transducción 

Es el proceso en el cual hay transferencia de genes entre distintas cepas 

bacterianas por medio de virus llamados bacteriófagos, los cuales pueden infectar 

las células bacterianas de dos formas distintas. La primera, lítica, consiste en la 

transferencia del ADN presente en el virus hacia la célula receptora, cuya 

información genética obliga a dicha cepa a reproducir el virus hasta que esta 

explota, liberando muchas copias del virus original. La segunda forma de 

infección, lisogénica, que es de interés para la presente investigación, consiste en 

la integración del ADN contenido en el bacteriófago al cromosoma bacteriano, 

principio que puede aplicarse para la eliminación selectiva de genes en un 

genotipo a estudiar [37] [6].  

Los diferentes mecanismos de recombinación genética se pueden visualizar en el 

anexo A. 

1.2. Mutaciones 

Es común clasificar las mutaciones genéticas de acuerdo a la cantidad de 

nucleótidos involucrados y al efecto que estas tienen sobre el fenotipo afectado.  

 Clasificación por la cantidad de nucleótidos involucrados: Llamadas 

mutaciones puntuales y se originan por la inserción, deleción o sustitución de una 

base o grupo de estas. 

Inserción: Aparición de uno o varios nucleótidos en la secuencia original del ADN, 

generando un cambio en la lectura en la construcción de las proteínas. 

Deleción: Pérdida de nucleótidos que pueden generar un cambio de lectura en la 

construcción de proteínas. Se presenta en zonas del ADN no codificante. 
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Sustitución: Consiste en el cambio puntual de un nucleótido por otro, alterando la 

secuencia proteica original. No es frecuente en grupos de nucleótidos y se 

manifiesta tanto en zonas codificantes como no codificantes. 

Clasificación por efectos en el fenotipo afectado: Los cambios en los 

nucleótidos de las secuencias originales del AND generan codificaciones 

diferentes de las proteínas que cifran, lo cual puede o no ser apreciable en los 

fenotipos resultantes. 

Mutaciones silenciosas: Frecuentes en el ADN codificante y no afectan la 

secuencia de la proteína, debido al carácter degenerado del código genético. 

Mutaciones no silenciosas: Afectan la secuencia proteica y pueden ocasionar 

tanto efectos negativos como benéficos en el fenotipo resultante. Existen 

principalmente cuatro tipos de estas: 

Mutaciones que cambian el sentido: Consisten en la modificación de un nucleótido 

que cambia la secuencia peptídica. 

Mutaciones que no cambian el sentido: Se generan por la inserción o deleción de 

tres pares de bases en la secuencia del ADN, los cuales codifican distintos 

aminoácidos, mientras que el resto de la cadena se conserva idéntica. No afectan, 

necesariamente, la función de la proteína.  

Mutaciones que modifican el marco de lectura: Consisten en inserciones o 

deleciones que generan un desfase o alteración en la lectura de los tripletes, 

modificando notablemente la secuencia peptídica y su función proteica. 

Mutaciones con terminación prematura: Se producen cuando se forma un codón 

de parada (UAA, UAG, UGA) como consecuencia de la inserción o deleción de 

nucleótidos en la secuencia del ADN, provocando la terminación prematura de la 

síntesis de proteínas. [38] 



19 
 

2. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

2.1. Selección de cepas y medios de cultivo 

La descripción de las cepas [39][40]más utilizadas mediante le experimento 

evolutivo y posteriores análisis se presenta en el anexo B. 

Entre los medios utilizados para el cultivo de las cepas durante el experimento se 

utilizó el líquido "M9" con suplemento de 0.5% [w/v] glucosa+ 50 [ug/ml] triptófano 

+ cloruro de Sodio con un rango de concentraciones entre [0,6-0,75] M durante la 

evolución. Adicionalmente se empleó el caldo de Luria-Bertoni "LB". Por otra parte, 

se manejó el medio sólido de "LB" con agar en platos de Petri. Para experimentos 

de transformación fueron añadidos los antibióticos: cloramfenicol, kanamicina, 

ampicilina y estreptomicina cada vez que fueron requeridos. 

2.2. Evolución 

Se seleccionaron seis réplicas de cada cepa inicial para su evolución 

independiente mediante la técnica de adaptación evolutiva por lotes (anexo B).  

Las condiciones del experimento evolutivo por lotes fueron las siguientes: 

1. La inoculación en serie fue realizada cada 24-48 horas, asegurando el 

traspaso de 6-7 generaciones y empleando (1-3)% de cultivo como inóculo 

en medio fresco.  

2. La concentración de cloruro de sodio se aumentó gradualmente en un 

rango de 0,55-0,75 [M] NaCl. 

3. El experimento fue llevado a cabo hasta la obtención de aproximadamente 

150 generaciones en cada población. 
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4. Aproximadamente cada 24 generaciones se criopreservaron los cultivos; 

con el propósito de conservar los diferentes fenotipos obtenidos a lo largo 

de la evolución. 

2.2.1. Experimentos de control y escaneo 

2.2.1.1. Fitness vs. número de generaciones 

Con el fin de observar el comportamiento evolutivo de cada cepa, se utilizó el 

criterio matemático llamado coeficiente de fitness (F) (ver ecuación 1) para 

comparar cada 24 generaciones aproximadamente la velocidad de crecimiento 

bajo presión osmótica de las cepas mutantes [µmut s-1] respecto a sus 

predecesores [µpss
-1]. Con el fin de calcular la velocidad de crecimiento de cada 

cepa, se utilizó la técnica  de crecimiento de cepas en micro platos (anexo B), 

usando el equipo "Infinite® 200 PRO multimodereader¨ (TECAN, Suiza).  

[1] 

Ecuación 1. Coeficiente de fitness.    

2.2.1.2. Prueba de conservación de fenotipos 

Para descartar contaminación con microorganismos diferentes a los seleccionados 

para el experimento evolutivo, se  llevaron a cabo tres pruebas de confirmación de 

genotipos durante el transcurso de la evolución, usando la técnica PCR y gel de 

electroforesis (anexo B), amplificando la secuencia de ADN denominada 

mbhA::oriT, común en todas las cepas iniciales con el uso del iniciador delantero y 

reverso de secuencias CAGAAACCTCGGAAATACGC y 

GCATTGCTCACCTCTCAACA  respectivamente [41]. 

2.2.1.3. Prueba de conjugación 

Pruebas de conjugación entre las cepas donadoras G1-G6 y H1-H6, las cuales 

poseen un gen de resistencia a la gentamicina, junto con la receptora 
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BW25113/pCA24N, de resistencia al cloranfenicol, se realizaron con el fin de 

detectar posibles pérdidas de la habilidad conjugativa en dichas cepas durante el 

transcurso de la evolución. Dicha prueba se realizó mezclando 100 [uL] de cada 

cepa evolutiva con la misma cantidad del cultivo receptor cuando estos se 

encuentran en la fase de crecimiento exponencial durante una hora junto en el 

medio de cultivo M9 a 37 [oC]. Posteriormente, las mezclas se cultivaron en platos 

de LB con gentamicina y cloramfenicol con el fin de detectar su crecimiento o 

muerte. Adicionalmente se cultivaron las mencionadas cepas sin realizar 

conjugación en los mismos platos para contar con un control negativo del 

experimento.  

2.3. Caracterización de mutantes 

Con el fin de caracterizar las cepas mutantes obtenidas al culminar el experimento 

evolutivo, se realizaron los siguientes experimentos: 

2.3.1. Aislamiento de mutantes 

Al finalizar la evolución se realizaron cultivos en platos de Petri con medio sólido 

LB más agar para cada cultivo. Seguidamente se tomó una colonia de cada réplica 

evolutiva y se propagaron en medio liquido M9 durante aproximadamente diez 

generaciones.  

2.3.2. Pruebas de resistencia cruzada 

Debido a que los mecanismos de adaptación a la variable de estrés principal 

generados en la cepa mediante su evolución, suelen conferir resistencia cruzada 

frente a otros inhibidores [42], pruebas de determinación del coeficiente de fitness 

fueron realizadas para cada réplica evolutiva utilizando los inhibidores: exceso de 

glucosa 54 [g/L], n-butanol 0,8% [v/v] y alta temperatura 42 [oC]. 
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2.3.3. Pruebas de resistencia hiperosmótica 

Las mutantes obtenidas mediante la evolución no solo deben crecer mejor en un 

medio con altas concentraciones de inhibidor; sino también deben resistir 

condiciones de inhibición que impedirían el desarrollo de una cepa ancestral bajo 

las mismas. Con el propósito de determinar la respuesta de las mutantes 

obtenidas durante su exposición a condiciones extremas de inhibición en un corto 

periodo de tiempo, se realizaron cultivos de las cepas G1-G6, H1-H6 y A1-A6 junto 

con sus ancestros en M9 sin inhibidor hasta alcanzar la mitad de la fase de 

crecimiento exponencial (alrededor de 0.6 de densidad óptica). Ulteriormente se 

centrifugaron las muestras y se resuspendieron en el mismo medio pero esta vez 

con 5.45 [M] de NaCl como inhibidor. Seguidamente se incubaron por una hora a 

treinta y siete grados centígrados y se cultivaron en  un plato de Petri de LB para 

cada tipo de cepa (G, H y A) usando diluciones de cien, mil y diez mil veces, con el 

objetivo de tener la cantidad de células adecuadas para realizar el conteo de las 

colonias sobrevivientes. 

2.4. Secuenciación del genoma mutante 

Con el fin de conocer el genotipo de los mutantes y compararlo con el de sus 

antecesores para tratar de identificar los posibles mecanismos de resistencia 

resultantes de la evolución, se procedió a secuenciar el ADN genómico de las 

cepas G1-G6 y A1-A6. 

2.4.1. Extracción, cuantificación y verificación del ADN genómico mutante 

Se cultivaron las cepas G1-G6, A1-A6 hasta alcanzar estado estacionario; 

posteriormente se extrajo su respectivo ADN genómico usando el kit de biología 

molecular "ZymoFungal/BacterialGenomic DNA miniprep" (ZymoResearch, USA) 

(ver anexo D). En seguida, se determinó la concentración de ADN extraído usando 

el equipo "NanoDropspectrophotometer" (Thermofisherscientific, USA). 
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Posteriormente, se hizo un ensayo usando la técnica "gel electroforesis" para 

detectar su degradación o posible contaminación con ARN. 

2.4.2. Secuenciamiento y verificación de mutaciones 

Las muestras de ADN extraídas fueron enviadas al Texas A&M Genomics Center 

para su secuenciamiento usando el equipo  "IlluminaHiSeq 2000" (Illumina, USA).  

Para la identificación de las mutaciones se compararon los datos obtenidos del 

secuenciamiento tanto de las cepas mutantes e iniciales con el genoma de 

referencia MG1665 utilizando el software breseq[43], de esta manera se 

identificaron mutaciones del tipo: polimorfismo de núcleo simple, inserciones y 

deleciones de uno a varios nucleótidos en la región codificante, entre otras. 

A pesar de que las técnicas actuales de secuenciamiento gozan de gran precisión, 

es muy importante verificar que las mutaciones identificadas no son falsos 

positivos,  resultado de técnicas utilizadas en dichos métodos, por esta razón se 

utilizaron las técnicas de PCR junto con gel electroforesis y resecuenciamiento 

local para verificar las grandes inserciones y deleciones junto con polimorfismos 

de núcleo simple. 

2.4.3. Análisis de los tipos de mutaciones identificadas 

Una vez identificadas las mutaciones de las cepas, se procedió a buscar 

información acerca de los genes afectados en la base de datos "ECOCYC¨ [44] 

para la bacteria Escherichia coliK-12 MG1655 y en la literatura científica en 

general, con el fin de identificar posibles genes cuya función no haya sido 

caracterizada previamente y puedan ser objeto de estudio hacia la resistencia 

osmótica. 

http://barricklab.org/twiki/bin/view/Lab/ToolsBacterialGenomeResequencing
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2.5. Análisis del transcriptoma 

El conocimiento del nivel de expresión genético de las cepas mutantes es una 

herramienta fundamental para dilucidar sus mecanismos de adaptación, por esta 

razón se utilizaron microarreglos para determinar el nivel de sobreexpresión y 

represión de sus distintos genes comparados con los de sus cepas iniciales bajo 

las mismas condiciones de inhibición osmótica de la evolución. Las cepas 

seleccionadas para este análisis fueron: A2, A4, G2, G3, G5 y G6 junto con sus 

antecesoras 2xOriT y Δ. 

Procedimiento 

Se cultivaron las cepas mencionadas anteriormente en 5 [mL] de M9 durante doce 

horas en la noche; se diluyeron los cultivos cincuenta veces en frascos de 25 [mL] 

usando el medio M9, permitiendo su crecimiento hasta la mitad de la fase 

exponencial (densidad óptica 0,5) donde existe la mayor expresión de ARN 

mensajero; seguidamente se recuperaron las células mediante el uso de un filtro 

de 0,45 [um] de tamaño de poro y se resuspendieron en la solución 

RNAlater®(lifetechnologies, USA) para prevenir la degradación de suARNm. A 

continuación se llevó a cabo la extracción del ARN celular  usando el kit de 

biología molecular "Quick-RNA MiniprepZymoResearch" (Zymoresearch, USA) 

junto con su cuantificación y verificación mediante el uso de los equipos "Qubit® 

2.0 Fluorometer" (lifetechnologies, USA) y "Gel electrophoresischamber" (Bio-

Rad,USA) respectivamente, esto con el propósito de calcular la concentración de 

ARN extraída y verificar que no hay degradación ni contaminación con ADN. En 

seguida se ejecutó la conversión del ARN mensajero en ADN complementario 

para generar mayor estabilidad molecular utilizando la enzima "SuperScript® III 

Reverse Transcriptase" (lifetechnologies, USA). Ulteriormente se llevó a cabo la 

purificación del ADN complementario mediante precipitación con etanol, 

destruyendo el ARN mensajero remanente y eliminando sales y nucleótidos 

residuales. Posteriormente se realizó el etiquetado molecular del ADN 
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complementario mediante el uso de los marcadores químicos:Cy3, Cy5(GE 

healthcare, UK) y se hibridizó sobre el chip "E.Coli V2 gene 

expressionmicroarrays" (Agilenttecnologies, USA) para su posterior lavado y 

escaneo en el equipo Axon 4200A (molecular devices, USA). 

Manejo de datos y análisis 

La normalización y análisis estadístico de significancia de los genes 

sobreexpresados y represados se llevó a cabo  utilizando el algoritmo de 

LOWESS, [45]en el programa MIDAS, [46]y el método TM4 MeV [46] 

respectivamente. Seguidamente, se realizó un análisis de ontología génica usando 

el programa en línea DAVID [47], con el fin de conocer las funciones biológicas de 

los genes identificados anteriormente. 

2.6. Escaneo de genes 

Basados en la información del secuenciamiento genómico, se seleccionaron once 

genes cuyas mutaciones se presentaron con alta frecuencia en cada una de las 

réplicas mutantes, con el fin de realizar ensayos de crecimiento de la siguiente 

forma: 

2.6.1. Sobreexpresiónde genes 

El objetivo de esta prueba es analizar el efecto de la sobreexpresión de los genes 

mutados identificados mediante el secuenciamiento, sobre el crecimiento de una 

cepa de E. coli sin previa adaptación a la presión osmótica. 

Mediante el uso de la técnica de transformación química se construyeron cepas de 

E. coli BW25113 con los genes seleccionados: nmpC, yobF, ydjK, cadB, mreB, 

fimA, nagC, nagA, proV, treR, ydhP; presentes en el plásmido pCA24N y 

previamente extraídos con el kit de biología molecular "Zyppy™ PlasmidMiniprep" 

(ZymoResearch, USA) de la librería genética ASKA[48]. Posteriormente se 
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realizaron ensayos de crecimiento bajo condiciones de presión osmótica (0.55 [M] 

de NaCl) utilizando el medio M9 y la cepa de control BW25113 con el plásmido 

vacío pCA24N, teniendo como objetivo calcular los respectivos coeficientes de 

fitness para su posterior análisis. 

2.6.2. Pruebas de complementación 

El propósito del actual ensayo fué compensar el efecto de inactivación de las 

mutaciones detectadas en los genes nagC, nagA, fimA y proV; experimentadas 

por la mayoría de las cepas evolucionadas, mediante la transformación química de 

plásmidos derivados de pCA24N que contienen tales genes. Para esto, se empleó 

el kit de biología molecular "Zyppy™ PlasmidMiniprep" (ZymoResearch, USA) en 

la extracción de dichos plásmidos obtenidos de la librería genética ASKA [48]. 

Posteriormente se transformaron químicamente en las cepas mutantes de la 

siguiente forma: el plásmido de nagC en los mutantes G2,G5,A4,A5 y A6; el 

mismo conteniendo el gen nagA en los mutantes A1,A2 y A3; por último los genes 

fimA y proV fueron introducidos en las cepas A3, A5 y A3, A4 respectivamente. 

Para culminar, se cultivaron tales colonias bajo condiciones de inhibición osmótica 

(0.55 [M] de NaCl) y se calcularon los respectivos coeficientes de fitness para su 

posterior análisis. 

2.6.3. Deleción de genes 

La finalidad del presente experimento es construir cepas de BW25113 con la 

ausencia de los genes nagC, nagA, fimA y proV en diferentes combinaciones (ver 

anexo B), los cuales fueron inactivados en la mayoría de los mutantes durante la 

evolución, mediante el uso de la librería genética KEIO [37] y la técnica de 

transducción con bacteriófagos [49], con la finalidad de averiguar sus efectos en la 

resistencia a la presión osmótica mediante la determinación del coeficiente de 

¨fitness¨ de las cepas construidas bajo condiciones de inhibición (0.55 M de NaCl).  
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3. RESULTADOS Y ANÁ9LISIS 

3.1. Experimentos de control y escaneo 

3.1.1. Conservación de genotipos evolutivos con PCR 

Utilizando la referencia de identificación de tamaño de ADN llamada 2-log ladder 

(New EnglandBiolabs, Reino Unido) se corroboró la amplificación de la secuencia 

mbhA::oriT de tamaño aproximado de 0.6 kb, presente en las cepas evolutivas 

H1-H6, G1-G6, A1-A6 como se observa en la figura 1 (de izquierda a derecha). 

Con el presente resultado se comprueba la presencia de dichas cepas durante el 

transcurso de la evolución, descartando cualquier tipo de contaminación con otro 

cultivo biológico. 

Figura 1. Conservación de la secuencia mbhA::oriT en cepas evolutivas. 

 

 

3.1.2. Prueba de verificación de conjugación 

Se logró corroborar la transmisión y recepción de los genes de resistencia a los 

antibióticos gentamicina y cloramfenicol de las cepas evolutivas G1-G6 y H1-H6, 

ya que quedó evidenciada la capacidad de las cepas conjugadas para crecer en 

los platos de LB con la presencia de dichos antibióticos como se puede observar 

en la figura 2. Como se esperaba, no es obtuvieron colonias en el plato 

correspondiente al control negativo. 

6-3-2013 6-10-2013 

 
2-log ladder 
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Figura 2. Cultivos de las cepas evolutivas G1-G6 y H1-H6 conjugadas con 
BW25113/pC24N en platos de LB con los antibióticos cloramfenicol y gentamicina. 

 

 

3.1.3. Coeficiente de ¨fitness¨ a través de la evolución 

Durante el transcurso de la evolución, se calculó el coeficiente de fitness de ocho 

generaciones para cada población mutante, entendiéndose por población al 

conjunto de las 6 réplicas evolutivas de cada cepa ancestral 2xOriT, Δ y Hfr 

(figura 3). 

Figura 3. Coeficiente de fitness de las poblaciones evolutivas de 2xOriT, Δ y Hfr a través 
del experimento evolutivo. 

 

Fuente: [41] 

Control negativo 

G1-G6 
H1-H6 

BW25113/pCA24N BW25113/pCA24N 

A1-A6 

BW25113/pCA24N 
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Es natural evidenciar una mayor sensibilidad por parte de las cepas con alta 

recombinación genética Hfr+ y Hfr- hacia el inhibidor osmótico NaCl, en 

comparación con la población asexual 2xOriT, durante el transcurso de las 

primeras cuarenta generaciones aproximadamente. Debido a esto, no se puede 

afirmar con plena seguridad que la notable mejoría en el crecimiento celular 

experimentado por las cepas Hfr+ y Hfr- por encima de la población no 

recombinante (2xOriT), entre las generaciones treinta y cinco y sesenta y cinco 

aproximadamente, se debe exclusivamente a fenómenos de recombinación 

genética, ya que en los experimentos evolutivos es ampliamente conocido que 

entre mayor sea la presión del agente inhibidor de la evolución, más rápidamente 

se verán los efectos de adaptación de los fenotipos mutantes. Finalmente,  los tres 

tipos de poblaciones en evolución obtuvieron aproximadamente el mismo valor de 

coeficiente de fitness al culminarse esta, el cual estuvo alrededor de 0.4, resultado 

del que se puede concluir que el sistema de alta recombinación genética 

propuesto para la evolución es como mínimo igual de eficiente que el modelo 

asexual de evolutivo. 

3.2. Caracterización de mutantes 

3.2.1. Pruebas de resistencia cruzada 

Se verificó un aumento significativo en la velocidad de crecimiento de todas las 

cepas mutantes con respecto a sus ancestros bajo las condición de inhibición de 

0.65 [M] de NaCl, como era de esperarse debido a la evolución directa hacia dicho 

inhibidor. Por otra parte, solamente las cepas G3, G4, H4 y H6 presentaron una 

mejoría en su coeficiente de fitness respecto a sus antecesores frente a los 0.3 [M] 

de glucosa de inhibición, esto puede significar la existencia de rutas evolutivas 

diferentes a las de las demás cepas mutantes. Seguidamente se observó un 

detrimento estadísticamente significativo en todas las velocidades de crecimiento 

de las cepas mutantes bajo la condición de inhibición de 0.8% [v/v] de n-butanol, 

con lo que se concluye que los mecanismos de evolución presentes en dichas 
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cepas son inútiles para la resistencia a dicho inhibidor. Finalmente se determinó 

que únicamente las cepas G2 y H4 tuvieron un coeficiente de fitness mayor a cero 

cuando se incrementó la temperatura de incubación en cinco grados centígrados, 

sin embargo, dicho incremento para la cepa G2 es muy pequeño respecto al de 

H4, razón por la cual se puede especular que solamente la última cepa mutante 

puede tener un mecanismo de evolución diferente a las demás, el cual le confiere 

dicha resistencia cruzada (figura 4). 

Figura 4. Coeficiente de fitness de las cepas mutantes bajo diferentes condiciones de 
inhibición. A) 0.65 [M] de NaCl, B) 0.3 [M] de glucosa ,C) 0.8% [v/v] de n-butanol,D) 42 
[oC]. Las barras de error tienen un intervalo de confianza de 95% para una distribución 

 

Fuente: [41] 



31 
 

3.2.2. Prueba de resistencia hiperosmótica 

La tasa de dilución donde se puede apreciar el número de colonias sobrevivientes 

cuando estas son expuestas a 5.45 [M] de NaCl fue de diez mil veces para todas 

las cepas. En el caso de las mutantes A1-A6 ninguna presentó una alteración 

significativa en su crecimiento debido a los efectos del NaCl, ya que se pueden 

contar aproximadamente el mismo número de colonias en cada réplica (figura 5). 

Por otra parte, para el caso de las cepas H3, G3 y G6 dicha condición de 

inhibición fue suficiente para impedir el crecimiento de estas, lo cual implica que la 

supervivencia bajo condiciones extremas de inhibición versus el crecimiento a 

bajas concentraciones (alrededor de 0.85 [M] de NaCl) requiere mecanismos 

divergentes de evolución. 

Figura 5. Número de colonias mutantes A, G y H, resultantes de la inhibición 
hiperosmótica. A) Mutantes A1 hasta A6 con dos réplicas de su ancestro 2xOriT, B) 
Mutantes H1 hasta H6 con dos réplicas de su ancestro Hfr, C) Mutantes G1 hasta G6 con 
dos réplicas de su ancestro Δ. Todas las cepas están organizadas de izquierda a derecha 
en orden ascendente. 

 

  

3.3. Secuenciamiento 

3.3.1. Análisis de las mutaciones identificadas 

Como resultado del secuenciamiento genómico de las cepas G1-G6 y A1-A6, se 

construyó una lista de todos los genes mutados por cepa, con la respectiva 

función biológica de la proteína que codifica, utilizando la base de datos ECOCYC 

[44], y el tipo de mutación obtenida (anexo C). 

G3 &G6 H3 

A  

 

B  C 
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Entre las mutaciones identificadas anteriormente, vale la pena resaltar la 

importancia de seis de ellas como posibles contribuidoras en el desarrollo de los 

mecanismos de adaptación experimentados por las cepas evolucionadas. Tales 

variaciones son descritas en detalle a continuación, además, es posible observar 

sus efectos en la función biológica celular mediante la figura 6. 

Figura 6. Efectos biológicos de las mutaciones genéticas en las cepas mutantes. A) 
Citoplasma celular, B) Membrana celular. Los genes mutados son numerados de uno a 
seis de acuerdo a la descripción siguiente a la presente figura. 

 

 

1. Mutaciones del operón nagBACD[50]: Ocho de doce cepas evolucionadas 

presentaron mutaciones de inactivación, ya sea de los genes nagC o nagA, cuyas 

funciones son el control de expresión de dicho operón, el cual interviene en el 

aprovechamiento y degradación de amino azúcares como la N-acetil-D-
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glucosamina y la glucosamina [51] [52]. Es posible plantear la hipótesis de que el 

mecanismo adaptativo hacia el estrés osmótico haga esfuerzos en disminuir 

gastos energéticos de la célula en la degradación de la N-acetilglucosamina, ya 

que se ha reportado previamente [53] que dicho compuesto es fundamental en la 

construcción de la capa de peptidoglicano presente entre las membranas celulares 

interna y externa, la cual podría conferir mayor resistencia hacia la presión 

osmótica. 

2, 6. Mutación no silenciosa de cambio de sentido de los genes mreB y mrdA: 

Tales mutaciones se presentaron en cinco cepas mutantes (A1, A2, A5, A6 y G6), 

de lo cual podría inferirse que cambios en la morfología celular podrían estar 

relacionados con los mecanismos de resistencia a la presión osmótica presentes 

en dichas cepas, ya que dichos genes están relacionados con la regulación del 

tamaño celular [54] y el mantenimiento de la forma alargada de las cepas de 

E.coli[55]. 

3. Mutación de duplicación de una región de 84 pares de bases en el gen rpoC: 

Tales modificaciones genéticas se presentaron en las cepas G3 y G4. Dicho gen 

codifica la subunidad β' de la ARN polimerasa [56], responsable de la transcripción 

de todo el genoma de E. coli y por tanto de cualquier alteración fenotípica 

obtenida. Además, se ha encontrado en la literatura que en previos experimentos 

evolutivos se han presentado tales alteraciones genéticas [57] en el mismo gen, lo 

cual es un buen indicio de que se pueden obtener mecanismos de resistencia a la 

presión osmótica por tal ruta. Finalmente, se corroboró mediante la técnica de 

microarreglos (ver sección 3.5) que la cepa G3 tuvo mayor número de genes 

sobreexpresados en comparación a las demás mutantes, lo cual hace al presente 

mecanismo adaptativo responsable del mejoramiento de la resistencia a la presión 

osmótica en dicha cepa. 

4, 5. Mutaciones de inactivación de los genes proV y fimA a causa de la inserción 

de los transposones IS1 e IS186: Tales alteraciones genéticas fueron encontradas 
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en las cepas A3, A4 y A5. Las funciones celulares de los mencionados genes son, 

codificar una subunidad de la proteína transportadora [58][59] de la molécula 

osmoprotectora de glicina betaína [60] y regular la producción de las proteínas 

responsables de la formación de las fimbrias celulares [61], cuya sobreexpresión 

ha sido documentada previamente bajo condiciones de presión osmótica [62], 

razón por la cual se cree que la inhibición en la producción de tal organelo 

responde a un mecanismo de adaptación en el cual las cepas mutantes utilizan la 

energía proveniente de las moléculas carbonadas para otras funciones celulares 

de mayor relevancia. Por otra parte, se considera que la inactivación del gen proV 

se debe a la ausencia de la molécula de glicina betaína en el medio evolutivo M9, 

a pesar de que se ha reportado previamente su activación en extensos estudios 

de resistencia osmótica [63][64]. 

3.4. Sobreexpresión, complementación, y deleción de genes 

3.4.1. Sobreexpresión de genes 

Como se puede observar en la figura 7A, la sobreexpresión individual de los 

genes cadB, ydhp, treR, proV y nagA en la cepa BW25113resulta en un 

detrimento estadísticamente significativo en la velocidad de crecimiento 

comparado con la misma cepa sin sobreexpresión alguna. Dichos resultados son 

consecuentes con el hecho de que los nombrados genes fueron inactivados en la 

mayoría de las cepas evolucionadas. Por el contrario y sorpresivamente, se 

obtuvo un coeficiente de fitness para la cepa BW25113/ydjK mejor que el de su 

cepa de referencia, generando así la posibilidad de realizar una investigación más 

detallada de dicho gen, cuya función es de transporte de un metabolito hasta 

ahora desconocido [65]. Finalmente, no se observó un incremento significativo en 

el coeficiente de fitness para la sobreexpresión de los genes nmpC, yobF, mreB y 

fimA. 
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3.4.2. Complementación de genes 

Se determinaron los coeficientes de ¨fitness¨ para las mutantes construidas por 

complementación de genes (figura 7C y D). Se comprobó el efecto favorable 

hacia la resistencia osmótica que tiene la inactivación de los genes nagA y nagC 

en los mutantes A1, A2, A3 y G5, A4 respectivamente. Sin embargo, para el caso 

de la compensación del ya nombrado gen nagC en las cepas G2, A5 y A6, no se 

obtuvieron diferencias significativas en las velocidades de crecimiento que 

permitan establecer un efecto global causado por la inactivación de dicho gen en 

el crecimiento de las mutantes generadas, por lo cual se puede especular que la 

obtención de coeficientes de fitness diferentes para cada cepa se debe a 

mecanismos de adaptación divergentes experimentados en cada mutante. De la 

misma forma, la inactivación de los genes fimA y proV en las cepas A3, A5 y A3, 

A4 respectivamente, generaron efectos diferentes en sus velocidades de 

crecimiento, lo cual no permite establecer una hipótesis clara acerca de los 

mecanismos de adaptación relacionados a dichos genes. 

3.4.3. Deleción de genes 

Se calcularon los coeficientes de fitness para las cepas construidas en la sección 

2.6.3del procedimiento experimental(figura 7B). Solamente las cepas P, CP, AF y 

CFP experimentaron un mejoramiento significativo en su velocidad de crecimiento 

con respecto a la cepa de referencia BW25113, de las cuales únicamente la 

combinación CP se encuentra inactivada en las cepas mutantes. Cabe resaltar la 

importancia que tiene la generación de cepas resistentes a las condiciones de 

presión osmótica de una manera rápida y a partir de cepas no evolucionadas, 

mediante la utilización de la información genética de las cepas mutantes obtenida 

del secuenciamiento y el uso de la técnica de transducción con bacteriófagos.  
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Figura 7. Coeficientes de fitness de las pruebas de sobreexpresión, complementación y 
deleción de genes bajo la condición de inhibición de 0.55 [M] de NaCl en el medio de 
cultivo M9. (A) Sobreexpresión, (B) Complementación, (C) y (D) Deleción. 

 

.Fuente: [41].  

3.5. Microarreglos. 

3.5.1. Genes sobreexpresados y represados. 

Como resultado del análisis de los datos generados en el experimento de 

microarreglos,  se encontraron un total de 432 genes sobreexpresados y 479 

represados en todas las cepas analizadas (anexo C). Además, a pesar que cada 

mutante posee un perfil de expresión genético diferente, se detectó la 
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sobreexpresión y represión de varios genes comunes entre las cepas estudiadas 

(anexo C). 

3.5.2. Análisis del perfil de expresión genético de las cepas mutantes. 

Entre los perfiles genéticos determinados a través de la técnica de microarreglos, 

se determinaron patrones de expresión que se pueden clasificar en las siguientes 

categorías de funciones biológicas: 

1. Importación de moléculas osmoprotectoras: Los genes relacionados con el 

transporte y metabolismo de sulfonatos hacia el interior de las células de E. coli, 

fueron frecuentemente sobreexpresados en las mutantes estudiadas. Sin 

embargo, a pesar de la ausencia de sulfonatos en el medio de inhibición, es 

posible que dichos genes tengan la facultad de importar otro tipo de moléculas, ya 

que se ha reportado previamente su importancia en el transporte de moléculas 

osmoprotectoras hacia el interior celular como la taurina, bajo condiciones de 

presión osmótica [66]. 

2. Importación de triptófano hacia las cepas mutantes: Se presentó la 

sobreexpresión del par de genes tnaAB, relacionados con el transporte y 

catabolismo [67] del aminoácido triptófano, posiblemente como un mecanismo 

para optimizar la absorción de tal compuesto del medio evolutivo con el objetivo de 

compensar la inhabilidad de las cepas en su producción. El gen tnaA tiene la 

facultad de convertir el ya mencionado aminoácido en piruvato y posteriormente 

en indol, molécula  que está fuertemente relacionada con la formación de 

biopelículas celulares [68][69][70], mecanismo que puede contribuir a la 

resistencia osmótica. Adicionalmente, se han reportado en la literatura mutaciones 

del gen tnaA en previos experimentos evolutivos con E. coli hacia otros inhibidores 

[71]. 

3. Absorción y aprovechamiento de compuestos de hierro: La sobreexpresión de 

los genes entCEFH, feoB, fepG y fiu involucrados con el aprovechamiento del 
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hierro [72][73] ha sido también reportada en previos experimentos evolutivos hacia 

el inhibidor n-butanol [74][75]. Perturbaciones en la ruta metabólica del hierro de 

las cepas mutantes pueden por lo tanto influir en los mecanismos de resistencia a 

la presión osmótica experimentados por dichas cepas, a pesar de que el nivel de 

expresión genética de fiu fue represado en los mutantes G2 y G6. 

4. Metabolismo de compuestos carbonados: Se detectó la sobreexpresión del gen 

csrA en las cepas G2, G3 y G5, el cual es un regulador del metabolismo de 

carbohidratos relacionados con la biosíntesis [76] y degradación [77] de glicógeno. 

Tal polisacárido a su vez actúa como una molécula de almacenamiento de energía 

para las funciones celulares, de lo que podría especularse la existencia de 

cambios significativos en la eficiencia de la obtención energética a partir de 

diferentes fuentes de carbono. Es posible que tal mecanismo adaptativo 

contribuya al mejoramiento de la resistencia de los mutantes a la presión 

osmótica.  

5. Composición de la membrana celular externa: La sobreexpresión del operón 

ompACGLX, detectada en las cepas mutantes puede conferirles mecanismos de 

resistencia a la presión osmótica, ya que es conocido que la sobreexpresión del 

gen ompA permite importar compuestos hasta ahora desconocidos a través de la 

membrana celular [78] y ayuda a realizar la conjugación generada por el factor F 

[79]. De la misma forma, se ha reportado que la activación del gen ompC está 

relacionada con la adherencia de la membrana celular externa a la capa de 

peptidoglicano[80]. Al mismo tiempo, existe la posibilidad de transportar solutos de 

gran (>600 daltons) y pequeño (600 daltons) tamaño cuando los genes ompG y 

ompL son respectivamente sobreexpresados [81][82]. Adicionalmente, se ha 

reportado la activación del gen ompX cuando cepas de E. coli son sometidas a 

factores de inhibición osmóticos [83].  

6. Composición de la capa intermembranaria de peptidoglicano: La lipoproteína de 

mureína, producida por el gen lpp[84], fue sobreexpresada en cuatro mutantes 
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diferentes (A2, A4, G2, G3), lo cual parece indicar una adherencia más fuerte de la 

capa de peptidoglicano junto con la membrana celular externa, con el fin de 

endurecer la envoltura celular para generar mayor resistencia a los factores de 

presión osmótica externos. 

Finalmente, se presenta un diagrama ilustrativo (ver figura 8) de las funciones 

biológicas llevadas a cabo por los genes que mayor influencia pueden tener en los 

mecanismos de adaptación a la presión osmótica descritos previamente. 

Figura 8. Efectos biológicos de la sobreexpresión y represión genética detectada en las 
cepas mutantes con el experimento de microarreglos. Los genes sobreexpresados son 
resaltados en color rojo y numerados de acuerdo a la descripción previa a la presente 
figura. Los genes represados son resaltados en color verde. 
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4. CONCLUSIONES 

Como resultado del experimento evolutivo se obtuvo un aumento en la tolerancia a 

la presión osmótica de 0.55 [M] a 0.75 [M] de NaCl en las cepas mutantes. Sin 

embargo, no se presentó el efecto de resistencia cruzada hacia los inhibidores n-

butanol, exceso de glucosa y altas temperaturas de incubación como es reportado 

en la literatura usualmente. 

El secuenciamiento genómico de las cepas mutantes G1-G6 junto con A1-A6, 

reveló mutaciones relacionadas con el catabolismo de la N-Acetil-Glucosamina, la 

regulación de la forma celular (mreB), el aprovechamiento de moléculas 

osmoprotectoras y la regulación del nivel de expresión genético debido a 

variaciones en la secuencia genómica del factor de transcripción global rpoC. 

A nivel de expresión genético, los genes relacionados con la expresión de porinas, 

la síntesis de la membrana y capa de peptidoglicano celular, el metabolismo de 

hierro y aprovechamiento de sulfonatos fueron significativamente perturbados en 

varios de los mutantes obtenidos respecto a sus cepas antecesoras y pueden ser 

los futuros pilares de investigación en la profundización del presente trabajo 

investigativo. 
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ANEXOS 

Anexo A.  Mecanismos de recombinación genética bacteriana. 

Figura 9. Mecanismos de recombinación genética bacteriana. Conjugación: (a) Entre ¨F+¨ 
y ¨F-¨ .(b) Entre ¨Hfr¨y ¨F-¨. Transformación: (b) Con fragmentos de ADN lineal. (c) Con 
plásmidos. Transducción: (d) Lítica. (e) Lisogénica. 

 

Fuente: [6] 

(c) (d) 

(e) 
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Anexo B.  Procedimiento experimental. 

 

Tabla  1. Cepas utilizadas durante el experimento. 

Evolución 

Nombre Abreviatura Descripción 

Hfr-2xSFX+ Hfr 

Tiene la habilidad de realizar conjugación. Posee el gen de 

exclusión superficial. Contiene un marcador de resistencia a 

la gentamicina. Obtenida de [39] 

Hfr-2xSFX- Δ 

Posee la habilidad de realizar conjugación. Carece del gen 

de exclusión superficial. Contiene un marcador de 

resistencia la gentamicina. Obtenida de [39] 

2xOriT 2xOriT 
No posee la habilidad de realizar conjugación. Usada como 

un control asexual. Obtenida de [39] 

BW25113 BW25113 

Usada para experimentos de sobreexpresión y deleción de 

genes relacionados con la resistencia osmótica. Obtenida 

de: Coli Genetic Stock Center, Yale University. [40] 

BW25113 

/pCA24N 

BW25113 

/pCA24N 

Contiene un marcador de resistencia al cloramfenicol. Es 

utilizada para el control de conjugación de las cepas Hfr y  

Δ durante la evolución. Construida en el proyecto. 

 

Tabla  2. Nomenclatura usada para los cultivos empleados en la evolución. 

Cepainicial 
Nombre de réplica 

1 2 3 4 5 6 

Hfr H1 H2 H3 H4 H5 H6 

Δ G1 G2 G3 G4 G5 G6 

2xOriT A1 A2 A3 A4 A5 A6 
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Tabla  3. Cepas con deleción (∆) de genes. 

  Cepa obtenida Abreviatura 
Método de 
obtención 

Una 
deleción 

BW25113/∆(nagC) C Librería KEIO 

BW25113/∆(nagA) A Librería KEIO 

BW25113/∆(proV) P Librería KEIO 

BW25113/∆(fimA) F Librería KEIO 

Dos 
deleciones 

BW25113/∆(nagC)∆(fimA) CF 
Transducción con 
bacteriófago P1 

BW25113/∆(nagC)∆(proV) CP 
Transducción con 
bacteriófago P1 

BW25113/∆(nagA)∆(fimA) AF 
Transducción con 
bacteriófago P1 

BW25113/∆(nagC)∆(proV) AP 
Transducción con 
bacteriófago P1 

BW25113/∆(fimA)∆(proV) FP 
Transducción con 
bacteriófago P1 

Tres 
deleciones 

BW25113/∆(nagC)∆(fimA)∆(proV
) CFP 

Transducción con 
bacteriófago P1 

BW25113/∆(nagA)∆(fimA)∆(proV
) AFP 

Transducción con 
bacteriófago P1 
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Técnica de crecimiento de cepas en microplatos. 

En la presente técnica se mide la absorbancia o densidad óptica de un cultivo 

bacteriano líquido con el fin de determinar su curva y velocidad de crecimiento 

utilizando una fuente [600 nm] y receptor de luz antes y después de la muestra 

para cuantificar la cantidad de luz absorbida por este. Los datos obtenidos durante 

el crecimiento del cultivo son utilizados para calcular su velocidad de crecimiento 

mediante la linearización de la curva de crecimiento en la fase exponencial 

(ecuación 2).[85] 

(Ecuación 2) 

Donde  es la velocidad de crecimiento en [s-1], OD es la absorbancia y t el 

tiempo de crecimiento en [s]. 

Procedimiento: 

Añadir 95  de medio de cultivo M9 y 5  de cultivo bacteriano inoculador 

realizado previamente (durante la noche anterior) a cada canal del 

microplato(Thermofisherscientific, USA) a utilizar. Posteriormente, introducir las 

muestras en el ¨Infinite® 200 PRO multimodereader¨ (TECAN, Suiza) y utilizar el 

protocolo de agitado a 37 °C durante la elaboración de la curva de crecimiento. 

Finalmente, detener el proceso de mezclado e importar los datos recolectados en 

un archivo .xls para realizar el cálculo de la velocidad de crecimiento con la 

ecuación 2. 
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Técnica de PCR 

La PCR es una técnica mediante la cual se pueden amplificar secuencias de ADN 

como producto de la reacción de elongación a partir de el uso de primers y la 

enzima ADN polimerasa. Dicha técnica se basa en la repeticion de tres procesos, 

los cuales son descritos e ilustrados a continuación en la figura 10. 

Figura 10. Etapas del proceso de PCR. 

 

Fuente: [86] 

1. La desnaturalización de las dos cadenas de ADN a una temperatura elevada 

(cerca de 95 [°C]) para producir moléculas de ADN monocatenarias. 

2. La hibridación oanneling de los primersoligonucleóticos complementarios a las 

secuencias de los extremos del ADN por amplificar (para ello se baja la 

temperatura hasta valores normalmente comprendidos entre 40 y 65 [°C]). 

3. La reacción de elongación a partir de los primers usando una enzima ADN 

polimerasa termoestable. 

Posterior a las nombradas tres etapas, los productos de elongación se 

desnaturalizan de nuevo por calor y se repite el proceso, de manera que en cada 
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ciclo el número de copias de ADN se duplica, por lo que se obtienen 2n moléculas 

después de n ciclos. 

Técnica de gel de electroforesis 

La técnica de electroforesis separa fragmentos de ADN en función de su carga 

eléctrica, tamaño y nivel de enrollamiento, aplicando muestras de este en una 

matriz de agarosa de tamaño de poro constante y generando un campo eléctrico, 

el cual permite la migración de tal molécula hacia el polo positivo de la cámara de 

electroforesis. Se espera que los fragmentos más pequeños y enrollados de ADN 

migren con menor dificultad a través de la matriz. Por otra parte, es fundamental 

utilizar bromuro de etidio(lifetechnologies, USA) como marcador químico del ADN 

y la sustancia conocida como ¨ADN ladder¨(New Englandbiolabs, UK) para 

determinar la cantidad y el tamaño de los fragmentos separados. 
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Anexo C.  Análisis de resultados. 

 

Tabla  4. Mutaciones identificadas con el secuenciamiento genómico. Las mutaciones IS1 
[91] junto con IS186 [92] corresponden a transposones [93] que inactivan la función del 
gen que la presenta. 

Cep
a 

Gen 
mutado 

Tipo de 
mutación Función Conocida. 

G1 
nmpC,ess

D PNS Proteína de membrana exterior (holina) 

  cadB PNS Producir lisina, transportadora de cadaverina 

G2 nagCD Deleción Metabolismo de amino azúcares 

  yhdP PNS Desconocida 

G3 rpoC 
Duplicació

n Subunidad de la ARN polimerasa 

  treR PNS Regulador del nivel de trehalosa 

G4 rpoC 
Duplicació

n Subunidad de la ARN polimerasa 

  hisC PNS Biosíntesis de histidina 

G5 nagCD Deleción Metabolismo de amino azúcares 

G6 mrdA PNS Proteína 2 de adherencia a la penicilina 

  rpsA PNS Proteína ribosomal 

  ydjK PNS Transportador de una molécula desconocida 

A1 nagA Deleción 
Producción de N-Acetilglucosamina-6-fosfato 

deacetilasa 

  bcr PNS Proteína de eflujo de drogas 

  mreB PNS Proteína de control del ancho de la célula 

A2 nagA Deleción 
Producción de N-Acetilglucosamina-6-fosfato 

deacetilasa 

  mreB PNS Proteína de control del ancho de la célula 

A3 nagA PNS 
Producción de N-Acetilglucosamina-6-fosfato 

deacetilasa 

  proV IS1 
Glicina Betaina, transportador molecular 

relacionado con tolerancia omsótica 

  msrB PNS 
Detención en la reducción del aminoácido 

metionina 

  fimA IS186 Adhesión fimbrial a la superficie de otras células 

A4 nagCD Deleción Metabolismo de amino azúcares 

  proV IS1 
Glicina Betaína, transportador molecular 

relacionado con tolerancia omsótica 

  yejM Duplicació Proteína de la membrana celular interna de 
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n función esencial desconocida 

A5 nagCD Deleción Metabolismo de amino azúcares 

  mreB PNS Proteína de control del ancho de la célula 

  fimA IS186 Adhesión fimbrial a la superficie de otras células 

A6 nagC Inserción Metabolismo de amino azúcares 

  mreB PNS Proteína de control del ancho de la célula 

  bglB Deleción 
Producción de 6-fosfo-β-glucosidasa, hidrólisis de 

enlaces glucosídicos. 

  
yobD, 
yebO PNS Proteína de membrana celular interior 

 

Microarreglos 

La tecnología de microarreglos sirve para determinar cuáles genes son 

expresados por un organismo bajo ciertas condiciones definidas[94]. Su 

funcionamiento puede explicarse en cuatro etapas fundamentales, que son:  

La tecnología de microarreglos es utilizada, entre otras cosas, para determinar la 

diferencia en los niveles de expresión genética de cepas obtenidas como resultado 

de un experimento de evolución y sus predecesoras. Su funcionamiento puede 

explicarse en cuatro etapas fundamentales, que son: 

1. Realización del procedimiento experimental: Mediante la activación de los 

genes de la cepa a evolucionada y su predecesor, bajo su exposición a las 

condiciones deseadas, se procede a realizar el aislamiento del ARNm producido 

en la mitad de la fase de crecimiento exponencial, convirtiéndolo rápidamente en 

ADNc con el uso de una enzima de transcripción reversa [95] para evitar su 

degradación y diferenciándolo con los marcadores químicos Cy5 y Cy3 

respectivamente [96] para una fácil detección. Posteriormente, aprovechando el 

principio de complementariedad de cadenas de ADN, estas son mezcladas e 

hibridizadas junto con el chip de genes [97], el cual contiene secuencias de 

oligonucleótidos que representan los genes de interés en el organismo que se 

desea estudiar. 

http://www.atdbio.com/content/32/Cyanine-dyes-Cy3-Cy5-and-others
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2. Colección de datos: Una vez hibridizado el ADNc, se procede a la excitación de 

las moléculas de etiquetado químico Cy3 y Cy5 mediante el uso de láseres 

monocromáticos de longitud de onda de 532 y 635 [nm] respectivamente, la cual 

es detectada por espectrofotómetros y superpuesta para crear una imagen 

compuesta, cuya relación de colores representa el nivel de expresión genética de 

ambas cepas, siendo el amarillo el radio de expresión genética neutral. 

Finalmente, dicha información es almacenada para su posterior análisis. 

3. Transformación y normalización de datos: Ulterior al almacenamiento de 

imágenes, estas son procesadas y convertidas a valores numéricos con el objetivo 

de simplificar la detección de patrones en los niveles de expresión genética 

mediante el uso del algoritmo de normalización ¨LOWESS¨ [45][98]. 

4. Análisis de significancia estadística de los perfiles de expresión genéticos: Con 

el fin de establecer la veracidad en los niveles de expresión genética obtenidos 

experimentalmente se utilizó el método estadístico ¨rankproducts¨ para un valor p 

de 0.1 [99] mediante el uso del programa ¨TM4 Microarray Software Suite¨ [46]. 

Tabla  5. Genes sobreexpresados de interés para la resistencia a la presión osmótica 
encontrados en las mutantes A2, A4, G2, G3, G5 y G6 mediante el ensayo de 
microarreglos. 

Genes sobreexpresados 

Gen Función Cepas 

acrZ Respuesta al estrés de la envoltura celular A4,G2,G3,G5,G6 

ssuD 
Aprovechamiento de alcanosulfonatos para 

crecimiento celular G2,G3,G5,G6 

proV Subunidad transportadora de glicina betaina G3,G5 

proW Subunidad transportadora de glicina betaina A4,65 

proX Subunidad transportadora de glicina betaina A4,G3,G5,G6 

tnaA Absorción y metabolismo del triptófano G2,G3,G5,G6 

tnaB Transportador de triptófano G2,G4,G6 

entC Isocorismatosintetasa G3 

acs Acetil-coenzima-A sintetasa G5,G6 

ymdC Cardiolipinasintetasa G2 

fabF beta-cetoacil-acp-sintetasa G6 

nagC Represor del operon NAG A4,G2 

arnC Proteina de membrana interna, resistencia a A2,A4 
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poliximina 

lpp 
Lipoproteina de mureina, sintesis de la pared 

de peptidoglicano A2,A4,G2,G3 

ompA 
Porina A de membrana externa, difusión de 

solutos hacia la célula. G2 

ompC 
Porina C de membrana externa, difusión de 

solutos hacia la célula. G2,G3,G5,G6 

ompG 
Porina G de membrana externa, difusión de 

solutos hacia la célula. A2,A4 

ompL 
Porina L de membrana externa, difusión de 

solutos hacia la célula. A2,A4 

ompX 
Porina X de membrana externa, difusión de 

solutos hacia la célula. A2,A4,G3,G5 

feoB Transportador de hierro G5 

fepG Subunidad transportadora de enterobactina G5 

fiu 
Receptor de aprovechamiento de compuestos 

de hierro G3 

ssuA Transportador de sulfonatos G2,G3,G5 

ssuC Transportador de sulfonatos A2,A4,G2,G3,G6 

tauA 
Subunidad transportadora de la molécula 

osmoprotectora taurina G2,G3 

tauB 
Subunidad transportadora de la molécula 

osmoprotectora taurina G2,G3,G6 

tauC 
Subunidad transportadora de la molécula 

osmoprotectora taurina A4,G2,G3,G5,G6 

entE Sintesis de enterobactina G3 

entF Sintesis de enterobactina G3,G5 

entH Sintesis de enterobactina G3 

tauD Sintesis de la enzima tarina-dioxigenasa G3,G6 

fadM 
Tioesterasa de la acil-coenzima-A, oxidación 

del ácido oléico. G2,G3,G6 

ssuE Flmanín-mononucleótidoreductasa G2,G3,G5,G6 

ydcH Proteina de función desconocida hasta la fecha G2,G3,G5,G6 

yodC Proteina de función desconocida hasta la fecha G2,G3,G5,G6 

csrA Regulación del metabolismo de carbono G2,G3,G5 
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Tabla  6. Genes represados de interés para la resistencia a la presión osmótica 
encontrados en las mutantes A2, A4, G2, G3, G5 y G6 mediante el ensayo de 
microarreglos. 

Represados 

Gen Función Cepas 

yegR Proteína de función desconocida hasta la fecha A4,G2,G3,G5,G6 

rfaZ Proteína de biosíntesis de lipopolisacáridos A2,A4 

nagB Glucosamina-6-fosfatasa deaminasa A4,G2,G3,G5,G6 

nagE Metabolismo de N-acetil-glucosamina G2,G3,G5 

nagA N-acetil-glucosamina-6-fosfato diacetilasa G2,G3 

fabD Malonil-coenzima-A transacilasa G6 

ydeO Respuesta celular a la resistencia de ácidos G2,G3,G5,G6 

rpoB Subunidad beta de la ARN polimerasa A2,A4 

rpoC Subunidad beta prima de la ARN polimerasa A2,A4 

rpoE Factor 24 sigma de la ARN polimerasa A2,A4 

fimB 
Promotor del gen fimA, responsable de la 

generacion de fimbrias celulares G6 

bamC 
Biogénesis de lipoproteinas de la membrana 

celular externa A2,A4 

kdsB 
Síntesis de la enzima ¨3-deoxy-manno-

octulosonate cytidylytransferase¨ A2,A4 

mltD Síntesis de una subunidad de transglicosilasa A2,A4 

murC Síntesis de la enzima alanina-ligasa A2,A4 

murI Síntesis de glutamato-racemasa A2,A4 

ompF 
Síntesis de la porina F de la membrana celular 

externa G3,G6 

wbb Proteína de biosíntesis de lipopolisacáridos A2,A4 

acrA Sistema de eflujo de compuestos químicos G6 

acrE Proteína de la membrana citoplasmática G5 

amiB 
Síntesis de la enzima N-acetilmuramil-L-alanina-

amidasa A4,G2,G3,G5,G6 

flgJ 
Muromidasa, catálisis de hidrólisis de uniones 

beta 1,4 de N-acetil-D-glucosamina G5 

fimC Síntesis de los organelosfimbriales G5,G6 

fimA Síntesis de los organelosfimbriales G6 

fimD Síntesis de los organelosfimbriales G5 

fimG Síntesis de los organelosfimbriales G5 

fimI Síntesis de los organelosfimbriales G6 

ydeN Proteína de función desconocida hasta la fecha A2,A4,G3,G5 

fiu 
Receptor de aprovechamiento de compuestos de 

hierro G2,G6 

cirA 
Receptor de compuestos de la membrana celular 

externa, familia de las porinas G6 
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efeO 
Proteína periplástica involucrada en el transporte 

de iones de hierro G6 

fecD 
Subunidad de la proteína tipo ABC transportadora 

de compuestos de hierro G5 

fepA 
Subunidad transportadora de enterobactina en la 

membrana celular externa G6 

ydeM Proteína de función desconocida hasta la fecha G2,G3,G5 

rtcB Proteína de función desconocida hasta la fecha G3,G5,G6 

 

 

Figura 11. Número de genes sobreexpresados (a)  y represados (b) comúnmente entre 
las cepas mutantes. 

 

 

(a) 

(b) 


