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Para las metodologias de ADN recombinante, los bidlogos moleculares emplean mutantes de Escherichia coli que
son adquiridos de kit comerciales o de colecciones microbianas especializadas. En la practica estos mutantes son
conservados por pases sucesivos o en un banco poco caracterizado. No seguir el sistema de lotes de siembra (lote
de siembra de referencia y lotes de siembra de trabajo) y la falta de controles sistematicos, puede llevar a la pérdida
de las caracteristicas originales de las cepas y afectar la calidad de los resultados experimentales. Por otra parte, la
propia dindmica de los laboratorios de investigacion hace que sea poco practico realizar las extensas verificaciones
propias del trabajo de las colecciones microbianas. El objetivo de este articulo es proponer un método de evaluacion
de pureza y estabilidad genética que permita la verificacion de varios mutantes de E. coli en un solo ensayo. En ¢l
se definen los criterios de seleccion para el disefio de medios de cultivos especificos. Se realizan diluciones seriadas
de los cultivos crecidos en medio Luria Bertani y se emplea como método de siembra las trazas de dilucion. Los
resultados evidencian que teniendo en cuenta las rutas metabdlicas afectadas en cada mutante, se pueden agrupar
varias cepas a verificar en un solo ensayo. La combinacion de medios especificos permite tener un criterio de la
pureza del cultivo y la estabilidad genética. Esta alternativa permite el chequeo rapido de aquellos marcadores de las
cepas que son determinantes en las metodologias de ADN recombinante.
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Introduccion Este fenomeno hace que la aplicacion del concepto
de sistema de siembra por lotes no sea suficiente para
garantizar los genotipos originales de los mutantes. La
pérdida del genotipo de interés se observa sobre todo en
cepas donde es abolida la actividad de la enzima RecA
del sistema de reparacion de ADN, con una marcada
disminucion de la velocidad de crecimiento sobre
medios solidos agarizados (7, 8).

La metodologia de ADN recombinante requiere de una
amplia variedad de mutantes de Escherichia coli que
son comunes en los laboratorios de Biologia Molecular.
Muchas de estas cepas son derivadas de manipulaciones
genéticas realizadas a partir de la década del 40 del siglo
XX (1).

El uso extendido de E. coli en este campo se debe a su
facil manipulacion, su rapido crecimiento, el bajo costo
de los medios de cultivo empleados para su propagaciony
el conocimiento acumulado de su bioquimica, fisiologia,
la dindmica poblacional y adaptacion de su genoma.
Estas cepas también son ampliamente utilizadas como
hospederas para la expresion de proteinas recombinantes
en los procesos biotecnologicos (2, 3).

La Coleccion Central de Microorganismos del Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia de La Habana
(CIGB) ha desarrollado estrategias para la verificacion
de los bancos de mutantes de E. coli de importancia
biotecnologica. Las metodologias combinan métodos
moleculares y crecimiento en medios de cultivos
selectivos (9, 10). La combinacion de los conceptos de
Buenas Practicas con disefios especificos de verificacion,

Los experimentos de evolucién adaptativa en el ha garantizado la estabilidad en el tiempo de los
laboratorio con algunas de estas cepas de E. coli han marcadores genéticos listados en los genotipos de las
demostrado la versatilidad de este microorganismo cepas de la coleccion. Sin embargo, estas metodologias
describiéndose un amplio nimero de mutaciones que se establecen para los bancos de las colecciones
adaptativas (4-6). microbianas son trabajosas y sobre todo, requiere de
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largos periodos de incubacion. La propia dindmica de
los laboratorios de investigacion hace que sea poco
practico implementarlas como metodologia de rutina.

El objetivo de este articulo es proponer un método de
evaluacion de pureza y estabilidad genética que permita
la verificacion de varios mutantes de E. coli en un solo
ensayo. Esta evaluacion se recomienda antes de abordar
el trabajo molecular.

Materiales y Métodos

En el estudio se emplearon seis cepas de E. coli
provenientes delaColeccion Central de Microorganismos
del CIGB (Tabla 1).

Medios y condiciones de cultivo

Para la verificacion de las cepas se utilizaron los medios
Luria-Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extracto de levadura
5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L) (11) y se suplementod
con los antibidticos: tetraciclina, acido nalidixico o
estreptomicina a 0,01 mg/mL. Los medios agar Mac
Conkey No.3 y agar citrato de Simmons se prepararon
segun las recomendaciones del fabricante (12).

Las placas con medio minimo M9 se prepararon segun
Sambrook y colaboradores (13); en todos los casos
se suplementaron con glucosa 0,2% y se prepararon
diferentes placas suplementadas con tiamina, o metionina
a 0,02 mg/mL. Para la verificacién las cepas fueron
inoculadas, a partir de bancos conservados a -80°C,
en tubos de ensayo que contenian 5 mL de medio LB
suplementado con 0,2% de glucosa y crecidas a 37°C
durante toda la noche. Después del periodo de incubacion
se trasvasaron 50 uL a tubos eppendorf de 1,5 mL y se
centrifugaron durante 15 min en una minicentrifuga de
laboratorio, el sobrenadante se decantd y se resuspendid
el precipitado en 950 pL de solucion salina (NaCl 0,9%)

empleando un vortex. De cada suspension se sembraron
10 pL delas seis cepas en las placas con medios agarizados
por el método de trazas de dilucion (14).

Diseiio de los medios de crecimiento

Para el disefio de los medios se definieron las rutas
metabolicas  afectadas empleando los  recursos
bioinformaticos de los sitios EcoCyc y ExPASy (15,
16). Las cepas se clasificaron en tres grupos segun los
marcadores genéticos para determinar los resultados
esperados. Posteriormente se clasificaron los marcadores
genotipicos, verificables por crecimiento en placa en:
marcadores de vias anabolicas, vias catabolicas y genes
de resistencia y se agruparon las cepas seglin el marcador
diferencial que indica su identidad en los medios
disenados.

Resultados y Discusion

Las cepas de E. coli empleadas en metodologias de
ADN recombinante son mutantes desarrollados en la
primera mitad del siglo XX, en diferentes laboratorios
de investigacion (1). Estas cepas son comercializadas
por diferentes proveedores con una descripcion de sus
genotipos. Diversos autores han reportado variaciones
genotipicas de estas cepas de uso comun en los
laboratorios (4, 5).

Las cepas de E. coli se utilizan como una herramienta en
las metodologias del ADN recombinante, junto con otros
materiales biologicos, como las enzimas de restriccion
o los plasmidos (2, 3). Este hecho hace que los
investigadores las empleen como un reactivo biologico
mas, no siendo una practica comun la verificacion de su
estabilidad o pureza.

En este articulo se propone que se empleen como
marcadores de identidad de las cepas algunos genes

Tabla 1. Caracteristicas genotipicas de las cepas mutantes de E. coli.

Cepa Marcadores genéticos
W3110 F-X rph-1 INV(rrnD, rrnE)
XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, relAl, ginV44, lac-proAB [F proAB laclgZAM15 Tnl0]
BL21(DE3) F-ompT gal dem lon hsdSB(rB- mB-) MDE3 [lacl lacUV5-T7 indl sam7 nin5))
DH50 F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 N(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rK mK*), A
F- merB mrr hsdS20(rB- mB) recA13 leuB6 ara-14 proA2 lacY1 galK2 xyl-5 mtl-1 rpsL20(SmR)
HB101 .
ginV44 '\
LE392 F ginV44 supF58 (lacY1 or AlacZY) galK2 galT22 metBI trpR55 hsdR514(rK mK*)
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Tabla 2. Clasificacion de los marcadores genéticos de las cepas de E. coli.

Grupo Cepa Vias Anabolicas Vias Catabolicas Genes de resistencia Marcado diferencial
ara-14, lacY, galK Resistencia a
» r > R
I HB101 leuB,, proA, -5, mtl-1 rpsL20(Sm") estreptomicina
LE392 metB, trpR., (lacYl or AdlacZY) Requerimiento de
galK, galT,, metionina
I XL1 Blue thi-1 lac-proAB gyrA96, Requerimiento de tiamina
. Resistencia a acido
DHS5 o thi-1, argF A(lacZYA-argF)U,,,  gyrd96, nupG nalidixico
No utilizacion de
11 BL21(DE3) gal salacioss
W3110 Prototrofa Susceptible a antibidtico

listados para discriminar la presencia de contaminantes
con caracteristicas similares asociados al cultivo (9).

Teniendo en cuenta criterios sencillos de crecimiento
en placas de medios selectivos o indicadores, se pueden
evaluar de forma rapida varias cepas antes de abordar
trabajos de clonaje y expresion de genes recombinantes.

La seleccion de los marcadores mas faciles de evaluar,
incluye genes de rutas catabdlicas, genes de rutas
anabolicas y genes de resistencia.

Definicion de los genes a considerar para la
verificacion de las cepas

Aunque varias de las mutaciones hacen que una cepa
sea ideal para la amplificacion de plasmidos o para la
expresion de proteinas recombinantes para la definicion
del ensayo y la seleccion de los medios de cultivo las
cepas fueron clasificadas en tres grupos teniendo en
cuenta los genes mutados (Tabla 2).

La seleccion de genes marcadores para una verificacion
rapida de la identidad de la cepa se baso en la comparacion
de cadauna de ellas con el resto de las cepas seleccionadas.

En el caso de las cepas XL1 Blue el requerimiento de
tiamina en medio minimo es un buen indicador debido
a que tiene una alta frecuencia de reversion. La DHS o
también requiere arginina para su crecimiento en medio
minimo. La cepa HB101 requiere leucina y prolina para
crecer en medio minimo y la LE392 requiere metionina.

Una de las pruebas bioquimicas que tipifica los diferentes
serotipos de la bacteria E. coli, es la capacidad de
degradar lactosa como Unica fuente de carbono y energia.
Muchas de las cepas de uso en Biologia Molecular son
incapaces de degradar la lactosa o la galactosa, por lo que
esta propiedad puede ser seleccionada como un indicador
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de la no presencia de contaminantes cuando trabajamos
con mutantes.

La presencia de la mutacion gyrA96 le confiere a las
cepas DH5 a y XL1 Blue resistencia al acido nalidixico
y el transposon Tnl10 confiere resistencia a tetraciclina en
la cepa XL1 Blue. La cepa HB101 muestra resistencia a
la estreptomicina por la presencia de la mutacion rpsL20.

La seleccion de esta combinacion de marcadores hace que
puedan definirse medios donde el patron de crecimiento
sea diferente.

Establecimiento del ensayo

Para el ensayo de verificacion se crecen precultivos de
medio LB durante toda la noche El método de dilucion
traza es el método de siembra mas econdémico ya que
reduce notablemente el nimero de placas a utilizar. Con
este método se siembran 10 pl sobre la superficie del
medio y se deja correr la gota inclinando la placa. En cada
placa se pueden colocar hasta 6 cepas (Fig. 1).

La estrategia general de disefio de medios de cultivos
indicadores, puede ajustarse teniendo en cuenta los
genes marcadores comunes entre las cepas a verificar.
Seglin el genotipo de las cepas se definieron ocho
medios de cultivo diferentes: agar citrato de Simmons,
agar MacConkey, medio M9 suplementado con glucosa,
medio M9 suplementado con glucosa y tiamina, medio
M9 suplementado con glucosa y metionina, medio LB
suplementado con tetraciclina, medio LB suplementado
con acido nalidixico y medio LB suplementado con
estreptomicina, en los cuales se observan patrones
diferentes de crecimiento (Fig. 2).

La inclusion del medio agar citrato de Simmons se
recomienda ya que las cepas de E. coli son citrato
negativas, lo que ha sido empleado como una de las
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w3110 XL1-Blue  BL21(DE3) DH5a HB101 LE392
4 S0pL
Centrifugar 10 min y decantar el sobrenadante

W

Resuspender en 950 pL de NaCl 0,9%

L

Sembrar 10 puL

. TV

X11-Blue
f BL21(DE3
s (DE3)
' DH5a
_ HB101
A\ LE392

e
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Fig. 1. Estrategia de siembra en placa para la verificacion simultanea de seis cepas de E. coli de uso comtn en el laboratorio de
Biologia Molecular.

Fig. 2. Patron de crecimiento de las cepas de E. coli W3110 (1); XL-1 Blue (2); BL21(DE3) (3); DH5a (4); HB101 (5) y LE392
(6) en diferentes medios indicadores. A) ACS; B) AMC; C) M9 mas glucosa 2 g/L; D) M9 mas glucosa 2 g/L, mas tiamina 0,02
mg/mL; E) M9 mas glucosa 2 g/, mas metionina 0.02 mg/mL; F) LB mas tetraciclina 0,015 mg/mL; G) LB mas acido nalidixico
0,02 mg/mL, H) LB mas estreptomicina 0,025 mg/mL.
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pruebas para el diagnostico diferencial de enterobacterias
en la clinica. Sin embargo, ha sido reportado que las
cepas pueden adquirir la habilidad de crecer empleando
el citrato como fuente de carbono (7).

La presencia de la mutacién en los genes estructurales
del operon lactosa puede ser evidenciada en medios
indicadores como el agar Mac Conkey o el agar Eosina
azul de metileno. Las cepas mutantes no dan la coloracion
roja tipica de E. coli salvaje. La pérdida de la capacidad de
metabolizar lactosa, contrasta con las cepas de coliformes
ambientales en todas las cepas seleccionadas para este
estudio, a excepcion de la W3110 y la BL21 (DE3). Sin
embargo, esta ultima tiene afectada la via de degradacion
de la galactosa por lo que tiene un comportamiento tipico
en medio agar Mac Conkey, observandose las colonias
primero con una coloracion roja que en pocas horas
desaparece observandose las colonias blancas.

Cepas deficientes de la recombinacién como la HB101,
DHS a y la XL1 Blue son empleadas ya que mejoran
la estabilidad de insercion de genes heterologos; sin
embargo, esta caracteristica hace que tengan también
mayor frecuencia de mutacion (7), y sean mas susceptibles
al dafio por la crioconservacion (7, 8).

Elestablecercomorutinaenel laboratorio estametodologia
permite el chequeo rapido de aquellos marcadores de las
cepas que son determinantes en las metodologias de ADN
recombinante con lo que se garantiza una mayor calidad
en los experimentos.
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Rapid verification method of Escherichia coli mutants used in genetic engineering
Abstract

For recombinant DNA methodologies, molecular biologists use Escherichia coli mutants acquired from commercial
kits or specialized microbial strain collections. These mutants are routinely conserved by successive passages or
in poorly-characterized strain banks. A failure to follow the seed lot system (reference seed lot and working seed
lot) and the lack of systematic controls, can lead to the loss of original strain characteristics and affect the quality
of experimental results. On the other hand, the dynamic of research laboratories makes impractical to carry out
extensive verifications related to the work with microbial collections. The aim of this article is to propose a single-
assay method for genetic purity and stability evaluation of multiple E. coli mutants simultaneously. For the design
of specific culture media, selection criteria were defined. Serial dilutions of cultures in Luria Bertani medium were
made, and track dilution was used as seeding method. The results show how a mutated metabolic pathway-oriented
design permit the verification of several strains in a single trial. A criterion about culture purity and genetic stability
could be obtained after combining specific media. This alternative allows for a rapid evaluation of strain key genetic
markers for recombinant DNA methodologies.

Keywords: Escherichia coli, genotype, recombinant DNA.
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