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SUMMARY
Anaysis of the kinetics of the loss of recomhinant plasmid pTG201 in free and immobilized. E. coli cells

Cells of Escherichia coli, strains K12 (rec+) and HBIOI (recA-), carrying the recombinant plasmid
pTG201 were immobilized in order to study the stability and expression of plasmid genes in several culture
conditions. Continuous cultures (chemostats) with BL medium and different oxygen tension were tested.
Parallel experiments were carried out with free cells. The statistical analysis of the kinetics of plasmid loss
showed a better plasmid stability in immobilized cells cultured in the presence of pure oxygen. In the last case
a maximal production of protein codified by plasmid also occur. Likewise the influence of culture conditions
over the microbial growth in the gel and their relation to plasmid stability has also been studied.

Key words: Plasmid stability, immobilized cells.

RESUMEN

Se han inmovilizado células de Escherichia coli, cepas K12 (rec+) y HBIOI (recA-), portadoras del
plasmido recombinante pTG201, conel fin de comparar la estabilidad y la expresion de los genes plasmidicos
en diversas condiciones de cultivo. Para ello se han utilizado cultivos continuos (quimiostatos) con medio BL
en presencia de diferentes tensiones de oxigeno. Paralelamente se han llevado a cabo experimentos con células
libres. El andlisis estadistico de las respectivas cinéticas de pérdida del plasmido revela una mayor estabilidad
en células inmovilizadas en presencia de oxigeno puro, la cual se acompafia de una mayor produccién de
proteinas codificadas por el plasmido. Asimismo se ha estudiado la influencia de las condiciones de cultivo
sobre el crecimiento microbiano en el gel y su relacion con la estabilidad plasmidica.

Palabras clave: Estabilidad de plasmidos, células inmovilizadas.

INTRODUCCION

Entre los logros mas importantes de las apli-
caciones practicas de la Ingenieria Genética,
cabe destacar la produccion a nivel industrial
de proteinas humanas tales como insulina y
hormona de crecimiento, por medio de mi-
croorganismo~¢l més utilizado de los cuales ha
sido la bacteria Escherichia coli (HARRIS,
1983). Para ello fragmentos de DNA que con-
tienen los genes para la proteina de interés se
implantan habitualmente, por técnicas de re-
combinacion adecuadas, en diversos plasmidos

derivados de ColEl los cuales permiten la ex-
presion en E. coli de los genes recombinados y
posibilitan la obtencién a bajo precio y en gran-
des cantidades de las proteinas codificadas por
dichos genes (HARRIS, 1983).

Una condicion indispensable para la utiliza-
cion de plasmidos en aplicaciones industriales
de la Ingenieria Genética es su mantenimiento
estable en células huésped. El método més em-
pleado para este fin ha sido hasta ahora el mar-
cado de los plasmidos con genes que confieren
resistencia a ciertos antibiéticos, de manera que
mediante cultivo en presencia de dichos anti-
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bidticos se seleccionan los clones celulares
portadores del plasmido. Sin embargo en apli-
caciones industriales, es importante lograr la
estabilizacion sin presion selectiva IMANAKA
& AIBA, 1981) y numerosos autores se han in-
teresado por este problema utilizando para ello
sistemas experimentales en cultivos continuos
(SEO & BAILEY, 1986; ENSLEY, 1986; WAT-
SON et al., 1986).

Recientemente se ha puesto de manifiesto
que mediante inmovilizacion de E. coli en geles
de k-carragenina se puede lograr la estabiliza-
cion de plasmidos recombinantes que portan
dichas bacterias (DE TAXIS DU POET et al.,
1986 y 1987; MARIN-INIESTA et al., 1987,
NASRI et al., 1987). Sin embargo, para una
mejor comprension del principio en que se basa
este fendmeno, se requiere mas informacion
sobre el modo en que los microorganismos cre-
cen en el gel. En este sentido hemos encon-
trado algunos estudios de microscopia electroé-
nica sobre crecimiento de células bacterianas
en distintos soportes tales como fibras horada-
das (INLOES et al., 1983) 0 K-carragenina
(BAUDET et al., 1983; DHULSTER et al., 1984)
donde se describen densidades celulares en el
soporte de inmovilizaciéon del orden de 10" a
10'? células/ml lo cual presenta un indudable
interés ala hora de utilizar estos sistemas como
biocatalizadores industriales. Por otra parte
FUJIMURA et al. (1984) ha sefialado d efecto
de la limitaciéon de difusion de oxigeno en los
geles usados para inmovilizar microorganismos,
como el principal factor que limita el creci-
miento de las células inmovilizadas.

En el presente trabajo se ha ensayado la in-
fluencia de diversas condiciones de cultivo en
la estabilidad plasmidica en células de E. coli
inmovilizadas, estudiando paraello laexpresion
de dos genes presentes en el plasmido pTG201
que codifican, respectivamente, las proteinas
p-lactamasa y catecol 2-3 dioxigenasa. Los da-
tos obtenidos podran generalizarse a la obten-
cion de proteinas de interés industrial utilizando
sistemas similares con DNA recombinado.

MATERIAL Y METODOS

PLASMIDO Y CEPAS BACTERIANAS
UTILIZADOS

Las cepas bacterianas utilizadasfueron E. coli K12
(rec*) y E. coli HB101 (ésta Ultimaes una cepa recA-
derivada de la cepa K12). El plasmido utilizado fue
pTG201 (6.44 kilobases) d cua contiene € gen Xy1E,
procedente de Pseudomonas putida, que codifica la
actividad catecol 2-3 dioxigenasa (cat-02-asa). E gen
Xy1E esta controlado por € promotor PR del fago a
d cual es a su vez reprimido por CI857, pTG201 co-

dificaasimismo la actividad p-lactamasa. Cat-02-asay
p-lactamasa son ambas usadas como marcadores
plasmidicos, pTG201 no es conjugativo, y fue cons-
truido siguiendo la metodologia descrita por ZU-
KOWSKI et al. (1983) y generosamente cedido por
Transgene S.A. (Francia).

PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION

Se prepararon células viables inmovilizadas si-
guiendo € método descrito por TAKATA et al. (1977)
como sigue: 0.5 ml de cultivo bacteriano (5 x 10%
células) se mezclaron con 9.5 ml de soluciona 2% de
k-carragenina (E-407, CECA, Francia) a 40° C. La
mezcla se dejo gotear sobre una solucién de CIK
0.3 M para obtener bolas de gd con células inmovili-
zadas.

MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO

El medio de cultivo contenia, por litro de agua de-
sionizada, 10 g de triptona (Difco),5 gde extracto de
levadura (Difco), 5 g CINa y d pH austado a 7.2
(medio BL). Este medio fue suplementado con 7.5 g
de CIK por litro para asegurar la estabilidad mecéanica
de las bolas de gel. La temperatura de incubacion fue
en todos los casos de 37° C.

Los cultivos discontinuos se llevaron a cabo en
matraces Erlenmeyer en un incubador con sistemade
agitacion orbital (Lab Line, Mdrose Park, Illinois-
USA).

Para cultivos continuos se utilizd un pequefio qui-
miostato (MARIN-INIESTA er al., 1987) con 25 ¢
45 ml de volumen y un flujo de suministro de oxigeno
igud atres veces @ volumen del quimiostato por mi-
nuto. El oxigeno fue suministrado a una concentra-
cion del 21% (aire) y a 100% respectivamente. La
tasa de dilucion del quimiostato (D) de acuerdo con
DE TAXIS et al., (1986) fue ajustada a 0.7 veces €
vaor de la méxima tasa de crecimiento de las cepas
bacterianas (umax) en €l caso de las células libres y
tres veces pmax para las células inmovilizadas. En
este Ultimo caso las células eliminadas por las bolas
de gd no pueden dividirse en @ quimiostato ya que €
tiempo de resistencia es mucho mas corto que €
tiempo de duplicacién celular (DE TAXIS DU POET et
al., (1986). El nimero de generaciones celulares (n)
fue determinado, para células libres e inmovilizadas,
segun la formula:

n=tyuln2

Siendo t € tiempo desde € inicio del experimento.

RECUENTO CELULAR 'Y DETERMINACION DE
LA ESTABILIDAD DEL PLASMIDO

El recuento celular de muestras del cultivo conti-
nuo se llevé a cabo mediante siembra en placas Petri
con medio BL solidificado con 15 g/l de agar. Cuando
se desed detectar la presencia del marcador plasmi-
dico p-lactamasase utilizaron placas Petri con d me-
dio anterior adicionado con 50 mg/l de amplicilina.
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FIGURA 1.

Micrografias Opticas de secciones, de unos 150 pm de espesor, de bolas de k-carragenina con
células inmovilizadas de E. cdi K12/pTG201. (Las barras representan 100 pm.)
A. Vision global de una bola de gel con un diametro medio de 2.5 mm. 24 horas de cultivo, 21% de oxigeno.
B. Detalle de colonias superficiales con 4 horas de cultivo 21% de oxigeno, puede notarse laforma esférica de
las microcolonias.
C. Muestra de bolas con 24 horas de cultivo en presencia de 21% de oxigeno.
D. Muestra de bolas con 24 horas de cultivo en presencia de 100% de oxigeno.

Optical micrographs of 150 um thick slices of k-carrageenan heads containing E. coli K12/pTG201 cells. (Bars indicate 100 pm.)
A. Low magnification of a gel head of 25 mm mean diameter. 24 hours of culture in the presence of 21% oxygen.
B. High magnification of the gel sutiace showing distinct sphaerical colonies inside the gel after 4 hours of culture in the presence of 21% oxygen.
C. Sample of beads after 24 hours of culture in the presence of 21% oxygen.
D. Sample of beads after 24 hours of culture in the presence of 100% oxygen.
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La presencia de clones celulares portadores del mar-
cador cat-02-asafue detectada pulverizando las colo-
nias con una solucion de catecol 0.5 M, las colonias
portadoras del plasmido (p+) se tifien de amarillo en
tanto que las que no portan el plasmido (p—) perma-
necen sin teiiir (DHULSTER et al., 1984; ZUKOWSKI
er al., 1983). Las determinaciones anteriores se lleva-
ron también a cabo en células inmovilizedas disol-
viendo previamente, las bolasde ge por agitacion en
una solucién de citrato sodico a 42° C.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
CAT-02-ASA

Laconversion del catecol en semiadehido 2-hidro-
ximuconico fue medida espectrofotométricamente a
375 nm (DHULSTER et al., 1984). La actividad cat-
O2-asa fue expresada como incremento de DO
375 nm producida por ml de muestra y por minuto.

TECNICAS MICROSCOPICAS

Se obtuvieron secciones de bolas de gel de unos
150 um de espesor por una técnica ya descrita (MA-

RIN-INIESTA et al., 1988) y observadas por micros-
copia optica. Para € procesado de las muestras de
microscopia electrénica se siguié la técnica de
DHULSTER et al. (1984).

RESULTADOS

EVOLUCION DE LA POBLACION
CELULAR EN EL GEL

En la figura 1 (A, B, C y D) pueden verse
micrografias Opticas de secciones de bolas de
k-carragenina inoculadas con E. cdi K12/
pTG201 a diversos aumentos y tiempos de in-
cubaciéon. Resultados similares se obtuvieron
con la cepa HB101/pTG201. Puede observarse
como el crecimiento celular tiene lugar en
forma de microcolonias las cuales tienen un
mayor tamafio en la capa superficial. No obs-
tante, el crecimiento es también importante en
capas més profundas del gel hasta 150 2300 pm
segln el caso (ver fig. 1 C y D). La figura 2

FiGurAa 2. Micrografiaselectronicas de transmisién de cortes ultrafinos de bolas de k-carrageninacon células
inmovilizadasde E. coli K12/pTG201. (Las barras representan 1 pm.)
A. Obsérvese |la elevada densidad de células en €l interior de una microcoloniaen el seno del gel.
B. Laflecha muestra una mayor densidad electronica, en € ge que rodea a las colonias, debido a la tensién
producida por € crecimiento celular.

Electron micrographsof ultrathin sections of beads of immobilized E. coli K12/pTG201 cells. (Bars indicate | um.)
A. Note the high density of cells in a microcolony inside the gel.
B. Arrow shows the mechanical constraints due to cell growth.



€INETICA DE PERDIDA DEL PLASMIDO RECOMBINANTE

corresponde a micrografias electronicas de
transmisién de la ceua K12/pTG201 donde
puede verse la elevada densidad celular en €
interior de las microcolonias para las que ha
sido determinado un valor medio de 2 x 10!!
células/ml por el método de INLOES et al.
(1983).

En la figura 3 puede observarse la evolucion
de la poblacion celular en bolas de gel inocula-
das con E. coli K12/pTG201 cultivadas en pre-
sencia de 21% y 100% de oxigeno respectiva-
mente. Inicialmente (ver fig. 3) se produjo un
rdpido incremento de la poblacién celular entre
0 y 10 horas de cultivo y después se entrd en
una fase estacionaria con un incremento muy
lento que no afectd a la poblacion celular peri-
férica de hasta 150 um de espesor. Esto ultimo
pudo comprobarse por observacion microsco-
pica de cortes de bolas tales como los mostra-
dosen lafigura 1, C y D, asi como por d estu-
dio morfométrico de dichos cortes MARIN-
INIESTA ez al. (1989).

La figura 1 (C y D) muestra asimismo que
las microcolonias externas son aproximada-
mente del mismo tamafio en bolas cultivadas en
presencia de 21% y 100% de oxigeno, pero en
capas més internas a partir de 100 pm son cla-
ramente mayores en 100% de oxigeno lo cua

10°
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N CELULAS / BOLA
3

TASA DE CRECIMIENTO p (noras™))

————

100

TIEMPO (HORAS)

Ficura 3. Evolucion de la poblacion celular y tasas
de crecimiento () en bolas de k-carrageninainocula
das con E. coli KIZ.I’pTC-ZUl

-0~ acion celular en 21% oxi
- nglanon celular en 100% deggl?gmo
A pen 21% de oxigeno.
A en 100% de oxigeno.
— p parala poblacion total de la bola (N).
p parala poblacion externa de la bola (Ne).

Evolution of cell population and growth rate (u) in beads of K-carra-
geenan inoculated with E. cali K1%pTG201.
-0~ cell population in 21% oxygen.
-@- cell population in 100% oxygen.
A g in 21% oxygen.
A in 100% oxygen.
— u for the total cell population of the bead (N).
u for the outer population of the head (Ne).

tiene como consecuencia que la poblacion ce-
lular en las bolas sea aproximadamente el doble
en este Ultimo caso que en presencia de 21% de
oxigeno (ver fig. 3).

En la figura 3 puede observarse también la
evolucion dep parala poblacion celular total en
bolas de gel. La determinacion de p se efectud
entre 0y 5 horas por medio de recuento celular
después de la disolucion de las bolas. Este va
lor de p igua a pmax (fig. 3) fue el mismo que
se determind para las respectivas células libres
tanto en la cepa K12 como en la HBIOI (ver
tabla 1). Con posterioridad a 5 horas de cultivo

TasLa 1. Véores de pmax, para células libres, en

las diversas cepas y condiciones de cultivo. Se obtu-

vieron los mismos vaores de pmax para las cdulas

con y sn plésmido (p+ y p—, respectivamente), por

lo que lardacion « = up—/up+ fueigud alen to-
dos los casos.

Values of pmax obtained for free cells. The same values were obtained
for cells with and without plasmid and thereforex = pp—up+ = 1lin
all the cases.

CONCENTRACION
CEPA DE OXIGENO % pmax (horas-')
HB101 21 139
K12 21 208
K12 100 163

la determinacion de p por el método mencio-
nado antes no es fiable ya que & crecimiento
celular produce ademas de incremento de la
poblacion en las bolas una notable liberacion de
células @ medio como puede apreciarse en mi-
crografias electrénicas de barrido de muestras
de bolas (fig. 4, A y B). Después de las 10 ho-
ras iniciales de cultivo (ver fig. 3) & incremento
de la poblacién en las bolas es despreciable, en
pequefios intervalos de tiempo, por lo que €
crecimiento se dirige fundamentalmente a la
eliminacion de células a medio. Debido a este
fendmeno, paraladeterminacion dep en lafase
estacionaria se ha considerado a cada bola de

gel individuaimente como un pequefio qui-
miostato donde:
N+ Z
Ln
dN N .

Siendo N la poblacién celular por bola cuya
evolucion se muestra en la figura 1; Z e nud-
mero de células liberadas por bolay unidad de
tiempo y t un pequefio incremento de tiempo
considerado. El valor Z, determinado experi-
mentalmente, mostré pequefias variaciones
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Ficura 4. Micrografias electronicas de barrido ob-
tenidas en muestras de bolas de k-carrageninainocu-
lades con E. coli K12/pTG201 cultivadasen presencia

de 21% de oxigeno después de 24 horas de cultivo.
(Las barras representan 10 ym.)
A. A 0 de la superficie de una bola de gd.

B. Detdle que muestra agunas microcolonias rotas
que estan liberando cdlulas d medio.

Scanning electron micrographs obtained trom K-carrageenan beads
inoculated with E. coli K12/pTG201 cultured in 21% oxygen after 24
hours of incubation. (Bars indicate 10 um.)

A. The bead surface.

B. Detail that shows some broken microcolonies that are leaking cells
into the medium.

a lo largo de los experimentos con valores
medios expresados en células/bola/minuto de
9.95 x 10% a 21% de oxigeno, y 141 x 10® a

100% de oxigeno. Como puede verse en la fi-
gura 3 los valores p para la poblacion total de
las bolas tienden a decrecer como consecuencia
del lento incremento de N.

L os resultados anteriores nos permiten con-
siderar que en las bolas de gel existen a menos
dos poblaciones celulares, una interna (Ni) y
otra externa (Ne). Las poblaciones Ni y Ne ex-
hiben un crecimiento répido (umax) entre 0y 5
horas de cultivo, pero después de las 10 horas
(fase estacionaria) Ni se encuentra sometida a
restricciones difusionales de oxigeno y nu-
trientes lo cual reduce progresivamente el valor
correspondiente de p. Por otro lado Ni no con-
tribuye a la liberacion de células a medio. Por
el contrario la poblacion Ne permanece sin
cambio en |lafase estacionariacomo se ha indi-
cado antes, lo cual puede explicarse porque €
crecimiento de Ne en esta fase se encuentra
equilibrado con la eliminacion de células a me-
dio. Por otra parte podemos considerar que p
de la poblaciéon Ne permanece también sin
cambio —con un valor igual a pmax determi-
nado entre 0 y 5 horas de cultivo— debido a la
ausencia de restricciones difusionales sobre el
crecimiento. De hecho el valor Z es préactica
mente constante durante todo e experimento
segin hemos visto antes. Como consecuencia
del lento incremento de Ni en lafase estaciona-
ria la poblacién total de la bola de gd
(N = Ni T Ne) también se incrementa y e
valor de u total disminuye de acuerdo con los
datos experimentales de lafigura 3. Asumiendo
d esquema anterior podemos aplicar la ecua-
cion (i) parala poblacion externa reemplazando
N por Ne y despejando:

z .
Ne = ﬁ— (“)

Aplicando (ii) a los datos experimentales de
lafigura 3 se obtiene Ne = 2.83 x 107 células/
bola a 21% de oxigeno y 5.12 x 107 a 100% de
oxigeno. Si estos valores se comparan con la
poblacion total de la bola de gel (N), la cua
evoluciona de acuerdo con lafigura 3, se apre-
cia como a consecuencia del incremento de la
poblacion interna, larelacion Ne/N decrece alo
largo del tiempo oscilando entre 50% y 18% de
la poblacién total N (fig. 5).

Teniendo en cuenta los datos anteriores se
puede considerar que solo la poblacion Netiene
relevanciaen las actividades de las bolas de gdl
y en consecuencia hemos usado el valor p de-
terminado entre 0 y 5 horas para calcular €
numero de generaciones celulares de las células
inmovilizadas (figs. 6 y 7).
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FiGura 5. Evolucion de la relacién: poblacion ce-
lular externa/poblacién celular interna (Né/N) en bo-
las de K-carragenina inoculadas con E. coli K12/
pTG201.

-@ - bolas cultivadas en 21% de oxigeno.

—& - bolas cultivadas en 100% de oxigeno.
Evolutionof theratio: outer cell population/total cell population (Ne/Nt
in K-carrageenan beads inoculated with E. coli K12/pTG201.

~ beads cultured in 21% oxygen.
—A- beads cultured in 100% oxygen.

ESTABILIDAD PLASMIDICA

Se define la estabilidad plasmidica de
acuerdo con IMANAKA & AIBA (1981) como €
mantenimiento del plasmido inalterado, mani-
festando sus caracteristicas fenotipicas durante
e crecimiento de las células huésped.

Los datos de estabilidad del plasmido
pTG201 en las diferentes cepas bacterianas y
condiciones de cultivo se'muestran en la figura
6 (A, B y C) donde podemos observar la varia-
cion delafraccién celular que portael plasmido
(F = p+/p—+p+) en relacion con el ndmero
de generaciones celulares. Estos datos han sido
gjustados a la ecuacion de IMANAKA & AIBA
(1981):

l1-a—-h

F= T

(iii)

h representa segin IMANAKA & AIBA
(1981), la probabilidad de que una célula sin
expresion fenotipica del plasmido sea originada
tras una divisién celular, lo cual puede ser de-
bido a la segregacion del plasmido o a una dele-
cion.

n es € numero de generaciones celulares
desde €l inicio del experimento con F = 1.

a representa la relacion entre tasas de creci-
miento de células sin plasmido y con plasmido
respectivamente (up—/pp+). Para a = 1 (ver
tabla 1) la expresion (iii) se smplifica

F =2t . (v)

s —if
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FiGurRa 6. Evolucién de la fraccion de poblacion
bacteriana que porta el plasmido pTG201 (valor F)
segln los marcadores cat-02-asa (@ -, -, -A-) y
p-lactamasa (-O-, U-, -A-).

100

~O-, @~ Célulasinmovilizadas en las bolas de gel
(gréficas marcadas con la letra b).
U- . Células liberadas por las bolas de gel
(gréficas marcadas con la letra 1).
-A-, —4—- Células libres (gréficas marcadas con la
letra f).
A. CepakE. coli HB101, cultivos en presenciade 21%
de oxigeno.
B. CepakE. coli K12, cultivos en presenciade 21% de
oxigeno.
C. Cepa E. coli K12, cultivos en presencia de 100%
de oxigeno.

Evolution of the fraction of cells carrying plasmid pTG201 (F value)
using cal-02-ase marker (-@-, -M-, —A-) and B-lactamase marker
-O-, -, -&-).

-O-, @- Immobilized cells (plots marked b).
U--a- Cells leaked from beads 81|0t5 marked 1.
-, —A- Free cells (plots marked

A. E. coli HB101 strain, culturesin 21% oxygen
B. E. coli K12 strain. culturesin 21% oxyeen.
C. E. coli K12 strain. culturesin 100% oxygen
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El gjuste se llevé a cabo por e método de
minimos cuadrados y se determind en cada
caso €l correspondiente valor h. Los valores h
obtenidos asi como su significacion estadistica
se muestran en la tabla 2. Estos valores h han

TaBLA 2 Vdores h obtenidos gjustando los datos

mostradosen lafigura6 A, B y C alaecuacion (iv).

Los vaores h fueron estadisticamente significativos

(P<0.01 a P<0.001) con la excepcion de (*) en que
05

Los simbolos de las muestras son los mismos que en
lafigura6.

Values of h ohtained by fitting to equation (iv) the data showed in figura
6A, By C.h valuesare significative (P<0.01 a P<0.001) with the only
exception of (*) that P = 0.05.

The symbols of the samples are the same as m figure 6.

MUESTRAS VALORES h

Cepa AP 4.16x10-4
HB101 Al 7.88X 10~ 4=
21% de oxigeno Af 6.17x10° 32
Cepa B® 1.60x 10+

K12 B! 1.94x10-3

21% de oxigeno Br 9.74x 103
Cepa Cb 6.28Xx 10~ 5*

K12 C! 3.92x10~#

100% de oxigeno C 5.38x10°3

sido comparados entre si para determinar s las
diferencias observadas entre los mismos tienen
significacion estadistica. La tabla 3 muestra d
resultado de dicha comparacion y los valores
mostrados representan los limites superiores de
P, probabilidad de que los valores h compara-
dos entre si no sean diferentes.

F. MARIN-INIESTA

INFLUENCIA DE LA INMOVILIZACION

Como puede verse en las tablas 2 y 3 en to-
dos los casos la estabilidad plasmidica es muy
alta para células inmovilizadas en las bolas de
gel (muestras b) y en las liberadas (muestras 1)
en relacion alos cultivos de células libres en las
mismas condiciones (muestras f). Las células
inmovilizadas mantienen en valor inicial de F
con pequefias variaciones y los correspondien-
tes valores h son, por lo tanto, muy reducidos
en los tres casos, sin embargo esta tendencia a
mantener F constante disminuye los coeficien-
tes de correlaciéon y en consecuencia la signifi-
cacion estadistica de los valores h. Por esta ra-
zOn no se determinaron diferencias significati-
vas entre los valores h de las células inmovili-
zadas (tabla 3).

Las células liberadas por las bolas de ge
(muestras 1) presentan valores F que decrecen
més répidamente que en € caso de las células
inmovilizadas en & gd (muestras b) tal como
muestran sus mayores valores h, pero en todos
los casos la estabilidad plasmidica es mucho
mayor en células liberadas del sistema inmovi-
lizado que en células libres (muestras f) que
presentan valores h significativamente menores
(véase tablas 2 y 3).

INFLUENCIA DEL SISTEMA REC

Enlafigura6 (A y B) y tablas 2y 3 podemos
ver que la cepa HBIOI (recA-) presenta, en to-
dos los casos, una mayor estabilidad plasmidica
respecto a la cepa K12 (rec+) en las mismas
condiciones de cultivo (21% de oxigeno). Solo
hay una aparente discrepancia en células inmo-

TaBLAa 3. Comparacion estadistica entre los vaores h mostrados en la tabla 2.
Los nimeros representan los limites superiores de P (probabilidad de que los vaores h comparados no sean
diferentes).
X = Comparacion sin sentido.
NS = Diferencias no significativas entre los valores h comparados (P>0.05).

Statistical comparison among the h values, showed in table 2.
The numbers represent the higher limits of P (prohability that compared h values are not different).
X = Nonsense comparison.
NS = Non significative difference between compared h values (P>0.05).

A® Al Af B® B! Bf c €t
Al NS X
A' 0.05 0.001 X
B*® NS X X X
B! X 0.05 X 0.001 X
Bf X X 0.02 0.001 0.001 X
Cc* NS X X NS X X X
C! X NS X X 0.001 X 0.01 X
Cr X X NS X X 0.01 0.001 0.01
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vilizadas (muestras b) pero en este caso, como
se ha indicado anteriormente, no se han obser-
vado diferencias significativas entre los valores
h debido a la elevada estabilidad plasmidica de
estas muestras.

INFLUENCIA DEL 100% DE OXiGENO

Como puede verse en lafigura 6 (B 'y C) en
lastablas 2y 3, las células libres de la cepa K12
presentan un efecto de estabilizacion plasmi-
dica cuando son cultivadas en presencia de
100% de oxigeno con valores h significativa-
mente menores que los valores h obtenidos a
21% de oxigeno (muestras Bf y Cf respectiva-
mente).

En relacion a las células inmovilizadas €
efecto del 100% de oxigeno es alin més evidente
(verfig. 6 Cy tablas 2y 3) yaque en la estabi-
lidad plasmidica esta muy incrementada tanto
en células inmovilizadas en e gel como en las
liberadas por el mismo. En efecto los valores h
parala cepa K12 a 100% de oxigeno son signifi-
cativamente menores que a 21% de oxigeno
(muestras Cl y Bl respectivamente).

Es de notar que en todos los casos, para cé-
lulas libres e inmovilizadas, los valores h de la
cepa K12 en presencia de 100% de oxigeno no
presentan diferencias significativas con los va
lores h obtenidos para la cepa HB101 a 21% de
oxigeno.

PRODUCCION ENZIMATICA

L os resultados de la produccion de actividad
cat-02-asa paralas diversas cepas y condiciones
de cultivo se muestran en lafigura7 A, By C.

En lo que respecta a células libres podemos
apreciar que en presencia de 21% de oxigeno la
cepa K12 muestra aproximadamente el doble de
produccion de actividad enzimética que HB101
(fig. 7 A, B). Estos resultados contrastan con
los obtenidos para la cepa K12 en presencia de
100% de oxigeno la cual presentd el minimo de
produccion de actividad enzimatica observado
(fig. 7 C).

En células inmovilizadas puede verse que la
produccién enzimatica es siempre mas elevada
en células liberadas que en cultivos de células
libres en las mismas condiciones (fig. 7 A, By
C). El méximo fue obtenido con células inmo-
vilizadas de la cepa K12 en presencia de 100%
de oxigeno, resultado que contrasta con la baja
productividad obtenida por € sistema homo-,
logo de células libres (fig. 7 C).
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Ficura 7. Produccion de actividad cat-02-asa cada

minuto por d quimiostato en cultivosde cdlulaslibres
(A) y de cdulas inmovilizadas (m).
A. CepaE. coli HB101/pTG201, cultivos en presen-
cia de 21% de oxigeno.

B. Cepa E. coli K12/pTG201, cultivos en presencia
de 219% de oxigeno.

C. Cepa E. coli K12/pTG201, cultivos en presencia
de 100% de oxigeno.

Production of cal-02-ase per minute by the chemostat in free cell cultu-
res (A) and immobilized cell cultures(m).
A. E. coli HBI0W/pTG201 strain, culturesin 21% oxygen.
B. E. coli K12%/pTG201 strain, culturesin 21% oxygen.
C. E. coli K12/pTG201 strain, culturesin 100% oxygen.

DISCUSION

El resultado obtenido en todos los casos para
a = pup+jup— = 1 (tabla 1) muestra que €l
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medio BL utilizado es suficientemente rico y no
impone por lo tanto restricciones nutricionales
a las células portadoras de plasmido. Algunos
autores, revisados por IMANAKA & AIBA
(1981), encuentran también valores de u iguales
0 muy proximos a 1 en e mismo medio para
cepas de E. coli portadoras de plasmidos tales
como ColE1 o derivados del mismo.

La disminucion de p observada en presencia
de 100% de oxigeno, puede ser interpretada
como consecuencia del efecto toxico del exceso
de oxigeno (FRIDOVICH, 1978), lo cual también
se manifiesta por una menor produccion de
biomasa en € quimiostato con células libres en
presencia de 100% de oxigeno en relacion alas
mismas en presencia de 21% de oxigeno. Sin
embargo en € sistema de células inmovilizadas
la situacion es a la inversa y la mayor produc-
cion de biomasa se produce en presencia de
100% de oxigeno (MARIN-INIESTA, resultados
no publicados). Por otra parte las micrografias
opticas de cortes de bolas de gd (fig. 1C y D)
muestran que las colonias superficiales de bolas
cultivadas en presencia de 21% de oxigeno pre-
sentaron tamarnos similares a las cultivadas a
100% de oxigeno. Sin embargo en capas mas
profundas de 100 pym el tamafio medio de las
colonias en €l gel es claramente mayor en bolas
cultivadas en presencia de 100% de oxigeno, lo
cual explicala mayor poblacién celular por bola
en este Ultimo caso (ver fig. 3). Este fenébmeno
es un gemplo de la observacion realizada por
FUJIMURA et al. (1984)en € sentido de que las
células inmovilizadas en geles tales como k-ca-
rragenina pueden crecer en forma de microco-
lonias las cuales eligen un ambiente adecuado
para su desarrollo protegidas de condiciones
externas adversas porla capa de gel. De esta
forma las células eluden el exceso de oxigeno
del medio externo y crecen ali donde lalimita-
cion difusional de oxigeno y nutrientes asi
como la actividad de agua reducida crean con-
diciones 6ptimas para el crecimiento celular
(MATTIASSON & HAHN-HAGERDAL, 1982).

SHINMYO et al. (1982) han descrito para Ba-
cillus amyloliquefaciens una limitacién del cre-
cimiento en K-carragenina a una capa superfi-
cial de 50 um, por efecto de la limitacion difu-
sional de oxigeno. Este resultado contrasta con
e obtenido por nosotros (ver fig. 1), pero he-
mos de considerar que B. amyloliquefaciens es
un aerobio estricto, por lo que la limitacion de
oxigeno impide  crecimiento, en tanto E. coli
puede crecer con metabolismo fermentativo, en
ausencia de oxigeno, en capas profundas del
gel.
IMANAKA & AIBA (1981) han establecido la
regla, vélida para célutas libres, de que existe
una relacion inversa entre la elevada produc-

cion de proteina codificada por un plasmido y la
estabilidad de dicho plasmido. Nuestros resul-
tados con células inmovilizadas contradicen
esta regla ya que encontramos al mismo tiempo
el maximo de estabilidad plasmidica y de pro-
ductividad enzimética en relacion a células li-
bres. Sin embargo la regla se cumple cuando
comparamos las cepas HBIOI (recA-) y K12
(rec+), esta Ultima presenta una elevada activi-
dad cat-02-asa pero una menor estabilidad
plasmidica tanto en células libres como inmovi-
lizadas (figs. 6, 7 y tabla 2).

Lamayor actividad cat-02-asa de la cepa K12
(rec+) en relacion a la cepa HBIOI (recA—)
puede justificarse debido a que e sistema de
expresion del gen XylE en el plasmido pTG201
esta controlado por €l represor CI857 (Dairena,
comunicacion personal) € cual puede ser inac-
tivado por la actividad de la proteina recA
(JOHNSON et al., 1981; PABO et al., 1982;
OHLENDOREFet al., 1982). Sin embargo en pre-
sencia de 100% de oxigeno, las células libres de
la cepa K12 muestran una importante disminu-
cion de la actividad cat-02-asa lo cual puede
relacionarse con dos efectos del exceso de oxi-
geno: un efecto tdxico, manifestado en la dis-
minucion de p y un hipotético efecto sobre el
sistema rec. Este Ultimo efecto se manifiesta
asimismo sobre la estabilidad plasmidica ya que
los valores h para todas las muestras de la cepa
K12 a 100% de oxigeno son significativamente
menores que a 21% de oxigeno y sin embargo
no presentan diferencias significativas con los
valores h obtenidos para HBIOI a 21% de oxi-
geno (ver tablas 2y 3). Esto refuerza la idea de
un efecto del oxigeno puro én el cultivo elimi-
nando la inestabilidad plasmidica originada por
e sistema rec en E. coli.

Diversos autores (DE TAXISDU POET et al.,
1986 y 1987; MARIN-INIESTA et al., 1987,
NASRI et al., 1987) han utilizado u determinada
en células inmovilizadas, durante las primeras
horas de cultivo, para calcular e namero total
de generaciones celulares en cultivos en qui-
miostato sin tener en cuenta que las limitacio-
nes difusionales de oxigeno y nutrientes, debido
d efecto de pantalla que producen las micro-
colonias superficiales, limitan paulatinamente €l
crecimiento de la poblacién interna (Ni) y dis-
minuyen drasticamente p en la totalidad de las
bolas a cabo de 5 a 10 horas de cultivo (ver fig.
3). Sin embargo si consideramos que sblo la
poblacion externa de las células inmovilizadas
(Ne) contribuye a la liberacion de células d
medio y que ésta no se encuentra sometida a
limitaciones difusionales, la objecién queda ob-
viada.

La poblacion en las bolas de gel se distribuye
formando microcolonias lo cua implica un
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efecto de compartimiento del gel; DE TAXIS et
al. (1986) investigaron su relacion con la estabi-
lidad plasmidica, concluyendo que la compar-
timentacion no es relevante a la hora de justifi-
car la estabilidad de las células inmovilizadas y
por lo tanto es posible que otras caracteristicas
de la distribucion celular en el gel tengan una
mayor influencia en la estabilidad plasmidica.

La liberacién de células de las bolas ocurre
por eclosion de las colonias externas (fig. 4) lo
cual da lugar a huecos en la superficie del gel
que facilitan la difusion de oxigeno y nutrientes
favoreciendo de esta forma el desarrollo de
nuevas colonias de tal manera que Ne perma-
nece constante (MARIN-INIESTA et al., 1987 y
1988). Es necesario determinar si estas nuevas
colonias, que reemplazan a las que se rompen,
son originadas por reinoculacion externa pro-
cedente de algunas de las células liberadas o
por el contrario existe un reemplazamiento
continuo de las colonias externas por las colo-
nias internas adyacentes.

En el primer caso (reinoculacion externa) es
posible que no exista una perfecta evacuacién
celular de las colonias que eclosionan y poste-
riormente los huecos formados en el gel se cie-
rren al menos parcialmente con lo que las célu-
las remanentes podrian crecer formando nuevas
colonias. Este hasido el criterio mantenido por
diversos autores (DE TAXIS DU POET et al.,
1986 y 1987; MARIN-INIESTA et al., 1987,
NASRI et al. 1987). Por otra parte en un re-
ciente articulo (MARIN-INIESTA et al ., 1988) se
demuestra la existencia de un gradiente de F en
las células inmovilizadas en relacion a la dis-
tancia a la superficie. Este gradiente puede es-
timarse entre el 8 y 10% de la poblacién total de
las bolas de gel, para la cepa K12/pTG201 en
presencia de 21% de oxigeno, y en torno al 16%
para la misma cepa cultivada en presencia de
100% de oxigeno, lo cual concuerda con los re-
sultados de evolucion del cociente Ne/N que se
muestran en lafigura § ya que en ambos casos
la poblacién celular sometida a gradiente de F
se encuentra incluida en Ne. El hecho de que
este gradiente se haga més aparente a lo largo
del tiempo sugiere una evolucién independiente
de las poblaciones celulares Ne y Ni, lo que
sustenta la hipotesis de reinoculacién externa.
No obstante la reinoculacién interna es también
una atractiva posibilidad puesto que explicaria,
al menos parcialmente, el mantenimiento de los
valores F ya que la poblacion celular interna
permaneceria en estado latente («resting cells»)
con un nimero de generaciones reducido y por
lo tanto segun la ecuacion (iii) de IMANAKA &
AIBA (1981) con poca incidencia sobre los valo-
res iniciales de F. Es también posible la exis-

tencia de una mezcla de ambos tipos de inocu-
lacion.

En el momento actual el autor se encuentra
trabajando sobre aspectos morfométricos de
células inmovilizadas por medio de microscopia
Opticay electrénica con objeto de poder discer-
nir entre arribas hipotesis.
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