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RESUMEN

La m¡crocina E492 es una bacteriocina produc¡da y secretada de forma natural

pot Klebs¡e a pneumon¡ae RYC492, que actúa sobre cepa§ de la familia

Enterobacteriaceae a través de la formación de canales iónicos en la membrana

¡nterna, lo que lleva a la despolarización de la membrana c'rtoplasmática de la élula

blanco. Para su producción, procesam¡ento, exportación e inmunidad se necesita de un

grupo de determ¡nantes genél¡cos que se agrupan en un segmento de 13 kb del

cromosoma de K. pneumoniae. Dentro de este grupo de genes se encuentran tres

marcos de lectura abierto cuya función aún no ha sido determ¡nada: rrceD, que es

homólogo a una salmoquelina esterasa y participaría en alguna etapa de la

modif¡cación post traduccional de Ia m¡croc¡na É.492; el gen mceF, que tiene ident¡dad

con proteínas de la familia de las prenil proteasas: y orK, que codif¡ca para una

proteína que tiene ¡dentidad con el gen estructural de la m¡croc¡na M y con su proteína

de inmunidad.

Para poder dilucidar la función de estos genes se dec¡d¡ó clonarlos en el

plásmido pBADS3, bajo el promotor pBAD ¡nducible por arabinosa. De esta forma se

pudo estudiar el efecto de la sobre-expresiÓn de estos genes, para atribuir posibles

funciones en la producción de microc¡na E492 activa. Debido a que no se disponía de

un plásmido que tuviera todos los determlnantes genéticos para la producción de

m¡crocina E492 tal como éste se encuentra en el cluster de genes e K pneu¡non¡ae,

fue necesario conslru¡r un nuevo plasm¡dio. E§ta construcción se denominó pMccE4S2,

y la microcina purificada a part¡r de él mostró tener una mayor actividad que la obtenida

a part¡r de los demás sistemas.
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La sobre-expres¡ón de MceD no tuvo un efecto sobre el crecim¡ento de Ia cepa

huésped en presencia o en ausencia de los distintos sistemas productores, sin importar

el medio de cultivo en el que se realizara el ensayo.

La sobre-expresión de MceF produjo un efeclo negat¡vo en la sobrevida de la

cepa huésped, en los distintos medios de cultivo utilizados y en presencia de los

sistemas productores pJEMf 5, pJAM229 y pJAM434. Este efecto no se observó al

ut¡lizar el plásm¡do pMccE492 como productor de microcina. Se comparó la topología

de la proteina MceF completa que se encuentra en el plásmido pMccE492, y la de la

proteína MceF trunca que está presente en los s¡stemas pJEMls, pJAM229 y

pJAM434. Se encontró que ambas son proteínas de membrana, pero la orientac¡ón de

sus hélices transmembrana camb¡a. Este camb¡o afectaría la ub¡cación de los

aminoácidos esene¡ales para la actividad proteasa putativa de la proteína, lo que

sugiere que la MceF trunca tendría afectada esta aciividad. Esta proteína podría tener

dos posibles funciones: como proteasa que est¡mula una mejor exportac¡ón de la

m¡croc¡na; o indirectamente afectando algún factor que est¡mula la producción de Ia

microcina act¡va.

La sobre-expresión de la proteína OrfK afecta severaménte la sobrevida de la

cepa huésped, en presencia o en ausencia de todos los s¡slemas productores de

microcina. Paradójicámente se observé un efecto protector dado por la expres¡ón

residual de esta proteína en un huésped con el plásmido pJAM434. Esta e&resión

residual además le confiere inmunidad en Ia fasé estacionaria de crec¡miento a una

cepa con el plásmido pJl. Sin embargo, élulas que expresan solo OrfK no son

inmunes a la microcina, lo que sugiere que esta proteína est¡mula o aumenta la

act¡v¡dad de la inmunidad presente en la cepa pJl.



ABSTRACT

Microc¡n E492 is a bacteriocin produced and secreted naturally by Kebsiella

pneumon¡ae RYC492, that acts ¡n strains of the fam¡ly Entetobacteñaceae through the

formation of ion channels in the ¡nner membrane, which leads to the depolarization of

the cytoplasmic membrane of the target cell. For its production, processing, export and

immunity microcin E492 needs a group of genetic determinants that are in a 13 kb

segment of the chromosome of K. pneumoniae. With¡n th¡s group we can f¡nd three

open reading frames without an assigned funct¡on: mceD, which is homologous to a

salmochelin esterase and it would part¡cipate in the post translational modmcat¡on of

microc¡n; mceF, wnicn has an identity to proteins of th'e prenil protease family; and orfx,

wh¡ch encodes for a prote¡n thal has identity with the structural gene of microc¡n M and

¡ts immunity protein.

To elucidate the function of lhese genes we decided to clone them in the plasm¡d

pBAD33 under the arabinose inducible promoter pBAD.. ln this way we were able to

study the effect of the overexpress¡on of these genes to confer them possible roles ¡n

the production of act¡ve m¡crocin. Because we didn't have a plasmid with the complete

genetic determ¡nants for the production of m¡crocin E492 in its cluster as it can be found

in K. pneumoniae, it was necessary to make a new plasmid. Th¡s new system was

called pMccE492, and the microcin purif¡ed from this construct¡on was more act¡ve that

the m¡crocin purified from the other systems.

The overexpression of MceD didn't have an effect in the growth of the host, with

or without any producer system, in any medium used in these experiments.
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The overexpression of MceF affected negat¡vely the surv¡val of the host cell, in

every med¡um used and in presence of pJEM15, pJAM229 and pJAM434, producer

systems of mccE492. This effect wasn't observed in presence of the new vector

pMccE492. We also compared the topology of the complete vers¡on of MceF that we

can f¡nd In pMccE492 and the truncated form of the prote¡n present in pJEM15,

pJAM229 and pJAM434. We found that both are membrane proteins, but the orientat¡on

of its transmembrana helixes is different. Th¡s change also affects the location of the

essential amino acids for the putative protease act¡vity of this protein, wh¡ch suggest

that this activity is affected on the incomplete MceF. Th¡s prote¡n could have two

possible funct¡ons: as a protease that stimulates the export of microcin; or indirectly as

a factor that stimulates the expression of active microcin.

The overexpression of the OrfK prote¡n severely affects the survival of the host

cell, with or without any of the producer systems. However, the residual expression of

this gene ¡n presence of pJAM434 translated in some kind of proiective effect. This

residual expression was able to deliver protection to microcin E492 in presence of pJl

during estacionary phase of growth. However, cells that only express OrfK aren't

immune io the microcin, which suggests that this protein stimulates or increases the

ac{ivity of the immunity present in the pJl strain.
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INTRODUCCION

l.l.Bacterioc¡nas

Las bacteriocinas son proteínas con actividad antibacteriana producidas por

bacter¡as Gram pos¡tivas y Gram negat¡vas que son secretadas al medio extracelular,

en donde cumplen con su acción antibacteriana al ¡nteractuar con la célula blanco. Las

bacterioc¡nas sólo afectan a m¡croorganismos de la misma especie o de especies

relac¡onadas a la célula productora (Reeves, 1965; Riley y Wertz, 2002). Las

bactedoc¡nas actúan a través de d¡versos mecanismos, como son la inh¡bic¡ón de la

transcripción (Bellom¡o y cols., 200O, la degradac¡ón de ADN (Toba y cols., '1988) o

formando poros en Ia membrana citoplasmát¡ca (Lagos y cols., 1993; Braun y cols.,

2002; Cascales y cols., 2007).

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas se clasif¡can de

acuerdo a su masa molecular, y se pueden separar en dos grupos: las col¡cinas y las

m¡crocinas (Baquero y Moreno, 1984). Las colic¡nas poseen una masa mayor a 10 kDa,

son producidas por cepas de Escherichia colr; los genes necesarios para su producción

se encuentran en plásmidos y su expresión está regulada por el sistema SOS (Riley y

Wetz, 2002). Las m¡croclnas, por otra parte, son antibióticos produc¡dos por miembros

de la familia Enterobadertaceae (Baquero y Moreno, 1984), con una masa molecular

meñor a 10 kDa, resistentes a condiciones extremas de pH o temperatura y a algunas

proteasas, solubles en metanol, y no son induc¡bles por el sistema SOS (Kolter y

Moreno, 1992). Las microcinas son exportadas al med¡o extracelular, a diferenc¡a de

las colic¡nas que son liberadas mediante la l¡s¡s de la célula productora (Braun y ools.,

2002). Los genes impl¡cados en la expresión de las m¡crocinas se organizan en

operones, que están constituidos al menos por tres tipos de genes: el gen estructural



de la microcina, el gen de la inmunidad a la microc¡na, y el gen o genes responsables

de la sal¡da de Ia microc¡na al medio extracelular (Kolter y Moreno, 1992). Las

microcinas se sintetizan como precursores y la mayoría es modificada post

traduccionalmenle, por lo que además existen los llamados genes de la maduración

(Kolter y Moreno, 1992)-

1.2. La microcina E492

L2,1. Propiedades de la m¡crocina E492

La microcina E492 (mccE492) es una bacteriocina produc¡da y exportada de

manera natural por nebsiella pneumoniae RYC492, que actúa sobre cepas de la

familia Enúeroóacteriaceae (de Lorenzo, 1984). Su mecanismo de acción es a través de

la despolarización de la membrana citoplasmática de la célula blanco (de Lorenzo y

Pugsley, 1985), debido a que esta microcina es capaz de formar canales iónicos

selectivos para cationes en b¡capas lipídicas (Lagos y cols., 1S93).

La microcina E492 es producida en su forma activa solamente durante la fase

exponencial de crecimiento bacteriano (Orellana y Lagos, 1996; Corsini y cols., 2002),

a diferencia de otras microcinas que son producidas durante la fase estacionaria

principalmente (Kolter y Moreno, 1992). La forma no modificada de la mccE492 posee

una masa molecular de 7886 Da, un pl de 3,8 (Lagos y cols., 1999), es res¡stente al

tratam¡ento con tripsina, al pH ácido y a temperaturas sobre los 90"C (de Lorenzo,

1984). Además, la mccE492 tiene la capac¡dad de ¡nduc¡r la apoptos¡s en líneas

celulares humanas (Hetz y cols., 2002), y de formar f¡bras tipo amiloíde tanlo ¡n v¡vo

como in yífro (B¡eler y cols., 2006; Marin, 2006).



1.2.2. Determinantes genétieos d6l sistema productor de la microcina E492

Los determinantes genéticos necesarios para la producción, el procesam¡ento, la

exportación y la inmunidad de la mccE492 se encuentran en un segmento de 13

kilobases (kb) del cromosoma de K- pneumon¡ae. Este segmento se clonó y expresó

en E. coli, obteniéndose microcina con propiedades idénticas a la producida por

Klebsíeila pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols., 1997). Al analizar este segmento a

través de un mapa de restricción, mutagénesis al azar usando el transposón TnS,

anális¡s bioinformát¡co y secuenc¡ación, fue pos¡ble ¡dent¡ficar al menos 15 marcos de

lectura ab¡ertos denominados ¡r,ceA,B,C,D,E,J,|,H,G,F y orñ(,L,S2,S3,X (Lagos y cols,

2009). Los genes mce se ordenan en seis unidades transcripcionales (F¡gura 1) (Lagos

y cols., 2001). Algunos de estos genes entre ellos rnceF y orlK no son esenc¡ales para

la producción de mccE492 activa, sin embargo se decidió mantenerlos en el cluster de

este s¡stema porque los sistemas de la mlcroc¡na H47 y M poseen un homólogo de

mceF, también de func¡ón desconocida, y porque orrK es parte de la unidad

transcripcional que contiene los exportadores de la mccE492.

La primera unidad conesponde a los genes mceA y mceB. El gen rnceA

conesponde al gen estructural de la mccE492, y codifica para una pre-proteína que es

procesada al momento de su exportac¡ón en el amino terminal, produciéndose una

proteína de 84 am¡noácldos (Lagos y cols., 2001). Ex¡sten dos aminoácidos que

potencialmente podrían func¡onar como ¡nic¡o de la traducción en la pre-proteína: las

metioninas en posición 1 y 5. Experimentos realizados en este laborator¡o indican que

cuando s€ reemplaza la metionina 5 por otro am¡noácido no se observa producción de

m¡crocina, lo que sugiere fuertemente que esta metionina conesponde al inicio de la



F¡gura 1. Esquema de los determlnantes genéticos del s¡stema productor de la microc¡na
E492.

Las flechas rep.esenlan la orientación de los distintos marcos abiertos de lectura que se
encuentran en el tragmento de 13 kb que conüene al sistemá productor de la m¡croc¡na E492.
En color morado se presentan los genes involucrados en la exportacón, mientras que en
amarillo y na€njo se muestran los relac¡onados con la maduraoión. En azul está el gen
estructural y el gen de la inmunidad. En verde y rojo están los genes cuya función definitiva no
há s¡do aún asignada, y en blanco se muestrán los marcos abiertos de lectura mencionados en
el texto.



traducción (Leiva, 2008). El gen mceB, por su parte, codifica para una proteína integral

de membrana (MceB) que confiere inmunidad ante la mccE492 (Lagos y cols., 1999).

Los genes mcec, mcel y mceJ están involucrados en la maduración de la

mccE492 (Lagos y cols., 2001). El gen ncec codifica para una proteína de 370

aminoácidos que es homóloga a una gl¡cos¡ltransferasa; el gen mcel para una proteína

de 163 am¡noácidos que t¡ene homología con una aciltransferasa, y el gen mceJ

codmca para una proteína de 524 aminoácidos que no tiene homólogo con función

conoc¡da (Lagos y cols., 2001). La proteína MceC transfiere una molécula de glucosa a

la enteroquelina para de esta forma dar origen a una molécula de salmoquelina, y las

proteínas McelJ unen covalentemente la salmoqu€lina al último aminoácido de la

me,cE492,la serina 84 (Lagos y cols", 2009). La unidad mcelJ se transcribe en la fase

exponencial de crecimiento bacter¡ano, m¡entras que el gen mceo lo hace duranlé la

fase exponencial y la fase estac¡onaria (Corsin¡ y cols., 2002)

El gen mceD codifica para una proteína de 4f 4 am¡noácidos que es homóloga a

una salmoquelina esterasa (Lagos y cols., 2009), m¡entras que el gen mceE codif¡ca

para una proteína de f14 aminoácidos sin función asignada, pero que presenta

identidad con MchS4, una proteína del sistema de MccH47, que promueve la

produccién de enteroquelina (Lagos y cols., 2009).

Los genes mceG y nceH constiluyen una un¡dad transcripcional y se encuentran

¡nvolucrados en la eportac¡ón de la mccE492- El gen mceo codifica para una proteína

de 698 aminoácidos que t¡ene alta identidad con los transportadores ABC del sistema

exportador del t¡po l. El gen mceH cod¡f¡ca para una proteína de 413 am¡noác¡dos que

conespondería a la proteína accesor¡a del s¡stema de exportación (Lagos y cols.,

2001). El gen orñ< se localizaría al f¡nal de esta un¡dad transcripcional.



El gen rrceF és el últ¡mo gen del s¡stema productor de la microc¡na y codifica

para una proteína que posee un 75% de identidad con la proteína McmM de los

sistemas de las m¡crocinas H47 y M (Lagos y cols., 2009). No se ha determinado aún

experimentalmente una función para esta familia de proteínas debido a que no existe

un fenot¡po claro asociado a la falta de esta proteína. Sin embargo, se ha encontrado

s¡militud de esta proteína con la fámilia de las prenil proteasas (Lagos y cols., 2009).

Por otro lado, los experimentos de nuestro laboratorio han sido real¡zados con una

vers¡ón lrunca de MceF, por lo tanto el efecto observado (aumento de la actividad

bactericida en una mutante por deleción) debe ser confirmado.

En este sistema existen también otros marcos abiertos de lectura. OrfK codiñca

para una proteína de 136 am¡noác¡dos que t¡ene similitud tanto con a McmA, el gen

estructural de McmM, como con Mcml, su proteína de inmunidad. Se transcribe, pero

no entrega inmunidad frente a McmA n¡ t¡ene act¡v¡dad antibacteriana (Lagos y cols.,

2OOS). OtfL codmca para un péptido de 89 am¡noác¡dos que tiene un motivo doble

g¡icina en su amino terminal, lo cual es compatible con precursores que son clivados y

exportados a través de exportadores ABC, y su extremo carboxilo terminal es rico en

serinas y termina con el mot¡vo glicina-serina, lo cual indica que este péptido

potencialmente podría sufir una modif¡cación post traduccional por una molécula de

salmoquelina. El Cterminal de OrfL presenta una alta identidad con los C-terminal de

las m¡crocinas 8492, Mccl47, MccH47 y MccM (Lagos y cols., 2009). El allo grado de

¡dentidad de OrfL y OrfK con bacterioc¡nas del t¡po mccE492 los hacen buenos

candidatos a estudiar como pos¡bles reguladores de la expresión de mccE492. OrtS2 y

orfsS codmcarían para proteínas truncadas con una sign¡ficátiva ident¡dad con MchS2 y

MchS3, que son équivalentes a la Mccl47 y su inmunidad, respectivamente (Lagos y

cols.,2009).
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1,2.3. Mecanismo de accíón de la m¡c¡ocina E492.

Para ejercer su acción, la m¡croc¡na debe cruzar la membrana externa dé las

células sensibles y traslocarse al espac¡o periplasmático a iravés de los sideróforos

t¡po catecol FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores reconocen

sólo la forma modificada de la mccE492, y la modificación se lleva a cabo grac¡as a los

productos de los genes de madurac¡ón mcecu (Figüra 2) Ohomas y cols., 2004;

revisado en Lagos y cols., 2009),

Una vez dentro del periplasma de la élula sensible, la mccE492 necesita de la

proteína TonB para ejercer su acc¡ón bacteric¡da en la membrana ¡nterna (Pugsley y

cols., 1986; Lagos y cols., 2001). TonB es una proteína de 239 aminoácidos cuya

función es transduc¡r la energía de la membrana intema a la membrana extema de la

célula, y que participa en el transporte activo de diversos sideróforos, metales y otros

nutr¡entes (Postle y Kadner, 2003). Esta transducción de energía involucraría el

acoplamiento de TonB al gradiente de protones en la membrana interna de Ia élula, y

al posterior cambio conformacional que se produc¡ría en la proteína TonB y que haría

posible la interacción de esta proteína con los receptores presentes en la membrana

extema (Postle y Held, 2002).

Para la transducción de la energía, TonB neces¡ta de las proteínas ExbB y ExbD,

que se localizan en la membrana intema de las células (Larsen y cols., 1999). Este

complejo entregaría energía a los transportadores presentes en la membrana externa,

para que de esta forma puedan movilizar los sustratos hasta el periplasma (Postle y

Kadner, 2003). No está claro el mecanismo por el cual ocurre la transferencia de

energía, ni tampoco las interacciones de las proteínas o su estequiometria en el
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F¡gura 2, Mecanismos de producción, modifcac¡ón, exportación y acción de la mccE492.

A) Modificado dé Lagos y cols. (2009). Se muestra secuenc¡almente como la mccE492 es
modificada post traducc¡onalmente con una molécula de salmoquelina, p¡erde su pépt¡do líder y
es exportada fuera de la célula productora. B) La mccE492 exportada €n su forma modif¡cadá
es reconocida por receptores de membrana extema presentes en la élula blan6o, ¡ngresa en el
periplasma y forma el poro en la membrana intema de ésta. Si está presente la proteína MceB
no puede formar el poro. Ml: Membrana lnterna; ME: Membrana Extema.
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complejo. Lo cierto es que ExbB y ExbD son necesarias para gue ocurra el transporte y

contribuyen en Ia estabilidad de TonB (Ahmer y cols., 1995).

Otra proteína esencial para la acción bacteric¡da de la mccE492 es ManYZ, un

complejo prote¡co que forma parte del sistema de la manosa permeasa. Mutantes en

ManYZ son resistentes a la acción bacteric¡da de la mccE492 (Bieler y cols., 2006). Se

cree que este transportador estaría actuando como una especie de chaperona para las

bacteriocinas en la membrana citoplasmática (Lagos y cols., 2009).

Cuando la mccE492 se ¡nserta en la membrana citoplasmática de la célula

sens¡ble, forma canales ¡ónicos que llevan a la despolarización de la célula, a la

pérdida de potencial de membrana y a una reducción drástica de los niveles de ATP

(de Lorenzo y Pygsley, 1985; Lagos y cols., 1993; Baeza, 2003; Destom¡eux-Garzón y

cols.,2003).

1.2.4. El gen rnceD

Como se düo antes, el gen l,rceD codif¡ca para una proteína de 414 aminoácidos

que es homóloga a una salmoquelina esterasa de Sarrnorerra erferica (Lagos y cols.,

2001). Esta proteína hidrolizaría la salmoquelina apo y fénica, part¡c¡pando de esta

forma en a§una etapa de la modif¡cacién post traduccional de la mccE492 (Lagos y

cols., 2009), pero se desconoce su efecto sobre la activ¡dad antibacteriana.

En nuestro laboratorio se real¡zaron una serie de experimentos ut¡lizando Ia cepa

E coli VCS257 p527, que t¡ene al gen /r?ceD interrumpido por el transposón Tns

(Strahsburger, 2004). Al sembrar colonias de esta cepa sobre un césped sensible a la

mccE492 se observó la presencia de halos de inh¡bición de crecimiento. Sin embargo,

tanto el sobrenadante obtenido a partir cultivo líquido de esta cepa como la microcina



pur¡ficada no presentan actividad bactericida. Además, la producción de microcina en

ausencia de mceD parec¡era ser nociva para la célula, ya que los cultivos celula¡es

presentan un aspecto característico de lis¡s celular. Esto sugiere que MceD sería

necesaria para favorecer la exportac¡ón de la mccE492, y que su ausencia podría

traducirse en algún tipo de inestabil¡dad de membrana que llevaría a la lisis celular.

Programas de predicción de topología de proteínas como SOSUI (Mitaku e

Hirokawa, 1999) indican que MceD es una proteína citoplasmástica, con una

hidrofob¡cidad promedio de -0,155. Por otra parte, al utilizar el programa PSIPRED

(Jones, 1999; Bryson y cols., 2005) para predecir la estructura secundar¡a de la

proteína se obtuvo que la proteína presenta hél¡ces y hebras a lo largo de toda su

secuencia. Las hél¡ces son cortas, lo cual apoyaría la predicción de que esta proteína

no tiene domin¡os transmembrana.

1.2.5. El gen ,rrceF

Este gen codif¡ca para MceF, una proteína de 230 aminoácidos que posee un

75% de identidad 6on la proteína McmM de los sistemas de m¡crocinas H47 y M (Lagos

y cols., 2009). Como no existe un fenot¡po asociado a la ausencia de esta proteína no

ha s¡do posible determinar experimentalmente su func¡ón. Los experimentos realizados

en nuestro laborutorio se hicieron con una versión trunca de MceF y por lo tanto los

efectos observados deben confirmarse.

Al hacer un anál¡s¡s de toda la secuencia de mceF no se encontró ¡déntidad

significativa con otros genes. Sin embargo, al buscar dominios conservados en la

secuencia de MceF se vio que presenta el dominio conservado Abi entre los

aminoácidos 125 y 215. Esta superfamilia Abi está formada por proteínas que son
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probablemente proteasas, específicamente CAAX prenil proteasas del tipo ll. También

se encontró ¡dent¡dad con proteasas al someter a la secuencia de la proteína a un PSI-

BLAST (Posit¡on Specific lterative BLAST) y a una búsqueda de proteínas ortólogas

utilizando el programa COGNITOR (Tatusov y cols., 2000). Esta últ¡ma búsqueda

entregó como resultado que M6eF pertenece a un grupo de proteínas cuya func¡ón

predicha sería una proteasa de membrana. Programas de predicc¡ón de topología de

proteínas ¡ndican que MceF es una proteína de membrana con 6 dominios

transmembrana, con sus extremos amino y carboxilo hacia el periplasma de la célula.

I .2.6. El g€n orfK

El gen ofiK codifica para una proteína de 136 aminoácidos cuyos últimos 59

aminoácidos son sim¡lares a McmA, proteína estructural de McmM, y sus primeros 75

aminoácidos tienen similitud con Mcml, su proteína de inmunidad. Esta proteína se

sintetiza, pero no entrega inmunidad frente a McmA ni t¡ene actividád antibacteriana

(Lagos y cols., 2009).

Los estudios de secuencia am¡noacídica a través de programas de predicción de

topología de proteínas sugieren que OrfK sería una proteína integral de membrana que

t¡ene 3 hélices transmembrana, con su extremo am¡no terminal hac¡a el periplasma y el

carboxilo hacia el c¡toplasma de la célula.

La sobre-expresión de genes puede utilizarse pa¡a dilucidar su función, ya que en

ocasiones es posible relacionar la mayor cantidad de proteína a un fenotipo en Ia

bacteria, y de esta forma encontrar su función. Un ejemplo reciente es el estudio del

gen ramA de Salmonella enteñca serou Typhimurium SL1344 (Bailey y cols., 2010).

Esta estrategia fue utilizada en esta tesis para ver si los productos de los genes ,7rceD,

11



mceF y otK están relacionados con la producción o reguláción de la actividad de la

m¡crocina.

El estudio de la sobre-expresión se llevó a cabo sobre distintas cepas que

producen mccE492. En nuestro laborator¡o se trabaja con tres vers¡on€s del sistema

productor de mccE492, que no corresponden al 'clusted tal como se encuentra en el

genoma de Klebsiella. El s¡stema pJAM229 es un derivado de pJ que cont¡ene todos

los genes para Ia produccíón de mccE492 act¡va, pero el gen rnceF se encuentra

¡ncompleto. El sistema pJEMl5 der¡va de pJAM229, t¡ene triplicado el fragmento Sa/l

que cont¡ene los 5 últimos aminoácidos de mceG y a los genes mceF y orfl\ y es muy

buen productor de microcina; mientras que pJAM434 tiene un segmento invertido que

deja a los genes mceJlGH orK bajo el control de un promotor que es más débil que su

promotor natural. Este sistema es un pobre productor de me,cE492 (F¡gura 3).

Se requiere por lo tanto de un sistema que tenga todos los determ¡nantes

genét¡cos para la producc¡ón de mccE492 tal como este se encuentra en Kebsiella

pneumoniae. El plásmido parental pJ los posee, pero trabajar con este plásmido

presenta muchos problemas: los cultivos líquidos no crecen en una dilución mayor a

1:10, y las dens¡dades ópticas que alcanza son bajas al compararlas con los demás

s¡stemas productores; y por otro lado el inserto donado es de aproximadamente 40 Kb,

lo que dificulta su manipulación genét¡ca.



pJEM15

pJAM434

Figura 3, Esquema de los determ¡nantes gsnéücos de los dlstintos sistemas productore§
de microcina E492 ex¡stentes en el laboratorio.

Las flechas epresentan la or¡entac¡ón de los dist¡ntos marcos abiertos de lectura tal como 3e
enorentran en los distintos s¡stemas productores de microcina E492. El asterisco que se
observa en él gen mceF indica que se trata de la ver§ión ¡ncompleta del gen.

¡rra: .13: 'r.ra

pJAM229



HIPÓTESIS

A partir de estos antecedentes b¡bl¡ográficos se puede postular que los productos

de los genes mceD, mceF y orrr( podrían afectar la producc¡ón de microc¡na E492

acf¡va. Por lo tanto, el clonamiento de los genes mceD, mceF y orfK en el plásmido

pBAD33, que es un vector que permite la sobre-expresión de estos genes entregará

información que permitirá inferir si estas proteínas interactúan con el sistema de la

producción de mccE492 act¡va, y de esta manera obtener ¡nformaciÓn acerca de su

func¡ón en la producción de microcina.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar experimentalmente el efecto de la sobre-expres¡ón de los genes rrceF,

mceD y otfK sobre cepas productoras de microcina E492.

Objetivos Especificos.

1 . Construcción de un plásm¡do con todos los determ¡nantes genéticos del s¡stema de

la microcina E492 que contenga el gen mceF completo, para efectuar las

comparaciones en un sistema equivalente al que se encuentra en KIeós¡erla.

2. Clonamiento de rnceD, mceF y oúKenel plásm¡do pBAD33.

3. Determ¡nar el efecto de la sobre-expresión de mceD, mceF y orfr( sobre el

crec¡m¡ento y viabilidad de cepas productoras de mccE492.

4. Determinar el efecto de la sobre-expres¡ón de mceD, mceF y orfK sobre la

producción de mccE492 activa.



MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2,1.1, Reacüvos

Las enzimas de restricc¡ón Sail y H¡ndl\,los marcadores de peso molecular para

fragmentos de ADN de escala 100 pb y 1 kb, y la enz¡ma DNA L¡gasa T4 fueron

compradas en New England Biolabs (lpswich, MA, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN fag y los partidores diseñados en este trabajo

fueron comprados en lnvitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos).

La enz¡ma polimerasa de ADN Pfu fue comprada en Stratagene (California,

Estados Unidos).

Los desoxirribonucleótidos trifosfato fueron comprados en Omega B¡GTek

(Estados Unidos).

Las membranas de n¡trocelulosa VSWP025000 utilizadas para remover las sales

de los ácidos nucleicos antes de eleclroporar se compraron en M¡ll¡pore (Estados

Un¡dos).

La agarosa fue comprada en Fermelo Biotec (Sant¡ago, Chile).

El cloramfen¡col fue comprado en Andrómaco (Santiago, Chile).

La triptona y el extraclo de levadura fueron comprados en Mo B¡o Laboratories,

Inc. (Carlsbad, Calffom¡a, Estados Un¡dos).

El doruro de sod¡o, hidróxido de sodio, azul de bromofenol, cloroformo, alcohol

isoamílico, etanol, metanol, ác¡do acético, isopropanol, acetonitr¡lo, arab¡nosa, glucosa

y peróxido de hidrógeno fueron comprados en Merck { Darm§adt, Alemania).
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La tiamina, ácido pcumárico, TEMED, glucosa y tricina fueron comprados en

Sigma Chem¡cal Co (St.Louis, Missouri, Estados Unidos).

Los reactivos de grado técnico: el ácido acético, el etanol, el metanol y el ácido

clorhídrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).

Los casam¡noác¡dos y el agar se compraron en Bec{on (Sparks, MaMand,

Estados Unidos).

La ampicil¡na se compró en US Biological, Swampscott, MA, USA.

La bisacrilamida se compró en Bioworld (Atlanta, Estados Unidos).

Los react¡vos EDTA, Tween 20, gl¡cerina, gl¡cerol, y fenol fueron comprados en

Wnkler Ltda. (Santiago, Chile).

Las cubetas para la electroporación se compraron en BioRad Laborator¡es lnc.

(Hercules, Califofnia, Estados Unidos).

La S¡lica Gel 10GC18 fue comprada en Waters Corporation (Estados Unidos).

El kit para la cuantificación de proteínas Micro BCAIM Protein Assay Reagent K¡t

fue comprado en Pierce Chemical Company (Rockford, lL, Estados Unidos),

El tris y la gl¡cina se compraron en U.S. Biological (Swampscott, MA, Estados

Un¡dos).

2.1.2. Cepas bacterianas

En la tabla 1 se describen las d¡stintas cepas de E coli utilizadas en este trabajo.

2.1.3. Plásmidos y vectorcs

En la tabla 2 se descr¡ben los distintos plásmidos y vectores utilizados en este

trabajo.
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Tabla L Cepas de E, coli ufilizadas en este trabajo.

Cepa Genot¡po Fuente

B\ 25113 mB DElacZ4787 HscR514 DE(ar¿BAD)567
DE(rñaBAD)568 rpf¡l Colección Ke¡o

BL21 (DE3) F- ompT rB mB Novagen

VC5257
DP50,sop FlsupE44, supFs8, hsd53(rB mB),
dapD1, lacY1, ghY44, D(gal-uv¡B)47 , tyrÍ58,

s V 1429, Ton As3D(th vA57 \1

Stratagene

Tabla 2. Plásmidos y vectores ut¡lizados en este trabajo.

Plásmidos Características relevantes Fuento o referencia

pBAD33
Plásmido derivado de pACYC184 que perm¡te
modular la expres¡ón transcripciona¡ de genes.
Cm'.

Guzmán y cols., 1995

pJEM15

Derivado de pJAM229, posee la tripl¡cac¡ón de
un fragmento intemo Sa/l de 2,5 Kb (doble copia
de m6eF). Es un sobre-productor de MccE492
activa. Amp'.

W¡lkens y cols-, 1997

pJAM229
Derivado de pJ digerido con Xflol. Contiene los
genes para la producción de Mc.E492 activa.
Amp'.

Wilkens y cols., 1997

pJAM434
Derivado de pJ, posee un fragmento ¡nterno
Xñol ¡nvert¡do con respecto a pJAM229. Es un
pobre productor de la MccE492 act¡va. Amp'

W¡lkens y cols., 1997

pJ

Plasmidio que tiene los genes para la
producción de microcina activa. Construido en el
cosmidio pHC79 empleando el DNA
cromosomal dé K. pneuñoniaé RYC492
digérido con Sau3A. Amp'

Wilkens y cols., 1997

pJRSI
Derivado de pJAM229. Contiene una deleción
dél gen mceF y de algunos aminoácidos de
me6. Amp'

Wilkens y cols., 1997
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Plásmido Características relevantes Fuente o referenc¡a

pBAD33-mceD
Derivado de pBAD33. Lleva entre los sitios de
restricción Sall e H¡ndl\ un fragmento de 1450
pb que conesponde al gen rnceD. Cmr.

Este trabajo

pBAD33-mceF
Der¡vado de pBAD33. Lleva entre los s¡t¡os de
restricción Sall e H¡ndlll un fragmenlo de 998 pb
que corresponde al gen mceF. Cmr.

Este trabajo

pBAD33-orfK
Der¡vado de pBAD33. Lleva entre los s¡tios de
restricción Sa¡l e Hindlll un fragmento de 679 pb
que cofTesponde al gen orfl(. cm'.

Este trabajo

pMccE492

De.¡vado de pJRS1. Lleva €n el s¡t¡o Sall un
frEgmento de 1640 pb que corresponde a los 5
últimos aminoácidos de mceG, y a los genes
orK y mceF. Contiene todos los genes del
cluster de Ia microcina y produce microcina
act¡va. Ampr.

Este trabajo

pJl
Der¡vado de pJAM229. Contiene una deleción
con Bs¡/l de 6,8 kb. Contiene los genes
moeABCDE. Amp'.

Wlkens y cols., 1997
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2.1 .4. Partidores

En la tabla 3 se describen los partidores utilizados en este trabajo.

2.2. Métodos

2.2,1- Med¡os de Cultivo

Catdo Lurta lLB,l.' Bactotriptona 10 gil, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, NaOH

3,5 mM.

Medio Míni¡no M9; Na2HPO4 6 g/L, KH2PO4 3 gll, NaCl 0,5 g/L, NH4CI I g/L.

Med¡o Mg suplementado.' El medio Mg se suplementó con CaClz 0,1 mM,

MgSOrxTHzO 2 mM, citrato de sodio 0,2% plv, tiamina 'l g/m¡, casaminoacidos 1 mgiml

y glucosa O,2o/o plv.

Placas de agar: Se prepararon las placas con medio LB y 1 ,5o/o pÍY de agar agar.

Agar BIaNo: Se preparó con medio minimo Mg y O,7olo piv de agar agar.

Pracas de césped.' Sobre placas de agar se esparc¡eron 4 mL de agar blando fundido

en el que se incluyó 100 pL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase estac¡onaria.

Las cepas bacter¡anas que portan plásmidos recomb¡nantes y/o transposones

con resistencia a antibióticos se crecieron en medio líquido o en placas suplementadas

con los antibióticos conespondientes, que se util¡zaron a las s¡gu¡entes

concentrac¡ones finales: ampicilina 100 pg/ml, cloranfenicol 50 Fg/mL, tetracicl¡na

10 pg/ml, kanamicina 50 Ug/mL, estreptomicina 10 pg/ml y el ácido nal¡díxico a

10 ug1ml. Éstos fueron preparados según lo descrito por Sambroock y cols. (1SBS).
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Partidor Secuencia 5'->3'

mceG,sal ATGAGGCTACCAGTTCACTCG

mceF_salR CGTCTTGAAGGTCGAC GAATTCAG GACAATTTCAGAAG G

mceF_salF CCC GGGCACTAAGETTTCAGTTGCCGGGAGCAGG

mceD salF CATATTCAGAGTCGACACCAGCGGTATGTAMCGGG

mce_h¡ndR TAACTTCTCTMGETTGAAGGACATTACTGAGTGGG

orfk_hindR TGCTCCCCCAAAGCTTCCACAGAAAACCfi GAAGATCC

pBAD33 F CGGCAGMAAGTCCACATTGA

pBAD33 R AAAATCTTCTCTCATCCGCCA

pJl GCCAGGGCCAGTTATATTCATGAT

pJ2 GCCGATCTMCGAACATATACCT

se encuentmn los sit¡os de en neqfita para sa/l

Tabla 3. Partidores utillzados en este kabajo para las reacciones de PCR y

secuenciación.

Subrayados pafa H¡nd\l, y en negrita
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2.2.2. Técnicas moleculares

Los procedimientos de biología molecular no detallados, como el aislamiento de

ADN genómico y plasmidial, la preparación de células eleclrocompetentes,

transformac¡ón mediante electroporación, digestión con enzimas de reslr¡cc¡ón, PCR,

etc., se real¡zaron utilizando métodos estandarizados (Sambrook y col., 1989; Ausubel

y col., 1992).

2.2.3. Generac¡ón de las conslrucc¡onea plasm¡diales

En el caso de los genes mceD, nceF y orfK, se ut¡l¡zó el plasmid¡o pBAD33 para

hacer a las construcciones compatibles con los plasmidios que contienen a los

sistemas productores de mccE492, y para poder controlar la expresión de los genes al

agregar arab¡nosa o glucosa al medio de cultivo. El gen rnceD fue clonado utilizando

como templado el plásmido pJ y los partidores mceD_sal F y mceD_hindR. El producto

de PCR fue digertdo con las enzimas de restriccién Safi y H¡ndl| y se ligé en estos

mismos s¡t¡os presentes en el plásmido pBAD33, dando como resultado Ia construcc¡ón

pBAD33-mceD. De ¡gual manera se clonaron los genes ,rceF (partidores mceF_salF y

mceF_salR) y orfl( (partidores mceG_sal y orfk_h¡ndR) en el plásmido pBAD33,

obteniéndose de esta forma las conslrucciones pBAD3+mceF y PBAD3}orfK,

respect¡vamente.

En el caso de la construcc¡ón para reconstitu¡r el sistema completo de la

m¡croc¡na E4g2 en el plásm¡do pJRSl, se utilizó como templado el plásmido pJ y los

pariidores mcec_sal y mceF_salR. El producto de PCR se digirió con la enzima de
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restricc¡ón Sa/l y se clonó en el sitio Sa/l del plásmido pJRS1, dando como resultado el

plásmido pMccE492.

Todas las construcc¡ones mencionadas fueron completamente secuenciadas. Las

construcciones en el plásmido pBAD33 se secuenc¡aron con los partidores pBADS3 F y

pBAD33 R, m¡entras que pMccE492 se secuenció con pJ1 y pJ2.

2.2.4. Purificac¡ón de microcina E492

La mccE492 utilizada en este trabajo fue purificada mediante el protocolo de

purificac¡ón que se ut¡liza en este laborator¡o para altas cantidades de mccE492. Se

activaron 50 g de Silica Gel 100-C18 con 300 mL de acetronitrilo 100% y §e mantuvo

con agitación a 4'C durante toda una noche. La res¡na se dejó decantar por 30 minutos

y se ret¡ró el acetonitrilo, agregando en su lugar 300 mL de agua nanopura. Se

centrifugaron a 8000 g durante 30 minutos 4litros de cult¡vo de la cepa produclora

crecida en medio Mg suplementiado con citrato y glucosa a 37'C y en agitac¡ón de

220 rpm, y el sobrenadante fue f¡ltrado a través de un f¡ltro de polieter§ulfona a la

temperatura de 4"C. Poster¡ormente, a este filtrado se le agregó Ia resina ac-t¡vada y se

ag¡tó por 20 minutos a 4"C. El contenido se depos¡tó en un embudo Büchner que tenía

un papel filtro y que se encontraba acoplado a un matraz Kitasato, ut¡lizando pres¡ón

negativa. La res¡na fue lavada con ,l00 mL de metanol y luego con 100 mL de

ac€tonitrilo 25o/o. La mccE492 fue eluída con lavados sucesivos de aceton¡trilo 30%,

4Ao/o, 59o/a, 6io/o,7Oo/o Y l$Oo/o.
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2.2.5. Cuantificación de microc¡na E492

La concentración de la mccE492 util¡zada en este trabajo se determinó utilizando

el kit Micro BSA Protein Assay Reagent (P¡erce) sigu¡endo las indicaciones del

fabr¡cante y usando como estándar Ia BSA del mismo k¡t. Se construyó una curva de

calibración con la proteína BSA en el rango de concentración de 0 a 10 Ug/mL. Las

muestrás de microcina se concentraron para evaporar el acetonitrilo, y poster¡ormente

se h¡cieron varias diluciones de la muestra concentrada (2, 4, 10,20 y 100 veces). Se

adicionaron 500 ¡rL del reactivo de Bradford a 500 pL de muestra para obtener un

volumen f¡nal de f mL. Se mid¡ó la absorbancia de la mezcla a 596 nm en un

espectrofotómetro Hewlett Packard 8452A- A partir de Ia ecuación de Ia curva de

calibración se interpoló el valor de la concentración de las muestras de microcina.

2.2.6. Detecc¡ón y cuantif¡cac¡ón de la act¡v¡dad bacGricida de la MccE492

2.2.6.1. Detección de la actividad bacteric¡da

La detección de la actividad bacter¡cida se real¡zó sembrando las colon¡as

proven¡entes de los clones que se deseaban analizar sobre una placa de agar LB con

un césped sensible de E. cori BL21 (DE3) crecido en medio LB hasta fase exponencial

con los ant¡b¡óticos correspondientes. Luego de incubar las placas a 37" C durante

14-16 h, la actividad bactericida se visualizó por la aparición de halos de ¡nh¡b¡ción de

crec¡miento sobre el césped sensible.
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2.2.6.2, Cuantil¡cación de la act¡v¡dad bactericida med¡ante el método de la

dilución crftica

Para cuantif¡car la actividad bactericida de la microc¡na se realizaron diluciones

seriadas de las muestras en base 2 en agua nanopura estéril. Se tomaron alícuotas de

5 pL de cada una de las diluc¡ones y se depositaron sobre placas de agar LB con un

césped sensible deE. coliBL2l (DE3), que se formó con 4 mL de agar blando fund¡do

y 200 pL de un cultivo en medio LB crecido hasta fase exponencial con los antib¡óticos

conéspond¡entes. Las placas se ¡ncubaron a 37" C durante 'l+16 h, y el tÍtulo de la

muestra se expresó como el recíproco de la potencia en base 2 de la última diluc¡ón

que presentó un halo de inhib¡ción del crecimiento sobre el césped ind¡cador.

2.2.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS {SDS-PAGE)

Los geles se prepararon con tres fases: separadora, espaciadora y

concentradora. El gel separador cons¡stió en 16,5% de acrilamida (3% de

entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1olo y glicerol al lao/o. El gel espac¡ador

se preparó cofl 100/o de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl I M pH 8,5,

SDS 0, 1%. El gel concentrador contenía 3% de acrilamida (3olo de entrecruzam¡ento),

Tris-HCl 1 M pH 8,5; SDS 0,1olo. A cada uná de estas soluc¡ones se les agregó 0,033%

de APS y 2,2 mM de TEMED. La solución de corrida para el cátodo fue Tris-HCl 0,1 M

pH 8,5, Tricina 0,1 M y SDS 0,f o/o! pára el ánodo Tris-HCl 0,2 M pH 8,9.



2.2.8. Westem Blot

2.2.8.1. Electrotransfercnc¡a y exposición a anticuerpo§

Las proteínas del gel del SDS-PAGE se tran§f¡rieron a una membrana de

nitrocelulosa durante 90 m¡nutos a 100 V, 500 mA y -20"C utilizando amortiguador de

transferencia (Tris-HCl 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20olo). La membrana fue

bloqueada con leche descremada al 5% en TBS-Tween (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl

150 mM, Tween 0,1%) durante t hora con ag¡tac¡ón. Luego se incubó con el anticuerpo

primario pol¡clonal de conejo contra el fragmento C-terminal de la microc¡na

[SGSGYNSATSSSGSGS] en una dilución 1:'l&0 durante t hora, segu¡do por 3

lavados con amortiguador TBS. A continuación se incubó por I hora con el anticuerpo

secundario anticonejo preparado en cabra y conjugado a peroxidasa (dilución 1:2.000).

La membrana se reveló mediante quim¡oluminiscencia. Gomo marcador de peso

molecular se utilizé una muestra de microcina purmcada a partir del Sistema productor

pJEM15.

2.2.8.2. Quim¡oluminiscencia

La membrana se reveló en l0 mL de Tris-HCl 100 mM pH 8,5, con 50 UL de

luminol 250 mM (preparado en DMSO) y 22 UL de ác¡do Fcumárico 90 mM (preparado

en DMSO). La reacción de quim¡olumin¡scencia se inic¡ó agregando 5 UL de peróx¡do

de hidrógeno al 30%. La membrana se expuso con los films auloradiográficos entre 20

segundos y I m¡nuto, dependiendo de intensidad de la señal obtenida'
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2.2.9. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento fueron construidas de dos formas. El primer caso

corresponde a cultivos crecidos a 37"C y 200 rpm en 50 mL de LB o medio M9

suplementado, con una dilución inicial de l:100 y 1:2O a partir de un cultivo "over

nighf, respectivamente. En los tiempos ¡ndicados se tomaron allcuotas de 1 mL de

cultivo para medir su DOsoo en un espectrofotómetro Hewlett Packard 84524.

Las curvas de crecimiento también fueron construidas utilizando placas de

cult¡vo, en donde se crecieron culiivos a 37'C y 900 rpm en un agitador de placas

Heidolph Titramax 10.l (Merck). En este caso, I mL de un cultivo de noche fue

centrifugado y resuspendido en glicerol 100% hasta quedar 50%- Esta preparación se

usó para ¡nocular con una d¡lución 1:100, en los tiempos ¡nd¡cados, los 300 FL de LB

que fueron utilizados en cada poc¡llo de la placa de cultivo. La lectura de las placas se

llevó a cabo at f¡nal del experimento, transfir¡endo 100 t¡L del cult¡vo a placas de ELISA

Pure Grade (Brand) y midiendo la DO6oo en el lector de ELISA Epoch (Biotek).

En este trabajo todos los gráficos muestran la misma escala de densidad óptica

med¡da a 600 nm, y que pertenece a la med¡da con el lector de ELISA. Para poder

hacer esto, se hicieron curvas de crecim¡ento de tres cepas distintas por triplicado en

placas de cult¡vo y en matraces al mismo t¡empo. Con estos datos se buscó la relación

enlre los dist¡ntos grupos de datos obten¡dos, y se llegó a la relación entre las

mediciones en e¡ espectrofotómetro y en el lector de ELISA: las medidas en el

espectrofotómetro son 7,39 ! 1,48 veces más altas que la§ medidas en el lector de

ELISA. Se utilizó este número pára transformar todos los datos a la misma e§cala, para

de esta forma poder compararlos.
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2.2.10. Ensayos de inducción.

2.2.1O.a. lnducción y preparación de las mueslrag

Se crecieron por duplicado cultivos de las cepas a estud¡ar en 30 mL de LB con

los ant¡bióticos correspondientes a 200 rpm y 37'C hasta que alcanzaron una Dosoo de

0,6-0,7. En este momento se agregó arab¡nosa hasta quedar 0,2o/o final a uno de los

cultivos duplicados, y los cult¡vos se dejaron crecer en las mismas condic¡ones por 4

horas. Transcunido este tiempo, se midió la DOeoo de nuevo y esta ¡nformación se

utilizó paaa tomaf muestras de los cult¡vos celulares de forma normalizáda de acuerdo

a los valores medidos. Estas muestras fueron centrifugadas por 5 m¡nutos a máxima

veloc¡dad a 4'C. El prec¡p¡tado obtenido fue resuspendido en 100 pL de amortiguador

de carga 1X. La mezcla fue incubada a 95'C por 7 minutos.

2.2.10.2. Separación de las muestras en geles SDS PAGE

Para la separación de las proteínas se ut¡lizaron geles SDS-PAGE con dos fases:

separadora y concentradora. El gel separador cons¡stió en 12,5o/o de acrilamida, Tris

HCI 1M pH s,8, SDS 0,4% y gl¡cerol al 1,25o/a. El gel concentrador contenía acrilamida

al 5,07olo, Tris HCI 1M pH 6,8, SDS 0,4016. La solución de conida fue Tris 0,25 M, gl¡cina

1,918 M y SDS 1%. Como marcador de peso molecular se utilizó PageRuler Plus

Presta¡ned Protein Ladder de Fermentas. Las pfoteínas fueron visualizadas a tfavés de

tinción de plata y tinc¡ón con azul de coomasie.

2.2.1L Ensayos de sobrev¡da sobre placas

En este ensayo se util¡zaron cuatro tipos de placas: LB arabinosa 0,2%,

glucosa 0,1%, Mg arab¡nosa O,2o/o y M9 glucosa 0,1ol0. Se crecieron cultivos de
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cepas a estudiar en med¡o LB con los antibióticos conespondientes a 37"C hasta que

alcanzaron una D0eoo de 0,4-0,5. Con estos cultivos se h¡cieron díluciones en base f 0

y se depositaron alícuotas de 5 ¡rL de cada dilución por triplicado en distintos t¡pos de

placas. Estas placas se incubaron a 37'C por toda la noche, y luego se contaron

colon¡as para oblener las unidades formadoras de colonia conespond¡entes a cada

caso.
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RESULTADOS

3.{ Construcc¡én del plásmido pMccE492.

Para reconstituir el sistema completo de la microcina E492 se util¡zó como base

el plásm¡do pJRS1, al cual se le ad¡c¡onó el fragmento de DNA faltante (Figura 4A)

Este fragmento fue obtenido por ampl¡ficac¡ón con PCR, usando como templado el

plásmido pJ, y util¡zando los partidores mceG_sal y mceF_salR (Figura 4B). Luego de

optimizar la reacción se obtuvo un producto de PCR de 1640 pb, que corresponde a los

5 últimos aminoácidos de ,rcec y a los genes mceF y ortK. Este producto de PCR se

digirió con la enzima de restricción Sall, obteniéndose un tragmento de DNA del

tamaño esperado (Figura 5A). EI plásm¡do pJRSI también se dlgir¡ó con la enzima de

restriccón Sa,l, cuyo único sitio de restricción conesponde a la zona del gen rnceG que

se encuentra truncado en esta construcción. Como se esperaba, está digest¡ón

linea,izó a, plásmido, lo cualfue observado en un gel de agarosa 1% (Figura 5B).

Se realizó una reacción de l¡gación entre el plásm¡do pJRSI digerido con Saf y el

produdo de PCR diger¡do con la misma enzima. Esta ligación se diseñó para dar como

resultado al 'clustef' completo de la microc¡na E492. El producto de l¡gación se

concentró antes de ser ut¡lizado para transformar la cepa de E. col¡ 8W251 13. Las

transformantes fueron incubadas en placas de agar LB suplementadas con amp¡c¡lina,

para seleccionar a las que habían incorporado el plásm¡do. En la sección 3.2 se

des$ibe cómo se seleccionó un clon que posteriormente fue enviado a secuenciar

para comprobar que se había logrado la construcción coneda.
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Figura 4. Construcción del plásmido pMccE492

Para la reconstru@ión del s¡stema completo de la microcina E492 se utilizó pJRSI como base,
al cual se le ad¡c¡onó el fragmento de DNA faltante, el cual fue obtenido por amplificac¡ón por
PCR a part¡r de pJ. A) Plásmido pJRS1. B) Plásm¡do pJ, a partir del cual se obtuvo el fragmento
de 1640 pb que corresponde a pade del gen mcec, a orK y mceF completos. Este produclo
PCR fue d¡gerido con la enzima de restricción Sa/í, al ¡gual que el plásmido pJRSl, lo que
permitió realizar una reacción de l¡gación entre el plásmido d¡ger¡do y el producto de PCR
d¡gerido con la misma enz¡ma.

lrcn***,o
I m.¿G !¡i , f,aF sR| -'

$t 9l

+i@-l
I o*'-.,
I *trls.,I

q{ L'

,t ]ffi¡
r-l-r--1



B
A

1500 pD

1200 pD

10Oo pb
000 ñ
8O0 pb

70O pü

600 pb

50o ñ

10 tn
6td8t¡
srb
{¡b
3t¡

Figura 5. Patrones de digestión de Ios productos necesarios para reconstruir el cluster
completo de la microcina E492.

A) Patrón de digestión obten¡do al tratar el producto de PCR amplificado con los partidores
mcec_sal y mceF_salR con !a enz¡ma de restricc¡ón Sarl, y poster¡or electrofores¡s en gel de
agarosa al 2,5%. Caril '1: MceGKF sin d¡gerir. Can¡ll 2: MceGKF digerido con Sa/I. Marcador de
peso molecular escalera de 100 pb. B) Patrón de digestión obten¡do al digerir el plásmido
pJRS'1 con la enzima de restricción Sall, resuello con un gel de agarosa al 1 %. Carril 1:

Plásm¡do pJRSI s¡n d¡ger¡r. Carri¡ 2: Plásm¡do pJRSI digerido con la enzima de restr¡cción Sall.
Marcador de peso moleeular escalera de 1 kb-
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3.2 Caracterización de la cepa BW251{3 pMccE492

3.2.1 . Determínación de la actividad bactericida de BW25l13 pMccE492

Los transformantes obtenidos en 3.1 fueron sembrados en placas de agar LB

suplementado con ampic¡lina para seleccionar de esta forma a los que habían

incorporado el plásmido. S¡n embargo, podía darse el caso de que las células hubieran

incorporado sólo pJRSl, puesto que presenta resistencia a ampic¡lina, por lo que se

debió real¡zar otro ensayo para comprobar que se había incorporado además el

fragmento amplificado por PCR.

Como ya se mencionó, el sistema con pJRSI no produce mlcrocina activa, pues

aunque se produce el precursor éste no se puede procesar y exportar al medio

extracelular debido a que tiene el gen mceG trunco en el extremo carboxilo terminal.

MceG corresponde al transportador de tipo ABC que utiliza la microc¡na para llegar al

medio extracelular. La construcción deseada, denominada pMccE492, üene el sistema

de la m¡croc¡na completo, por lo que las células transformadas con este plásmido son

capaces de producir y exportar m@E492 (Figura 6). Por lo tanto, para seleccionar

clones que produzcan mccE492, los transformantes obten¡dos fueron sembrados sobre

un césped de BL2l (DE3) sensible a la acción de la mccE492, y se observó que de

200 clones analizados, sólo 3 clones fueron capaces de producir un halo de ¡nhib¡c¡ón

de crecimiento. Estos fueron los clones considerados para la secuenc¡ac¡ón.



B\M5113 pJEM15 8W25113 pJAM229 BW25113 pJAM434

B\M5113 pJRSI B\M51 13 pMccE492

Figura 6. Ensayo sobre un césped sensible a la mccE492 para detectar la actividad
bactericida de la mccE492.

Colon¡as de las cepas indicadas fueron sembradas sobre un césped de Ia cepa sens¡ble a la
mccE492 BL21 (DE3). Se ut¡lizaron como controles células transformadas con los sistemas
productores de mccE492 ya existentes en el laborator¡o: pJEM15, pJAM229 y pJAM434. Las
colonias acá mostradas son representat¡vas del total estudiado.
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3.2.2. Purificación de mícroc¡na a partir de E. coli BW25l13 pMccE492 y

determinac¡ón del título do la act¡yidad antibacteriana

Se purif¡có mlcrocina a part¡r del sobrenadante de la cepa BW251 13 pMccE492

util¡zando el proced¡miento descrito en Métodos. Las muestras obtenidas eluídas a

diferentes concentraciones de acetonitrilo desde una matriz de C-18 fueron sometídas

electroforesis e inmunoblot (Figura 7). El procedim¡ento utilizado es el habitual para

purificar mccE492 a partir de los distintos s¡stemas productores de mccE492.

Para determinar la acüvidad bacter¡cida de la purif¡cación se util¡zó el ensayo de

dilución crítica sobre lá cepa sensible E. coli BL21 (DE3)- Se observó actividad

bactericida sobre este césped en todas las eluc¡ones entre 40olo y 100o/o <le acetonitrilo-

La elución con acetonitrilo al 50Yo fue la que tuvo mayor aciiv¡dad, hasta una dilución

de 5f 2 veces. Se mid¡ó además la concentración de la microcina presente en las

distintas eluc¡ones obten¡das durante el proceso de purificación y los resultados

obten¡dos fueron coherentes con los títulos de ac{¡vidad bac{er¡c¡da observados, es

decir, las eluciones con mayor título de actividad bacter¡c¡da tamb¡én fueron las que

presentaron las mayores con@ntrac¡ones de mccE492.

3.2.3. Comparación de las curvas de crecimiento de los d¡st¡ntos s¡stemas

productores ds mccE492.

Para proseguir con la caracterizac¡ón de este nuevo plásmido productor de

mccE492 se realizaron curvas de crecimiento para esta cepa en medio LB. Estas se

compararon con las obtenidas para cepas transformadas con los demás sistemas

productores de mccE492 (pJEM15, pJAM229, pJAM434) y con el plásmido pJRSl,



Figura 7: Westem Blot de mccE492 eluída con diferentes conceritrac¡ones de aceton¡trilo
purificada a partir del sistema pMccE492

La purificac¡ón de la mccE492 se realizó ut¡lizando la matriz h¡drofóbica C-l8, y posterior eluc¡ón
con dist¡ntas concéntraciones de acetonitrilo. Sé real¡zó una electrofores¡s de la mccE492
eluída, y las proteínas separadas por este SDS-PAGE fueron lransferidas a una membraná de
n¡trocelulosa. El revelado se hizo por electroquimiolum¡nisencia como se describe en Méiodos.
En la figura se ¡nd¡can las muestras anal¡zadas a part¡r de eluc¡ones con d¡stintas
concentft¡ciones de acetonitrilo.
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además de la curva de la cepa huésped BW251l3 (Figura 8). Estas curvas de

crec¡miento se realizaron tal como se explicé en la sección de Métodos, midiendo la

DO6m de los cultivos en el lecdor de ELISA Epoch.

Tal como se esperaba a part¡r de resultados previos, las curvas de crecim¡ento dé

las cepas con los sistemas productores pJEM15 y pJAM229 muestran un crec¡m¡ento

similar al de la cepa huésped (s¡n ningún plásmido). Lo mismo ocurre con la cepa que

fue transformada con el plásm¡do pMccE492. Sin embargo, este comportamiento no se

observa en las cepas transformadas con los plásmidos pJAM434 y pJRS1. El s¡stema

pJRSI no tiene completo el gen que codifica para el transportador utilizado para la

exportación de la microcina, lo que implica que la mccE492 se acumularía en el inlerior

de la célula, y esto podría afectar su crec¡m¡ento. El comportamiento de la cepa que

porta el plásmido pJAM434 podría tener una expl¡cación s¡milar, pues el cambio en la

d¡sposición del fragmento que contiene a los genes mceJlHGKF se encuentran bajo el

control de un promotor más déb¡l que su promotor natural. Esto lleva a un cambio en la

tasa de transcripción de estos genes, que ¡ncluyen a mcecH que son los de

exportación, por Io que la producción de !a microcina puede ser mayor que la

exportac¡ón de esta m¡sma, con una acumulación que Ie resultaría tóx¡ca, y por lo tanto

con una disminucón de la velocidad de crecimiento. S¡n embargo, al final de las curvas

obtenidas para las cepas con pJRSI y con pJAM434 se ve una recuperación en el

crecimiento. Esto podría deberse a la selección de un mutante capaz de exportar

microcina o de resistir a su acumulación en el inter¡or de la célula, o a algún fenómeno

de adaptación fisiológica a este stress.
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F¡gura 8: Curvas de creclmlento de cepas productoras de mccE492.

Los cultivos se real¡zarcn en med¡o LB a part¡r de una dilución 1:'100 de un cultivo de noche en
todos ¡os c.rsos. Las cu¡vas de crec¡m¡ento fueron realizadas por trip¡¡cado, y se gÉ¡f¡cáron los
valor€s corespond¡entes al promedio de las tres med¡ciones obtenidas par¿¡ cada caso- Las
modiciones se realizaron utillzando un lector de ELISA Epoch (B¡otek).



3.3. Clonamiento de los genes mceD, mceF y ortK en el plásmido pBAD33.

Para estudiar el efecto de ¡a expresión de los genes mceD, mceF y orfK sobre las

cepas productoras de mccE492, estos genes fueron clonados en el plásmido pBAD33.

Este plasm¡dio se escogió porque es compatible con los sistemas productores de

mccE492 efstentes en el laboratorio, y porqué es pos¡ble controlar la expre§ión gén¡ca

a través del uso de arab¡nosa y glucosa. Este vecfor posee el promotor aá, que

permite inducir la expresión del gen al crecer las élulas transformadas en presencia

de arabinosa, y reprimirla completamente cuando hay glucosa en el medio de cultivo.

El gen ficeD fue clonado utilizando al vector pJ como templado de PCR, y con

los partidores mceD-salF y mceD-hindR. El producto de PCR obtenido luego de la

optimización de la reacción fue de 1450 pb, que conesponde al gen completo. Para

clonar los genes mceF y orK lamb¡én sé usó pJ como templado, junto a las pareias de

part¡dores mceF-salF y mceF-salR y mcec-sal y orft-hindR, respectivamente. En

estos casos se obtuvieron productos de PCR de 990 pb para mceF y de 679 pb para

orlK. Todos estos productos de PCR fueron d¡ger¡do§ con las enzimas de restricción

SaJI y H,hdlll, y los productos de digest¡én se analizaron en geles de agarosa al 2,5%

(Figuras 9A, SB, 9C). El plásmido pBAD33 también fue d¡gerido con las mismas

enzimas de restricc¡ón y analizado en un gel de agarosa al 1% (F¡gura 9D).

Se realizó una rea@¡ón de l¡gación entre el plásm¡do pBAD33 digerido con las

enzimas de restricción Sa/l y Hindlll, y los distintos productos de PCR obten¡dos

previamente que estaban digeridos con las mismas enzimas. De estia forma se

obtuvieron los vectores pBAD33-mceD, pBAD&mceF y pBAD3&orfK.

El producto de ligac¡ón se concentro y se usó para transformar la cepa de E. cot¡

8W25113. Estas transformanles se incubaron en placas de agar LB suplementado con
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Figura 9. Patronqs de digest¡ón de los producto§ de PCR y del plásm¡do nece§ario para él
clonamiento de los genes ,rceD, ficeF y ortK.

A) Patrón de digestión del producto de PCR con el gen mceD tratádo con las enz¡mas de

restricc¡ón Sa/l y Hindlll, y posterior electroforesis en gel de agarosa al2,5o . Car l: Producto
de PCR sin diger¡r. Caril 2: Producto de PCR diger¡do con Sall' Carril 3: Producto de PCR

d¡gerido con Sáfl y Hlr?dlll. B) Patrón de digest¡ón obten¡do al tratar el producto de PCR con el
gán mceFcon Sall y Hindlll, y resulto con gel de agarosa al2,5o/o. Canil l: Produeto de PCR

§in digerir. Can¡t 2: Producto de PCR d¡gerido con Sall. Canil 3: Producto de PCR d¡ger¡do con
Sall y H¡ndlll. C) Patón de digestión obtenido al tratar el producto de PCR con el gen odK con
Sa y Hindll,y posterior electrofores¡s en gel de agarosa al2,5o/o. Canll l:Producto de PCR sin

digeiir. Carril 2: Producto de PCR d¡gerido con Sall. Canil 3: Produclo de PCR d¡gerido con Sa/l

y Hindlll. Marcador de peso molecular escalera de 100 pb. D) Patrón de dig$tión obtenido al

diger¡r el plásmido pBAD33 con Sat y Hindlll, resuelto con un gel de agaro§a al lob Canil 1:

PÉsm¡do pBAD33 sin digerir. Canil 2: Plásmido pBAD33 digerido con Sáll. Canil 3: Plásm¡do
pBAD33 d¡ger¡do con Sa¡ y Hrrdlll. Marcador de peso molecular escalera de '1 kb
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cloramfenicol para seleccionar a las células que habían incorporado el pfásm¡do.

Poster¡ormente se realizaron digestiones con enzimas de restricción y reaccíones de

PCR para comprobar la presencia del plásmido con el gen deseado en los clones

selecc¡onados. se secuenció el DNA plasm¡dial de los clones que d¡eron posit¡vo para

todas estas pruebas. se comprobó que en los tres casos se obtuvieron construcciones

correctas.

3.4. Caracter¡zación de las cepas E.coli 8tN25113 transformadas con tos

vectores pBADs3-mceD, pBAD33-mceF y pBAD33-orfK

3.4.1. Determ¡nación de la actividad bacteric¡da de E.cot¡ BW2SIl3 con pBAD33-

mceD, pBAD33-mceF y pBAD33-orfK en presencia de Íos distintos sistemas

productores de mccE492

Los transformantes obtenidos fueron sembrados sobre un césped sens¡ble a la

acción de la mccE492 para comprobar que estas células no producían una aclividad

inhibitor¡a del crecim¡ento. Esto se h¡zo en presencia de glucosa y de arabinosa, y en

ningún caso se v¡o halo de inh¡bición de crecimiento alrededor de la colonia p¡cada.

Posteriormente, estas células fueron transformadas con los distintos s¡stemas

productores de la microcina que se util¡zan en este laboratorio: pJEMlS, pJAM229,

pJAM434 y el nuevo plásmido pMccE492. Se hicieron céspedes de la cepa sensible

E-coli BL12 (DE3) en placas de agar LB y de agar Mg con ampicilina y cloramfenicol, y

suplementados con arabinosa o con glucosa. Sobre este césped se picaron colon¡as y

se dejaron incubando por 16 horas a 37"C. En la figura l0 se muestra un exper¡mento

en que se utilizó el sistema pJEMlS como huésped.
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Figura {0. Comparación de la actividad bactericida de cepas que cont¡enen al sistema
productor pJEMfS y pBAD33-mceD, pBAD33-mceF o pBAD33{rtK.

Se p¡caron colonias de cepas con los dist¡ntos sistemas productores de microc¡na y las

conétrucc¡ones pJEM15 y pBAD33-mceD, pBAD33-mceF o pBAD33-orfK sobre un ésped
sensible en placas de agar LB con glucosa 0,1% o arabinosa 0,27o. En esta fgura se muestra lo

obtenido con el sistema productor pJEM15 como fondo genético, pero se observó un

comportam¡ento sim¡lar cuando se ¡ntegraron los demás s¡stemas productores como fondo
genét¡co.
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No sé ohservó una diferencia s¡gn¡ficativa en los halos de inhibic¡ón de

crecimiento en las placas en presencia de glucosa o arabinosa para las construcciones

con el gen mceD (Tabla 4). Sin embargo, se obseNa que ,rceF afecla positivamente la

producción de mccE492 tanto cuando está siendo sobre-expresado como cuando su

expresión es residual. El gen orfK se comporta de igual forma que mceF cuando se

encuentra en presencia de pJAM229, pJAM434 y pMccE492. Después de la

transformación sobre el huésped pJEM15 se observa que un 10% de las colonias

produce un halo de inhibicién de crecimiento pequeño. Dado que e§ie comportamienio

fue m¡noritario y claramente distinto, no se utilizó para realizar los cálculos de área del

halo de ¡nh¡bición.

3.4.2. Efecto de la sobre-expresión de los genes mceD, mceF y orfr( en la

sobrev¡da de la cepa E. coli 8W25113

Para estudiar el efecto de la sobre-expresión de estos genes en la sobrevida de

la cepa E coll8W25113 se tomaron cultivos celulares crecidos durante toda la noche y

se utilizaron para ¡nocular en una dilución de 1:100 (medio LB) y 1:50 (Mg con glicerol)

cult¡vos que fueron crecidos a 37'C con agitación hasta una DOom de 0,4-0,5. Estos

cultivos fueron t¡tulados en placas con agar LB y con agar Mg suplementadas con

arab¡nosa y con glucosa tal como se explica en la sección de Métodos. Se considerÓ

como 100% de sobrevida altítulo obten¡do en Ia placa con glucosa.

Los primeros cultivos en los cuales se estudiÓ la sobre-expresión de los genes

fueron los que contenían sólo las construcc¡ones en el vector pBAD33. Se vio que la

sobre-expresión del gen mceD no afecta de forma importante la sobrev¡da de lo§

cultivos celulares, ya que los porcentajes de sobrevida obtenidos fueron similares a los
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Tabla 4. Efecto de la sobre-expres¡ón de rnceD, mceF Y oúK en cepas que contienén a los
distintos s¡stemas productores sobre la producción de mccE492'

Cepa

0/6 halo

LB + arab¡nosa

oÁ halo

LB .r glucosa

pMccE492 pBAD33-mceD 72,7 + 2,8 112,2 + 1,7

pJEM15 pBAD33-mceD 92,8 + O,7 72+1

pJAM229 pBAD33-mceD 83,3 + 0,9 93,3 + 1,2

pJAM434 pBAD33-mceD 84,7 + 1,6 75 + 0,9

pMccE492 pBAD33-mceF 83,31 3,4 174,8 + 2,1

pJEM15 pBAD33-mceF 136,5 + 1 ,6 '141,8 + 0,9

pJAM229 pBAD33-mceF 149 + 1,1 132,5 + 0,7

pJAM434 pBAD33-mceF 164 + 1,2 117,2 + 1,4

pMccE492 pBAD33-orfK 68,9 + 2,9 184,2 + 2,3

pJEM15 pBAD33{rfK. '123,1 + 0,6 134,3 + 0,5

pJAM229 pBAD33-orfK 163,1 + 1,1 143,4 + 0,9

pJAM434 pBAD33-orfK 146,9 + 1,6 125,8 + I ,2

Todos los experimentos se real¡zaron utilizando como césped sensible la cepa E. coli BL21

(DE3). Como huésped para cada s¡stema se usó la cepa E. cofi 8W25113. Se picaron diez
colonias en cada caso, y el porcentaje acá mostrado conesponde a una comparac¡ón de las

áreas del halo de inh¡b¡ción de crec¡miento obten¡das, tomando como el 100% el área obtenida
para cada s¡stema transformado con el plásmido vector pBAD33.

'En este caso se observó que después de la transformac¡ón con pBAD33-orfK un 10% de las

colon¡as producen un halo pequeño (23,42 nfffl El caracter halo grande o halo pequeño se

transmite de manera estable en las sucésivas generaciones.
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obtenidos con el plásmido vector pBAD33 (Tabla 5). Sin embargo, Ia sobre-expresión

de mceF y ortK afecla la sobrevida tanto en agar LB como en agar M9. EI título celular

se redujo en 3 órdenes de magn¡tud para el caso de la sobre-expresión del gen mceF,

en tanto que cuando el gen sobre-expresado fue orfK se observó que esta dism¡nución

llegó a los 5 órdenes de magnitud en agar M9.

Se evaluó la sobrevida en estas condic¡ones de las cepas que contenían los

dist¡ntos sistemas productores de mccE492 con pBAD33, pBADS&mceD' pBAD33-

mceF y pBAD3&orfK. La sobrevida de células crecidas en medio mínimo que

contenían pJEM15 no se afecló con la sobre-expres¡ón de rrceD (Tabla 6).

Curiosamente, en este mismo medio la sobre-expresión de mceF no tuvo un efecto tan

importante (27% sobrevida) s¡ se le compara con el 0,5% observado en ausencia del

sistema productor de mccE492 (Tabla 5). El efecto observado en la sobre*expresión de

estos dos genes resulto sér medio dependiente, pues cuando el med¡o ut¡lizado fue LB,

la sobrev¡da observada fue superior a la del control no inducido' Lá sobre-e&resión de

orfK, por otra parte, produce una disminución del título celular de 3 órdenes de

magn¡tud cuando se plaquea en agar M9 y de 5 órdenes de magn¡tud en el caso de

agar LB (Tabla 6).

Un comportamiento s¡milar se observa cuando el s¡stema productor es pJAM229

(Tabla 7) y pJAM434 (Tabla 8). La sobre-expresión de mceD no t¡ene efecto en la

sobrevida de las células, mientras que la sobre-expres¡ón de mceF produce una

d¡sminuc¡ón de 2 órdenes de magnitud en el título celular. El gen o¡fK es el que

muestra el efecto más pronunciado sobre las células al ser sobre-expresado, llegando

incluso a no encontrar§e células al plaquear en agar M9 suplementado con arab¡nosa.

En las placas con agar LB encontramos una disminución de 7 órdenes de magnitud en

el titulo celular al comparar las placas con glucosa respecto de con arabinosa. ESta
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Tabla 5, Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que sobrc-

expresan ,nce4 ,rrceF y orfrl.

Cepa
o/o sobrev¡da

M9 + Arab¡nosa
% sobrev¡da

LB + Arabinosa

pBAD33 168,29 + 0,72 350,54 + 1,23

pBAD33-mceD 107 ,13 + 1,28 431,08 + 'l ,69

pBAD33-mceF 0,53 + 0,011 21,19 !O,17

pBAD33-orfK 1,76 + 0,0083 0,001.1 + 1,Ox1O€

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coí 8W25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos ¡ndepend¡entes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrev¡da fueron obten¡dos de un triplicado, y se consideró como 100% al título celular
obten¡do para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 6. Sobrev¡da sobre pleces de agar M9 y de agar LB de las cepas que contienén al

sistema productor de mccE492 pJEMlS y que s{rbre€xpresan los genes ÍrceD, mceF y

o¡ll<.

Cepa
% sobrevida

Mg + Arabinosa
% sobrev¡da

LB + Arab¡nosa

pJEMl5
pBAD33 100,92 + 0,44 164,07 I 1,19

pJEM15
pBAD33-mceD 97,25+7,O 408,73 + 6,81

pJEM15
pBAD33-rnceF 27 ,13 + 0.13 151,97 + 1,68

pJEM15
pBAD33-orlK 0,06 + 0,008 6,49+0,39x10{

Todos estos experimenios se realizaron ut¡l¡zando a la cepa E. col,8W25113. Los porcentajes
son represenlativos de tres onsayos independ¡entes. Los conteos de colonias y Ios porcenta.jes

de sobrevida fueron obtenidos de un tripl¡cado, y se consideró como 100% al título celular
obten¡do para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 7. Sobrevida sobre placas de agar Mg y de agar LB de las cepas que contienen al

si$tema productor de mccE¿192 pJAM229 y que sobre4xpr€an los gene§ nrcea, nceF y

orfl<,

Cepa
% sobrevida

M9 + Arabinosa
% sobrevida

LB + Arabinosa

pJAM229
pBAD33 191,01 11,58 183,09 + 16,2

pJAM229
pBAD33-mceD 72,89 + 1 ,01 70 + 6,0

pJAM229
pBAD33-mceF 4,8 + 0,043 16,23 + 0,16

pJAM229
pBAD33-orfK

< 103 8,34 + 0,33 x 106

Todos estos exper¡mentos se realizaron ut¡lizando a la cepa E. coli 8W25113. Los porcentajes

son representativos de tres ensayos lndependientes- Los conteos de colonias y los porcentajes

de sobrevida fueron obtenidos de un triplicádo, y se consideró como 100o/o al título celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 8. Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que eorÍténen al

§istcma productor de mccE492 pJAM4il4 y que sobi€+xpresan los genes mceD, mceF y

o¡fl<.

Cepa
% sobrcv¡da

M9 + Arabinosa
% sobrevida

LB + Arab¡nosa

pJAM434
pBAD33 84,15 + 1,09 136,03 + 1 ,92

pJAM434
pBAD33-mceD 86,04 + 4,5 238 + 2,O1

pJAM434
pBAD33-mceF 0,91 + 0,023 100 + 1,62

pJAM434
pBAD33-orfK

< 103 4,65+0,059x10€

Todos estos experimentos se realizaron util¡zando a la cepa E. col¡ 8W25113. Los porcentajes

son representat¡vos de tres ensayos ¡ndependientes. Los conteos de colon¡as y los porcentajes
de sobrevida fueron obten¡dos de un triplicado, y se considero como 100o/o al título celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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diferenc¡a es consistente con la falta de colon¡as en las placas de agar M9, ya que en

éstas siempre se obtuvo un menor número de colonias que en las placas de agar LB.

Las células que llevan el sistema pMccE492 (Tabla 9) tienen un comportamiento

un poco diferente. No se ve un efecto importante en la sobrevida en placas LB al

sobre-expresar los distintos genes, en tanto que al plaquear en agar Mg sólo hay un

efecto notorio en las células que sobre-expresan otfK. Hay una d¡sminuc¡ón de 6

ó¡denes de magnitud en el título c€lular, pero esto no se observa en las placas LB.

Esto sugiere fuertemente que hay un efecto med¡o-dependiente al sobre-expresar orff.

En la Tabla l0 se resume el efecto de la sobre-expresión de los d¡st¡ntos genes sobre

las cepas productoras de mccE492-

3.4.3. Efecto de la sobre-expres¡ón de loa genes ñceD, flrceF y orfK sobre las

curvas de crccimiento de la cepa E cori BW25113.

Se complementó el estudio anterior analizando el efecto de la sobre-expresión de

ficeD, mceF y oñ< en E. coli BW25113 sobre las curvas de crec¡miento obtenidas en

presencia de arabinosa o de glucosa. Se observó que las construcciones crecidas en

LB y no ¡nducidas con arab¡nosa no afectan el crecimiento de la cepa huésped (Figura

11A). Lo mismo se observó al real¡zar las curvas de crecim¡ento en medio Mg con

glicerol 0,4% como fuente de carbono (Figura I 1B). Las curvas en medio LB además

sirvie¡on para determinar que los cultivos celulare§ alcanzaban la DOooo recomendada

para la inducción (Guzman y cols., 1995), alrededor de las 2 horas de Grecimiento

después de la d¡lución.

Se real¡zé la inducción de los cult¡vos agregando arab¡nosa a parl¡r de la hora 2

de crec¡miento en una concentraciÓn final de 0,2o/o, y como contraparte se agregó
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Tabla 9. Sobrev¡da sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que cont¡enen al

si§tema productor de mccE492 pMccE492 y que sobre+xpresan los genes mce,, n@F y

orlr(

Cepa % sobrevida
M9 + Arab¡nosa

o/o sobrev¡da
LB + Arabinosa

pMccE492
pBAD33 81,55+1,47 96,91 + '1,81

pMccE492
pBAD33-mceD 107 ,44 + 2,25 63,18 + 8,5

pMccE492
pBAD33-mceF 6,24 + 0,13 16,2 + O,14

pMccE492
pBAD33-orfK 2,21 + 0,030 x 104 '15,05 + 0,58

Todos estos expérimentos se realizaron ut¡l¡zando a la cepa E. col¡ BV\t25113. Los porcentaies

son repGsentat¡vos de tres ensayos independ¡enies. Los conteos de colon¡as y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un tr¡plicado, y se cons¡dero como 10070 al título celular
obten¡do para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 10. Resumen de los ensayos de sobrev¡da §obre placas de agar Mg y de agar LB de

Ias cepas que contienen los dístintos sistemas prcductores en pnBsenc¡a de las dislintas

construcc¡one3.

Para expresar el efecto de la sobre-expresión de los dist¡ntos genes sobre los sist'emas
productores de mccE492, se designó como sin efecto (=) a lo§ título§ celulares que se

mantenían en el mismo orden de magn¡tud que la placa control con glucosa, mientras que el

eieclo negativo sobre el título ce¡ular se expresó de tres maneras: con (¡) cuando la dism¡nuc¡ón
en el título era menor o igual a 2 órdenes de magnitud, (l¡) cuando era entre 3 a 7 órdenes de

magnitud y (¡ll)cuando no se encontTaron colonias en la placa de cultivo.

BW25t'13 pBAD33 pBAD3-mceD pBAD3-mceF pBAD3-orfK

M9
Arabinosa

Cepa huésped 1¡

+ pJEM15 ¡¡

+ pJAM229 I tJ

+ pJAM434 l ¡]l

+ pMcceE4g2 l¡

LB
Arab¡nosa

Cepa huésped I +l

+ pJEMl5 it

+ pJAM229 I {{

+ pJAM434 ¡ IJ

+ pMcceEg2
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Figura ll. Curvas dc crec¡m¡ento de la cepa E. coli 8W25113 que lleva pBAD33.mceO,
pBAD33-mceF, pBAD33-orO( y pBAD33 en medio LB y en medio ii9.

Las curvas de crec¡miento se h¡cieron por triplicado en ambos medios de cultivo, y se graf¡c¿aon
los valores conespondientes al promedio de las tres mediciones. Estos cult¡vos se crecieron en
ausencia de arabinosa. A) Curva obtenida al crecer las distintas cepas en medio LB. B) Curva
obtenida al crecer las d¡stintas cepas en medio Mg con gl¡cerol 0,4% como fuente de carbono.
Tal como se ¡ndica en la leyenda de los gráfcos, la línea azul conesponde a la cepa
transformada con el plásmido pBAD33, la roja a la construcc¡ón pBAD33-mceD, la verde a
pBAD33-mceF y la línea morada a pBAD33-orfK.
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glucosa al 0,1%. Las eurvas de crec¡m¡ento se realizaron en medio LB suplementado

con cloramfen¡col, como se explica en la sección de Métodos. Tal como se esperaba a

partir de los resultados de los ensayos de sobrevida, las cepas transformadas con e¡

plásmido pBAD33 (Figura 12A) y con pBAD33-mceD (F¡gura 108) no presentan

cambios sign¡f¡cat¡vos en las forma de sus curvas de crecim¡ento una vez que se

agrega arabinosa o glucosa al medio de cultivo. Para las cepas que llevan pBAD33-

mceF (Figura 12C) y pBAD33-orfK (Figura 12D) en camb¡o, la presenc¡a de arab¡nosa

retarda el crecimiento de las células. Este efecto es evidente no sólo al compararla con

la curva obten¡da en presencia de glucosa, sino que también con la obtenida sólo con

med¡o LB.

Este comportamiento también se observó en las curvas real¡zadas en med¡o Mg

con gl¡cerol 0,4olo como fuente de carbono. En este caso la diferencia entre las curvas

lue mayor, lo que se puede deber a la presencia de glucosa en el medio, la cual no

sólo estaría reprimiendo totalmente la expÍes¡ón del plásmido pBAD33, s¡no que como

nueva de carbono sería más fác¡l de metabolizar.

3.4.4. Efecto de la exprssión resid[al de los genes mceD, mceF y orfK en curva§

de crecim¡ento de la cepa E. col¡ BW25113 con d¡stintos sistemaa productores dé

mccE4g2.

Se estud¡ó el efecto de la expre§ión residual, es decir en condiciones de no

inducción, de los distintos genes sobre los sistemas produciores de mccE492

pJAM229, pJAM434 y pMccE492, en med¡o LB y en medio M9.

Todas Ias curvas de las d¡stintas construcciones en cepas que portan el sistema

productor pJAM229 presentan un comportam¡ento similar. S¡n embargo, la curua de la
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Figura 12. Efecto de ta sobre-expresión de los genes mceD, mceFy orfK §obre las curvas
de crcc¡miento de la cepa E. coli BlN251'13.

Las curvas de crec¡miento fueron real¡zadas por triplicado en med¡o LB, y §e graficaron los

valores correspond¡entes al promedio de ¡as tres med¡ciones. En esta f¡gura se muestran las
curyas obtenidas gara E. cot¡ BW25113 transformada con las distintas coñstrucciones hechas
en el vector pBAD33- A) Cepa transformada con pBAD33. B) Cepa transformada con pBAD33-

mceD. C) Cepa transformada con pBAD33-mceF. D) Cepa transformada con pBAD33-orfK. Tal
como lo indica la leyenda, en azul se muestra el comportam¡ento del cultivo en presenc¡a de

arabinosa, mientras que en Eo, de glucosa. La flecha negra ¡nd¡ca el momento en el que se
agregó el suplemenlo al cult¡vo (2 horas).
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cepa con la construcc¡ón pBAD3&orfK alcanzó el plateau más rápidamente (Figura

l3A). Los tiempos generacionales de los cultivos de las cepas con pBAD33, pBAD33-

mceD y pBAD33-orK son de alrededor de media hora, mientras que para pBAD33-

mceF se llegó al valor de 55 m¡nutos.

Cuando este anál¡sis se real¡zó en el s¡stema productor pJAM434 el efécto

"protectoi' entregado por la expresión residual de orfK fue mucho más evidente (Figura

138). Al comparar las curvas de crecim¡ento se ve que Ia cepa que t¡ene la

construcción pBAD33-orK es la única que presenta una curva de crecimiento normal.

Las demás presentan una disminución notoria de la densidad ópt¡ca a partir de las tres

horas de crecimiento, la que se recuper:¡n hacia el final de la curva, pero no llegan a

los valores medidos para la cepa transformada con pBAD33-orfl(.

Cuando las células flevan el sistema pMccE492, no se observa ningún efecto de

orFK. Todas las cepas presentan el mismo comportam¡ento a lo largo de la curva de

crec¡m¡ento, que es el m¡smo para una curva de crec¡m¡ento de la cepa huésped en

medio de cultivo LB (Figura 14).

3.4.5. Efecto dé la sobre-expres¡ón de los genes mceD, mceF y orfl( en curvas de

crecimíento de la cepa E. colí 8W25113 con dist¡ntos sistemas productores de

mccE492.

Luego de estudiar el efecto de la expres¡ón residual de los genes mceD, mceF y

orfK sobre las curvas de crecimiento de los distintos sistemas productores de

meE492, se anal¡zó el efecto de su sobre-expresión. Para esto, se crec¡eron cultivos

en presenc¡a de arabinosa o glucosa, y se construyeron curvas de crec¡miento tal como
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Figura 13. Efecto de la expres¡ón res¡dual de los genes mceD, mceF y orrx en los
s¡stemas productores de mccE492 pJAM229 y pJAM434.

Las cuNas de crecimiento se hic¡eron por iriplicado y se graf¡caron los valores conespond¡entes
al promed¡o de las lres medic¡ones. En esta figula se muestra el efecto de la expres¡ón res¡dual
de los distintos genes a estud¡ar en sistemas productores de mccE492 en la cepa E coli
8\^25113, A) Curvas obtenidas en presencia del sistema pJAM229 en medio LB. B) Curvas
obtenidas en presenciá dél sistema pJAM434 en médio LB. Lá línea azul coffesponde a la cepa
transformada con el plásmido pBAD33, la línea roja a la eonstrucción pBAD33-mceD, la línea
verde a pBAD33-mceF y la línea morada a pBAD33-orfK.
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Figura 14. Efecto de la expres¡ón residual de los genes mceD, mceF y orrf( sobre una
cepa eon el si§tema productor pMccE492

Las curvas de crecimiento se h¡cieron por triplicado y se graficaron los valores correspondientes
al promedio de las tres med¡ciones. En esta fgura se muestra el efecto de la expresión residual
de los distintos genes a estudiar sobre el sistema productor pMccE492 transformado en la cepa
E. coli 8W25113. La línéa azul muestra a la cepa transformada con el plásm¡do pBAD33, la
línea roja a Ia cepa con la construcc¡ón pBAD33-mceD, la línea verde a pBAD33-mceF y la línea
moÉda a pBAD33-orfK.
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se expl¡ca en la sección de Métodos. De acuerdo a las curvas obten¡das para los

s¡stemas productores pJAM229 y pMccE492, se agregó el suplemento ¡ndicado luego

de 2,5 horas de crecimiento a 37'C, ya que en ese momento el cultivo alcanzaba la

densidad óptica adecuada para la ¡nducc¡ón.

Al analizar la cepa que lleva el s¡stema pJAM229 se observó una concordancia

con los resultados de porcentajes de sobrev¡da. Así, la sobr+expresión de la proteína

MceD no presenta ningún efécto sobre el crec¡miento de las células (Figura 158),

mientras que la sobre-expresión de MceF y OrK en presencia de este sistema

productor afecta de manera ¡mportante su crecimiento (Figura l5C y 15D,

respectivamente), a tal punto que la inducción de pBAD33-orfK impidió el crec¡miento

bacteriano, anal¡zado hasta las 24 horas.

Sin embargo, la cepa con el plásm¡do pBAD33 presentó un comportam¡ento no

esperado. Cuando se estudió el efecto de la sobre-expresión o represión del plásmido

vector en la sobrev¡da de las células no se v¡o n¡ngún efecto. Tampoco se observé

nada importante en el caso de su expres¡ón residual en presencia de pJAM229. Sin

embargo, la sobre-expresión de este plásmido en presencia de pJAM229 tiene un

efecto ¡nhib¡tor¡o sobre la curva de crecimiento de estas células, y lo hace de manera

similar a la sobre-expresión de la proteína MceF (Figura 15A).

Cuando este anális¡s se realizó con las células con el sistema productof

pMccE492 se observó que no hay efecto al sobre-expresar el plásm¡do pBAD33

(¡nducción) comparado con la curva obten¡da al agregar glucosa al medio de cultivo

(Figura 16A). Cuando se sobre-expresa la construcc¡ón pBAD33-mceD se ve que si

bien las curvas son muy similares en lo que se refiere a la forma y los valores

obtenidos para las d¡stintas mediciones, durante la fase estacionaria tardía de

crecim¡ento el cultivo que creció en presencia de arabinosa disminuye su densidad

59



g0r

fEñFlhrl
-.-entoe

03

a,¿

0 2 4 6 310 12 1,1 16 13 20 22 24

rEñpo fhr)
+ a.abinósá -.FglucGá

2 4 6 310 12 14 16 la ¿O 22

feñpo lhtl
+ar.binm -.>.31!.@

r 6 310 1?

r'€np.{hr)
u$ú20t224

Figura 15. Efecto de la sobre-expres¡ón de los genes mceD, mceF y orfK en un huésped
con el s¡stema pJAM229.

Las curvas de crec¡m¡ento fueron realizadas por tripl¡cado en medio LB, y se graf¡caron los
valores corespondientes al promedio de las tres med¡ciones. En esta f¡gura se muestran las
curvas obten¡das paru E. col¡ 8W25113 que presenta pJAM229 y fue transformada con las
dist¡ntas construcciones hechas en el vector pBAD33. A) Cepa transformada con pBAD33. Bl
Cepa transformada con pBAD33-mceD. G) Cepa transformada coñ pBAD33-mceF. D) Cepa
lransformada con pBAD33-orfK. En azu¡ se muestra el comportam¡ento del cultivo en presencia
de arabinosa, mientras que en rojo, de glucosa. La flecha negra indica el momonlo en el que se
agregó el suplemento al cult¡vo (2,5 horas).
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Figura 16. Efecto de la sobre-expresión de los genes mcea, mceF y orfK en un huésped
con el sistema pMccE492.

Las curvas de crecimiento fueron realizadas por tr¡pl¡cado en medio LB, y se graf¡caron los
valores corespondientés al promed¡o de las tres med¡c¡ones. En esta f¡gura se muestran las
curvas obten¡das para E. col¡ 8W25113 que presenta pucr,¡.492 y fue transformada con las
d¡st¡ntas construcc¡ones hechas en el veetor pBAD33. A) Cepa transformada con pBAD33. B)
Cepa transformada con pBAD33-rnceD. C) Cepa transformada con pBAD33-mceF. D) Cepá
transformada con pBAD33-orfK. En azul se muestra el comportamlento del cultivo en pre§enc¡a

de arab¡nosa, mientras que en rojo, de glucosa. La fecha negra indica el momento en el que §e

agregó el suplemento al cuttivo (2,5 horas).
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óptica (Figura 168). Esto es consistente con los resultados que se obtuvieron para los

ensayos de sobrevida de esta cepa, en donde se v¡o una d¡sminuc¡ón del título que no

se observa en ningún otro caso" La cepa que presenta el plásmido pBAD33-mceF se

comporta como la c€pa con el plásmido vector pBAD33 (Figura 'l5C). Se puede

observar el efecto de la sobre-expresión de MceF en el tramo final de la curva de

crecim¡ento, ya que hasta Ia hora I de medición la curva en presencia de arabinosa y

de glucosa son muy sim¡lares.

Las células con la construcción pBAD33-orfK muestran, tal como se esperaba,

una gran d¡ferencia entre la curva obtenida en presencia de arab¡nosa y la obtenida en

preseñcia de glucosa (Figura 15D). La curva obtenida al agregar arabinosa al medio de

cult¡vo se ve muy afectada por la sobre-expresión de esta proteína de membrana,

mucho más de lo que se podía hacer esperado a part¡r de los resultados de sobrev¡da

y la expresión residual de ésta.

3.4.6. Anál¡sis med¡ante PAGE de extractos bacter¡anos después de la sobre-

expresión de los genes mceo, mceFy ortK.

Se analizó la sobre-e&res¡ón de los genes presentes en las construcciones en

pBAD33 med¡ante SDS-PAGE. Para esto, se crecieron cultivos de las cepas que

presentaban las dist¡ntas construcc¡ones en medio LB y se les agregó glucosa o

arabinosa luego de 2 horas de crecimiento. Se dejaron crecer por 5 horas en este

medio inducido y se tomaron muestras de estos cultivos. Las muestras obtenidas se

cargaron en un gel SDS-PAGE al 12,5o/o de acrilam¡da para poder separarlas, y las

proteínas se v¡sual¡zaron a través de tinción con Azul de Coomas¡e. Se real¡zó tamb¡én

tinción de plata del gel luego de la electroforesis, pero aún cuando se realizaron
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diluciones de f :10 y 't :100 de las muestras no se pudo obtener un gel lo

suficientemente claro como para identificar las proteínas deseadas. Por lo tanto, se

siguió trabajando con la tinción de Azul de Coomasie hasta encontrar el mejor

protocolo de trabajo.

Las masas teóricas para las distintas proteínas son de 45.762 Da para MceD,

26.984 Da para la proteína MceF y 15.416 para OrfK. Esta ¡nformación fue considerada

para escoger el porcentaje de acrilamida del gel y el marcador de peso molecular.

Se compararon los párones de proteínas obtenidos para las construcciones en

presencia de arabinosa y de glucosa, y también se compararon con las obten¡das para

el plásmido pBAD33 en ambas cond¡c¡ones. De esta manera se logró ¡dentificar dos

bandas que están presentes en los caniles correspondientes a la sobre-expres¡ón de

las proteínas MceD y MceF, y que no se encuentran en ningún otro carril (Figura 17).

Estas bandas se encuentran aproximadamente a la altura de Ia banda que

conesponde a 36 kDa en el marcador de proteínas PagerRuler Plus preteñido, lo cual

estaría cerca de las masas teóricas de las proteínas MceD y MceF. No se pudo

¡dentificar una banda correspondiente a OrfK a pesar de real¡zar d¡st¡ntos geles y

ulilizar varios tipos de tinciones. Esto podría deberse a un evenlual cl¡vaje y secreción

de esta proteína por su identidad con McmA, proteína que es clivada y exportada al

med¡o extracelular por un exportador tipo ABC en el s¡stema de la microc¡na M. Si este

fuera el caso, a part¡r de OrfK se producirían dos proteínas de d¡fíc¡l detecc¡ón: una

conespondiente a la ¡nmunidad y se localizaría en la membrana, y otra a la m¡crocina,

que sería exportada.
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F¡gura 17. SDS-PAGE y posterior t¡nclón con Azul de Coomasie de Ias distintas
construcciones sobre-expresada§,

Se crec¡eron cultivos de las distintas cepas en presencia de arabinosa o de glucosa, se tomaron
muestras de estos cultivos y las proteínas presentes en los extractos celulares obtenidos se
separaron por SDS-PAGE. Los geles fueron teñidos con t¡nc¡ón de Azul de Coomas¡e. E¡ cuadro
rojo muestra Ia banda que correspondería a la proteína MceD (canil 4) y a MceF (canil 6). Canil
1: Cepa transformada con pBAD33 en presencia de glucosa. Carr¡l 2: Cepa transformada con
pBAD33 en presencia de arabinosa. Canil 3: Cepa transfomada con pBAD33ficeD en
presencÍa de glucosa. Canil 4: Cepa transformada eon pBAD33-meeD en presenc¡a de
arabinosa. Can¡l 5: Cepa transformada con pBAD33-mceF en presenc¡a de glucosa. Canil 6:
Cepa transfomada con pBAD33-mceF en presenc¡a de arabinosa. Canil 7: Cepa transformada
con pBAD33-orfK en presenc¡a de glucosa. Canil 8: Cepa transformada con pBAD33-orfK en
presenc¡a de arabinosa. MP: marcador de peso molecular, PageRule¡ Plus preteñido. Los
valores de las distintas bandas están en kDa.
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3.5. Estudio de la sensibilidad a la mccE492 en distintas fases de

crecimiento bacteriano de cepas de E colí en presenc¡a del plásmido pJl.

Estudios previos realizados en el laboratorio determ¡naron un fenotipo

denom¡nado 'pérd¡da de inmunidad en fase estacionaria'. Este fenotipo se producía en

la cepa de E cori VCS257 que porta al plásm¡do pJI, y no era deb¡do a la pérdida de la

transcripc¡ón del gen de la ¡nmunidad (rnceB) en la fase estacionaria, sino que a un

efecto prop¡o de Ia mccE492 que se s¡ntetiza y se acumula intracelularmente, debido

mayormente a la ausenc¡a de las protefnas de exportación. El plásm¡do pJl es un

der¡vado del sistema qJAM229 que contiene sólo los genes mceABCDE, es decir

carece de los genes de exportación y maduración. Los ensayos de pérdida de

¡nmunidad se realizaron en céspedes de las cepas a estudiar cuando éstas están en

fase exponenc¡al y en fase estacionaria de crec¡miento. Sobre estos céspedes se

depos¡tan alícuotas de mccE492 en d¡stintas diluciones en base dos, tal como en los

ensayos de dilución crítica antes explicados. Si el ésped utilizado coresponde a las

células estaban en fase exponencial de cl'ecimiento, éstas son inmunes a la acción de

Ia mccE492 éxógena, pero que si el césped es a partir de células crecidas hasta fase

estac¡onaria éste es sensible a la acción de esta mccE492 agregada. Este fenotipo de

"pérd¡da de inmunidad en fase estac¡onaria" se rev¡erte con una mayor cantidad de

proteína de inmunidad (incorporando un plásmido con mceB), en cuyo caso las células

resultaban ser inmunes a la mccE492 tanto en fase exponencial como en estacionaria

de crec¡miento.

Se decidió probar si el efecto .protectof de la expresión residual del gea oñK

(Figura 12) observado en una cepa con el sistema pJAM434 estaba relac¡onado con un

aumento de inmun¡dad. Para hacer eslo se transformaron células de E- coli VCS257



que tenía al plásmido pJl con la construcc¡ón pBAD33-orfK, y se realizó el ensayo

descrito más arriba. Se v¡ó que los céspedes real¡zados tanto en fase exponencial

como estacionar¡a de erec¡miento eran ¡nmunes a la acción de la mccE492. Se realizo

lambién un ensayo control sólo con el plásm¡do pBAD33-orfK, y en este caso los

céspedes resultaron ser sensibles en ambas fases de crec¡miento. Estos resultados,

junto a los demás controles realizados, se muestran en la Tabla I 1.

Este resultado indica que la proteína OrfK por si sola no es capaz de entregar

inmunidad ftente a ta mccE492. Una explicación probable es que ¡nteractúa con la

proteína de Ia ¡nmunidad MceB potenc¡ando su efecto. Esta hipótesis es probable pues

OrfK presenta identidad con la proteína de inmun¡dad del sistema McmM. Una

explicación alternat¡va es que sea un efector pos¡tivo que estimula la expresión de

mceB.
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Tabla 11. Sensibil¡dad a Ia mccE492 exógena de cepas transfonnadas con pJl y pBAD33-

orfK,

Estos experimentos se realizaron por tripl¡cádo en cada caso, uülizando la microcina purmcada
a partir de pMccE492. Para expresar la sensibil¡dad a la mccE492 se tomó como sensib¡e (s) a
los éspedes en donde se obtwo halo de inh¡bic¡ón de crec¡miento al depositar una alícuota de
mccE492 purificada, m¡entras que inmune (¡) Gonesponde a las cepas en cuyos céspedes no se
encontró halo de inhib¡c¡ón.

E coli VCS 257
transformada con: Genes Sensibil¡dad en fase

exponenc¡al
Sensibil¡dad en fase

estacionaria

S S

pJl mceABCDE S

pBAD33 Q S

pBAD33-orfK orfK S S

pJl pBAD33-orfK mceABCDE + orfl< ¡
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DISCUSION

El objetivo princ¡pal de esta tesis fue estudiar el efecto de la sobr+expresión de

los genes mceD, mce F y orfK sobre la producción de la mccE492, y para ello fue

necesario construir un plásmido que tuviera todo el sistema productor de la microcina

completo, y compararlo con los otros s¡stemas productores, Este s¡stema se llamó

pMccE492, debido a que conesponde a los determinantes genéticos necesarios para

Ia producción de la microcina E492lal como se encuentra en K. pneumoniae RYC492.

La comparación con los sistemas ya existentes se realizó a través de curvas de

crecim¡ento, utilizando la cepa de E. coli 8W251 13 como huésped. En estos

experimentos se v¡o que las curvas de crec¡m¡ento de la cepa transformada con

pMccE492 t¡enen comportamientos s¡m¡lares al que se observa para la cepa que

contiene a pJEM15 o pJAM229, y que dichas curvas también son similares a la del

huésped sin plásmido. Estos tres s¡stemas produclores poseen todos los componentes

necesar¡os para la ef¡ciente producción y exportac¡ón de la mccE492, lo cual impediría

la acumulación ¡ntracelular de la m¡crocina que producen. Sin embargo, las cepas

transformadas con el sistema pJAM434 y con pJRSI tienen un comportamiento

diferente, con un marcado retraso en el crecim¡ento (Figura 8). Esto se debería a que

pJRSI no tiene completo al gen que cod¡f¡ca para el transportador utilizado para la

exporüación de la mccE492, lo que significa que la microc¡na se acumularía al ¡nter¡or

de la célula, afectando de esta manera su sobrevivencia. Por otro lado, pJAM434, tiene

un cambio en la disposición del fragmento que contiene a los genes mceJlHGF, que

quedan bajo el control de un promotor que es más débil que su promolor natural. Este

cambio produce una d¡sminución en la expresión de estos genes, lo cual llevaría a que
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la producción de Ia microc¡na sea mayor que su exportación, y esto afectaría el

crecimiento a Io Iargo de toda la curva. Por otra parte, también se ve disminuida la

expresión de los genes que partic¡pan en la modificación post-traduccional de la

microcina, lo que se manifiesta en una mayor proporción de mccE492 no modificada.

Esto explicaría también por qué este s¡stema no es un buen productor de microc¡na

act¡va.

Se comparó la actividad de estas cepas a través de los halos de inhibición de

crecimiento que se obtienen al sembrar colonias de cepas con los dist¡ntos sistemas

productores de microc¡na sobre un césped sens¡ble. Se observó que el halo de

inhib¡ción de crec¡miento que se obtuvo para la cepa con pMccE492 es de tamaño

similar e ¡ncluso un poco mayor que el halo que se obtuvo con pJEMl5 (Figura 6).

Esta tendenc¡a se mantuvo al estudiar la act¡vidad bactericida de Ia microcina

purificada a partir de pMccE492. Al hacer el ensayo de diluc¡ón crítica se observó halo

de ¡nh¡bición de crecimiento hasta una d¡luc¡ón de 512 veces, m¡entras que para una

microcina purificada a partir de pJEM15 se obtuvo halo hasta la dilución de 128 veces.

Como ya se mencionó, la d¡ferencia más notoria entre los s¡stemas productores

prev¡os es el gen rnceF trunco, con una secuencia de 179 am¡noácidos en lugar de 230

aminoácidos. Los aminoác¡dos faltantes se encuentran ubicados en el exlremo amino

term¡nal de la secuencia. Estudios de predicc¡ón de topología de MceF ¡nd¡can que

esta proteína tiene 6 hélices transmembrana, con su e)dremo am¡no y carboxilo hac¡a

el per¡plasma de la célula. El segmento faltante en la versión trunca de MceF

correspondería a la pr¡mera hélice transmembrana de la proteína, cuya carenc¡a le

da a una orientación diferente a cada hélice transmembrana (Figuras 18A y 18B). Así,

pare proteína MceF lrunca el nuevo extremo am¡no term¡nal queda hacia el periplasma

de la célula, mientras que el extremo carboxilo terminal está ub¡cado en e, citoplasma



BA c

Figura l8: Comparación de la topología dé MceF, MceF &unca y una prenll proteasa
caracteristica.

Uiilizando los programas de predicción de topologÍa de proteínas de membrana SOSUI y

TMPred se obtuvieron las topologías para la proteína MceF completa (A), pára la versión irunca
en el am¡no terminal (B), y para una pren¡l proteasa de la fam¡lia CAAX [Swissprot, número de

acceso lPROO1915l (C). En rojo §e muestran las ubicacionés de los aminoácidos esenc¡alee
pará la actividad próteasa, y su local¡zación en las dos versiones la proteína MceF existentes P:

periplasma, C: citoplasma.
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de la célula. Este cambio también afecta la orientac¡ón de los segmentos

transmembrana, y la ubicación relative de los aminoácidos que 
'as 

forman.

Como se mencionó en la lntroducción, MceF tiene un dom¡n¡o conservado Abi.

Esta superfamilia está formada por proteínas que serían proteasas de membrana, y la

presencia de este domin¡o en MceF fue confirmada al someter a la secuencia de la

proteína a un PSI-BLAST y a una búsqueda de proteínas ortólogas con el programa

COGNITOR. Este dom¡nio conservado se encuentra entre los aminoác¡dos 125 y 215

de la secuencia de MceF, los cuáles también se encuentran en la versión incompleta

de la misma.

Se comparó la topologia de una de estas proteasas con la obtenida para ambas

versiones de MceF, y se observó que la versión completa de la proteína concuerda con

las proteasas (Figura 18C). Al analizar la ubicac¡ón de los 5 aminoácidos esenc¡ales

para la actividad pren¡l proteasa (Pei y Grishin,2001) con ambas versiones de la

pfoteína MceF, se enconlró que sólo en la vers¡ón completa de MCeF se mant¡enen en

la disposic¡ón esperada. Esto podría significar que la p.oteina MceF es capaz de llevar

a cabo su actividad proteasa putativa, mientras que en la vers¡ón incompleta presente

en los s¡stemas productores de microc¡na pJEM15, pJAM229 y pJAM434 dicha

actividad estaría afectada.

Una bacteriocina producida por Laclobac¡llus plantarum liene 4 genes que

entregarían inmun¡dad frente a la bacteriocina: plnP, plnl, plnT y plnu (D¡ep y cols.,

1996). Al analizar los motivos presentes en estas proteínas se encontró que

cofTesponderían a proteasas ¡nvolucradas en la madurac¡ón y transporte de las

bacteriocinas (Pei y Grishin, 2001), de manera similar a la ciste¡n-proteasa asociada a

PlnG, el transportador ABC presente en el m¡smo operón (Diep y cols., 1996). Este

transportador está formado por 716 aminoácidos y tiene cuatro dom¡nlos conservados:
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un dominio con activ¡dad cistein-proteasa, un dominio transportador ABC, un dominio

que corresponde e Ia región lransmembrana del transportador y un dominio con

actividad nucleótido trifosfato hidrolasa. Se sabe que las cistein-proteasas de la familia

presente en este transportador clivan el péptido líder en el motivo doble glic¡na de

varias bacterioc¡nas, y que este motivo se encuenta presente en la mccE492.

Tomando en consideración estos antecedentes, podrían existir dos posibles

funciones para MceF: podría part¡c¡par en el proceso de secreción de la mccE492

estimulando el clivaje del péptido líder que e§ llevado a cabo por el exportador de la

m¡croc¡na, o podría participar en algún t¡po de ¡nmunidad a través de su actividad

proteolítica (Kjos y cols., 2010). Al estudiar el efecto de la sobre-expresión de los genes

sobre la p¡oducc¡ón de mccE492 activa a través de halos de inhib¡c¡ón de crecimiento

obten¡dos sobre un césped sens¡ble se vio que mceF afecla de forma posit¡va la

producción de mccE492. Esto es consistente la posible participación de MceF en el

proceso de secreción de la mccE492. En forma alternativa, este producto gén¡co podría

actuar ¡ndirectamente como un factor que afecta la producción de mccE492 activa.

Una explicación a la disminución del título celular al sobre-expresar MceF es que

esta proteina, al ser una proteína con 6 segmentos transmembrana desestab,ilizar¡a la

membrana ¡ntema de la célula, con la crnsigu¡ente muerte y dism¡nución de la

dens¡dad ópt¡ca (Figura 15).

Una explicación sim¡lar sería válida al sobre-expresar OrfK. Esta proteína

también es de membrana, por lo que su sobre-expresión tamb¡én tendría la capaeidad

de desestab¡lizar a la membrana de la célula huésped- S¡n embargo, para esta proteína

los efectos observados son mucho más drástico§ tanto en la disminución del título

celular como la ausencia de crecimiento (F¡guras 15 y 16; Tablas 5 y 6).
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La causa dé este efecto podría deberse a que dentro de la secuencia de esta

proteína se encuentran zonas con s¡m¡litud at gen estructural de la McmM (últimos 59

aminoácidos) y a su proteína de inmunidad (los pr¡mero§ 75 aminoácidos) (Lagos y

cols., 2009). Si bien esta proteína no entrega inmunidad frente a la McmM n¡ a la

mccE492 (esta tesis), y tampoco t¡ene actividad antibacteriana por sí sola, se

desconoce s¡ es capaz de interactuar de alguna manera con alguna proteína del

"clustef de la mccE492. Los resultados presentados en esta tesis sugieren

fuertemente una interacción con el s¡stema de la microcina E492.

Al estud¡ar el efecto de OrfK sobre la producción de mccE492 act¡va de colon¡as

sembradas sobre un césped sensible se observó que la afecta de forma positiva en el

caso de los sistemas pJAM229 y pJAM434. Para el sistema pJEMlS, por otro lado, se

puede observar la presenc¡a de dos fenotipos tanto en presenc¡a de arab¡nosa como

glucosa: colon¡as con halo de ¡nhibic¡ón grande y co¡onias con halo de inhibic¡ón muy

pequeño. Estos fenot¡pos no segregan, es dec¡r, Ias colon¡as con halo grande

mantienen este tamaño, y lo mismo ocurre con las colonias con halo Pequeño. Por lo

tanto, esta segregación ocure al momento de la transformación y no varía

posteriormente. Se realizaron dist¡ntas pruebas para tratar de explicar este fenómeno,

y se descartó la ocunenc¡a de una recombinación entre los plásmidos, a la pérdida del

gen orfK, o a una contam¡nación con otro sistema productor. Queda por dilucidar aún s¡

este fenot¡po se debe a un cambio en la cepa huésped o a algún camb¡o puntual en el

DNA plasmidial, detectable sólo por secuenciación.

EI efecto "protectof de OrK en presencia del sistema productor pJAM434 llevÓ a

estudiar la capac¡dad de reforzar la inmunidad frente a la mccE492 ut¡lizando una cepa

con el plásmido pJl, que pierde la inmunidad en fase estacionar¡a. La expresión

residual de OrfK es capaz de otorgar ¡nmunidad en fase estacionaria frente a la



microcina agregada de forma exógena a una cepa con el plásmido pJl, pero es claro

que OrfK por sí solo no da ¡nmunidad a la mccE492. La protección observada podría

ser por una potenc¡ación de la inmunidad a través de una interacción entre OrK y la

proteÍna de inmun¡dad MceB, ya que la topología de la proteína OrfK en la membrana

interna es muy s¡m¡lar a la de MceB.

La sobre-expresión del gen orfK en presencia o en ausencia de los sistemas

productores de mccE492 afecta severamente la viabilidad celular. Esto significaría que

el efeclo tóxico que e§a sobre-expresión produce sobre la célula no puede ser

contranestado por la interacc¡ón de OrfK con la proteína de inmunidad MceB.

Como se dijo en la lntroducción, OrfK tiene similitud con la proteína estructural de

McmM en sus 59 últimos aminoácidos y con su proteína de inmunidad en los primeros

75 am¡noácidos. En las microcinas es común que la proteína estructural y Ia proteína

de ¡nmunidad se organ¡cen en un solo operón, para de esta forma asegurarse que la

célula productora será inmune a la m¡croc¡na que esiá produciendo. Por lo tanto, OrfK

podría verse como el resultado de la fus¡ón entre el gen que codifica para Ia proteína

estructural y el que codifica para la proteína de inmunidad de McmM. Evolutivamente,

esta fusión pudo entrar en el "clustea' de la mccE492 por transferencia horizontal desde

el sistema de la McmM, y se ha mantenido debido a la ventaia evolut¡va que sign¡f¡ca

tener esta proteína, que en baja§ cant¡dades es capaz de potenciar la función de la

proteína de la inmunidad de Ia mccE492.

EI sistema pJAM434 es el único s¡stema productor y exportador de m¡croc¡na en

donde se observa el efecto protector de esta proieína. En este s¡stema, tal como se

düo antes, los genes encargados de la máduracién y de la exportac¡ón de la mccE492

(ñceJlHG orfq se encuentran bajo el control de un promotor que es más débil que su

promotor natural. Adicionalmente, el gen mceF se encuentra en su forma incompleta,

74



posiblemente no funcional. La baja expresión de este operón se traduce en una menor

producción de microcina modificada y también en una baja tasa de exportac¡ón de la

microcina, lo cual explicaría la baia actividad bactericida de su microcina y la forma de

sus curvas de crecimiento, y como orfK está cod¡f¡cado en este operén también estaría

poco expresado.

Los exper¡mentos realizados durante el desanollo de esta tesis no entregaron

nueva informac¡ón sobre el posible efecto de Ia sobre-expresión de mceD en presenc¡a

de los s¡stemas productores de mccE492. Se sabe que MceD es una prcteína

citoplasmát¡ca con activ¡dad salmoquelina estera§a, pero aparentemente su sobre-

expresión no se traduce en un aumento significativo de la actividad bactericida, lo cual

indicaría que en los sistemas estudiados ésta no se expresa en forma l¡mitante.

Se trató de visuatizar la sobre-expres¡ón de las proteínas MceD, MceF y OrfK a

través de geles de poliacrilamida. Como se explicó en la sección de Resultados, no §e

logró observar una banda que correspond¡era a la proteína OrfK sobre-expresada,

pesar de util¡zar distintos t¡pos de t¡nc¡ón sobre los geles. Esto podría deberse a un

eventual cl¡vaje y secreción de parte de esta proteína. OrfK presenta identidad con

McmA (microcina A) la cual es clivada y exportada al medio extracelular por un

exportador tipo ABC, muy similar al de la mccE4g2. Si este fuera el caso, a partir de

Orfl( deberían produc¡rse dos proteínas, una que conespondería a la inmun¡dad y

estaría localizada en la membrana, y otra a la microc¡na la cual sería exportada. En

ambos casos se trataría de proteínas pequeñas {136 y 44 aminoác¡dos) de difíc¡l

detección.
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CONCLUSIONES

Se construyó el plásm¡do pMccE492, que cuenta con todos los detem¡nantes

genéticos del s¡stema de la mccE492. Los sistemas que se tenÍan en el laboratorio

contenían el gen mceF trunco (pJAM229), además de Ia repetición (pJEM15) o Ia

inversión de un segmento (pJAM434) del "clustef'.

La m¡crocina purificada a partir del s¡stema presente en pMccE492 presenta mejor

actividad bactericida sobre cepas sensibles que la obtenida a partir de los demás

sistemas produciores.

La sobre-expresión de rnceD no tiene un efecto dramático en Ia sobrevida de la

cepa huésped, tenga ésta o no algún sistema productor de mccE492. Su sobre-

expresión tampoco afecta de forma ostensible la actividad de la mccE492

produc¡da.

La sobre-expresión del gen mceF afecta la sobrevida de Ia c,epa huésped, tanto en

medio LB como en medio mínimo. Este efecto se reproduce cuando el hué§ped

porta pJEM1S, pJAM229 o pJAM434 como s¡stema productor de microcina' Sin

embargo, este efecto es parc¡almente med¡o-depend¡ente, pues es menos

pronunciado en medio LB que en medio mín¡mo. Este efecto no se observa cuando

el sistema lleva el gen completo, lo cual nos lleva a pensar que lá interacc¡ón entre

MceF trunca y completa sería lo tóxico.
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MceF presenta un dominio Ab¡, con una putativa actividad prenil proteá§a. El

anális¡s de la topología en la membrana intema de la proteína MceF completa y de

la versión trunca, revela que sus orientaciones son diferentes, como así la

ubicación de los aminoác¡dos esenc¡ales para la función proteasa, lo cual sugiere

que la versión trunca de Mc€F tendría afectada esla actividad.

La sobre-expresión de orfK afecta severamente la viab¡l¡dad celular, tanto en

presencia como en ausencia del sistema productor de mccE492, y este efecto

tóxico es independiente del medio de cultivo.

La expresión residual del gen ofK junto al sistema productor pJAM434 permite su

mejor crecimiento bacter¡ano. Lo m¡smo ocurre en presencia del plásm¡do pJl, en

donde revierte el fenotipo de pérdida de ¡nmunidad en fase estac¡onaria'

Aparentemente, cuando la mccE492 se acumula en el interior de la célula y la

proteína OrfK se encuentra en pequeñas cant¡dades, tendría un efecto s¡nérg¡co

estimulando la actividad de la proteina de inmunidad MceB.
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