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A la memoria de Mi Padre

Nothing in the world can take the place of
PERSTSIENCE. Talent will not; nothing is more
common than unsuccessful men with talent...
education will not; the world is full of educated
derelicts... PERSISTENCE and determination alone
are omnipotent. The slogan'press on" has solved,
and always will solve, all problems

Calvin Coolidge
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RESUMEN

La microcina E492 es un aniibiótico peptídico de 7,9 kDa producido por

Klebsiella pneumoniae RYC492. Esta microcina actúa mediante la

despolarización de la membrana citoplasmática de bacterias Gram negativas

como E. coti, Satmonetta, Citrobacfer, Enterobacter y Klebsiella, med¡ante la

formación de canales iónicos. Mediante estudios de clonamiento y expresión en

E. coli, se estableció que los determinantes genéticos, implicados en la

producción de microcina activa están contenidos en un segmento de DNA

cromosomal de Kebsielta pneumoniae RYC492 de 13 kb. Una característica

particular es que la microcina E492 activa se produce en fase exponencial de

crecimienio a diferencia del resto de las microcinas que se producen en fase

estacionaria. Además, la producciÓn de microcina activa es inhibida por la

presencia de enteroquelina producida por la falta de hierro en el medio'

Mediante el análisis de la secuencia de las posibles regiones promotoras de

los genes necesarios para la producción de microcina se estableció que varios

de ellos poseían la presencia de secuencias de consenso para la unión de Ia

proteína Fur, lo cual podría indicar que estos genes estarían regulados por

hierro.

La inmunidad en algunas mutantes por deleción que presentan un fenotipo no

productor de microcina activa sólo ocurre en fase exponencial de crec¡m¡ento.

La regulación de la microcina y su inmunidad parece ser bastante compleia,

pues la producción de microcina aciiva dependería del producto de otros
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genes, y posiblemente la regulación operaría simultáneamente en varios

niveles: lranscripcional, traduccional y posttraduccional.

En esta tesis se estudió la expresión a nivel transcripc¡onal y traducc¡onal de

los genes implicados en la sÍntes¡s de m¡crocina activa y de su inmunidad en

diferentes condiciones de cultivo.

A partir de los estudios de regulación a nivel transcripcional se estableció que la

organización del sistema productor de microcina E492 en el plasmidio pJAM4g4

está compuesto por 10 genes, que están organizados en 7 unidades

transcripcionales (mceBA, mceC, mceO, mceE, mceF, mceHG y mceJlHG).

Empleando la técnica de e)densión del partidor se estableció cuales son las

regiones promotoras funcionales de cada una de las unidades transcripcionales

del sistema microcina E492. Se determinó que el operón que agrupa a los

genes de la microcina y de la inmunidad se transcribe tanto en fase exponencial

de crecimiento como en fase estacionaria, y que el mRNA de este operón se

traduce en ambas fases de crecimiento.

Sólo los genes de maduración mcel y mceJ regulan la expresión de microcina

activa en fase estacionaria pues presentaron una expresión diferencial clara no

transcribiendo en fase estacionaria y por tanto bajando la producción de

microcina activa. También se detectó que el gen de maduración mcec

disminuye aproximadamente 3 veces sus niveles de expresión en fase

estacionaria de crec¡m¡ento.

Se estableció que el hierro no tiene ningún efecto en la expresión de los

mRNAs mceAB, mceJlGH ó mceGH, y sólo tiene efecto sobre la expresión de

xlll



mcec. Este efecto no sería a través del represor Fur, pues mediante ensayos ln

vlvo de titulación de este regulador se encontró que mceC no posee una región

funcional para la unión de este represor.

Se estableció que el fenotipo de sensibilidad a la microcina en fase estacionar¡a

observado en cepas que poseen los genes mceABCDE no está asociado a una

variación en la expresión de! mRNA del gen de inmunidad en esta fase de

crecimiento, sino más bien a la producción de microcina por la propia cepa, la

cual, no puede expodarse por carecer de los genes de exportación y por otro

lado a la presenc¡a de alguna combinación de los genes mceC, mceD y mceE'

La presencia de MceF acentuaría la perdida de inmunidad pues la construcción

mceABCDEF es sensible en ambas fases de crecimiento.
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ABSTRACT

The microcin E492 is a peptide antibiotic of 7.9 kDa produced by Klebsiella

pneumoniae RYC492. This microcin acts by means of the depolarization of the

cytoplasmic membrane of Gram-negat¡ve bacteria like E. coli, Salmonella,

Citrobacter, Enterobacter and Klebsiella, forming ionic channels. With studies

involving cloning and expression in E. coli, it was established that the genetic

determinants, involved in the act¡ve microcin production, are contained ¡n a 13

kb cromosomal segment of DNA in Klebsiella pneumoniae RYC492.

The active microcin E492 is produced in exponential phase of grovuth unlike the

rest of the microcins that are produced ¡n stationary phase. ln addition, the

production of active microcin is inhibited by the presence of enterochelin. The

enterochelin is produced by the lack of iron in culture media.

Analysing the possible promoter regions of the genes involved in microcin

production, we established that several had consensus sequences of Fur protein

bind¡ng s¡tes, which could indicate that these genes would be regulated by iron.

ln some deletion mutants that present a nonproducing phenotype of active

microcina, the immun¡ty happens in exponential phase of growth.

The regulation of the microcin and its immunity seems to be quite complex,

because the production of active microcin would depend on the product of other

genes, and poss¡bly the regulat¡on would operate simultaneously in several

levels: transcript¡onal, translational and post-translational.
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ln this thesis we studied the transcript¡onal and translat¡onal expression of

genes involved in the synthesis of active microcin and its immunity ín different

culture conditions.

From the studies of transcriptional regulation we determined that the producing

system of microcin E492in the plasmid pJAM434 is made up of 10 genes,

which are organized in 7 transcriptional units (mceBA, mceC, mceD, mceE,

mceF, mceHG and mceJlHG). Using the primer extension technique we

determined the functional promoter regions of each of these transcriptional units

of the microcin E492 system.

We also determined that the operon that he groups the microcin and immunity

genes is transcribed as much in exponeniial phase of growth like in stationary

phase, and that mRNA of this operon is fanslated in both phases of growth.

Only the maturation genes mcel and mceJ regulaies the express¡on of aciive

microcin in stationary phase because they presented a clear differential

expression not transcribing in stationary phase and therefore lowering the

production of active microcin. AIso we detected that the maturation gene mceC

expression level diminishes approximately 3 fold siat¡onary phase of growth.

It was determined that iron does not have any effect over the expression of

mRNAs mceAB, mceJlGH or mceGH, and only does over the expression of

mceC. This effect would not be med¡ated by Fur repressor, because we

detefmined by in vivo test of Fur titulat¡on that mcec gene does not have a Fur

functional binding site.
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The phenotype of sensibility to microcin observed in stationary phase in strains

that have mceABCDE genes it is not associated to a variation in mRNA

expression of immuniiy gene in this phase of growth. lnstead, this phenotype is

associated with the microcin produced by the own strain, which cannot be

exported because of the lack of the exporter genes and to the presence of some

combination of the genes mceC, mceD and mceE. The presence of MceF would

accentua:e the lost of immunity because the construction mceABCDEF is

sensible to microc¡n in both phases of growth.
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I.INTRODUCCION

1.1 . Bacteriocinas

Los microorganismos producen un extraordinario arsenal de sustancias

químicas que son empleadas como sistemas de defensa y de adaptación al

medioambiente. Este arsenal incluye a los antibióticos clásicos, fundamentales

en la ierapéutica medica, productos metabólicos como el ácido lácl¡co

producido por lactobacilos, agentes líticos como las lisozimas, numerosos tipos

de exotoxinas proteicas y las bacteriocinas, proteínas con actividad biológica

antibacteriana (Riley y Wertz, 2002).

Las bacter:ocinas son proteínas o péptidos de síntesis ribosomal producidos

por microorganismos pertenecientes principalmente al dominio Bacteria. Sólo

se ha caracterizado hasta el momento un sólo tipo de bacieriocinas producida§

por microorganismos del dominio Arquea, las ha:ocinas (Riley y Wertz, 2002).

Las bacteriocinas fueron detectadas por primera vez pol André Gratia en 1925,

quien observó la inhibición del crecimiento de algunas cepas de E. coli por la

acción de un compuesto antibacteriano que denominó colicina V, el cual era

liberado al medio extracelular por una cepa virulenta de E. coli (E. coll V)

(Gratia, 1925; Oscáriz y Pisabarro,200l). La producción de péptidos

antibióticos es una estrategia de defensa contra las bacteraas que no es

exclusiva de los microorganismos sino también está presente en plantas y

animales. Por ejemplo, los animales producen péptidos antimicrobianos como

megaininas y defensinas (Zasloff, 1987; Lehrer y cols., 1S93) y las plantas



secretan defensinas vegetales denominadas tioninas (Broekaert y cols., 1997).

Si bien estos agentes antlmicrobianos difieren significativamente a nivel de su

estructura primaria, muchos de ellos poseen características comunes como

estabilidad térm¡ca, naturaleza hidrofóbica y cationica y bajo peso molecular.

Más aun, todos estos péptidos son codificados por genes estructurales y son

traducidos empleando la maquinaria ribosomal.

1.2. Clasificación de las bacteriocinas

Las bacteriocinas han s¡do agrupadas utilizando diversos criterios como el

organismo que las produce, el tamaño molecular, la estructura química o el

modo de acción. Estas diversas clasiflcaciones han dado lugar a diferentes

denominaciones como microcina, colicina, iantibiótico, tiolantibiót¡co,

cisi¡ob¡ót¡co, etc. En general podemos clasificar las bacteriocinas en dos

grandes grupos: las producidas por bacterias Gram negativas y las producidas

por bacterias Gram positivas.

SegÚn el cr;terio que se desee emplear existen varias maneras de agrupar o

clasificar las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas. Jack y

co's. (1995) consideran la presencia de enlaces disúlfuro y monosúlfuro y el

espectro de acción que posee, y en base a este criterio clasifican a las

bacteriocinas producidas por los organismos Gram positivos en cuatro grupos:

(1) lantibióticos, antibióticos que contienen aminoácidos modificados

postraduccionalmente como deshidroalanina, deshidrobutirina, lantionina; (2)

cistibióticos, antibióticos que coniienen al menos un puente disúlfuro esencial



para su actividad; (3) tiolbióticos, compuestos que presentan sólo un residuo

-SH el cual debe estar en forma reducida para que el antibiót¡co sea activo y

(4) antibióticos sin residuos cisteína. En cambio Klaenhammer (1993) emplea

un criterio basado principalmente en las propiedades que presentan estos

antibióticos como su masa molecular, termoestab¡l¡dad, sensibilidad enzimatica,

presencia de aminoácidos modificados postraducc¡onalmente y modo de

acción. En base a este criter¡o podemos clasificar a las bacteriocinas

producidas por las bacterias Gram positivas en 4 grupos: (1) Bacteriocinas

clase l, este grupo comprende a los lantibióticos y puede dividirse en dos

subgrupos en base a la carga y estructura del compuesto. (2) Bacteriocinas

clase ll, que agrupa a los péptidos termoestables con masa molecular inferior a

10 kDa que no presentan aminoácidos modificados. (3) Bacteriocinas clase lll,

que esta conformado por antibióticos proteicos termolábiles que poseen masas

moleculares superiores a 30 kDa. y (4) Bacteriocinas clase lV conformado por

glicoproteínas y lipoproteínas que poseen actividad bactericida.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas, en tanto, se

clasifican según la masa molecular que estas poseen. Podemos distinguir dos

tipos de bacteriocinas en los microorganismos Gram negativos: las que poseen

una masa superior a 10 kDa denominadas colicinas y las que poseen una

masa inferior a 10 kDa llamadas microcinas (Baquero y Moreno, 1984).

Las colicinas fueron las primeras bacteriocinas descubiertas y las más

exhaustivamente estudiadas corresponden a ¡as producidas por cepas de E

col, lo cual dió origen a su nombre (q!!cinas). Los genes para la producción



de estas colic¡nas se encuentran localizados en plasmidios y se caracterizan

por presentar el gen de colicina, que codifica para la toxina; un gen de

inmunidad, que codifica para la proteína que 
'e 

confiere una protección

específica a la célula productora al unir e inactivar específicamente a la toxina;

y el gen de lisis, el cual codifica para una proteína involucrada en la liberación

de la colicina a favés de la lisis de la célula productora (Riley y Wertz, 2002).

l-a producción de colicinas está regulada por el sistema SOS y por ende, son

producidas bajo condiciones de estrés de la célula (Riley y Wertz, 2002).

1 .3. Microcinas

El término microcina fue empleado por primera vez por Asensio y cols. (1976)

para diferenciar a un grupo de antibióticos de naturaleza proteica producidos

por bacterias de origen fecal y que podían difundir a través de una membrana

de celofán, de las bacteriocinas convencionales producidas por las bacterias

gran negativas.

Las microcinas son una familia de sustancias antibióticas producidas

pr:nc¡palmente por bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Estas

bacteriocinas presentan actividad bacteriostática o bacter¡c¡da sobre especies

estrechamente relacionadas con las bacterias que las producen, y a diferencian

de la mayoría de las col¡cinas, las microcinas poseen baio peso molecular

(inferior a 10 kDa), son resistentes a condiciones extremas de pH y

temperatura, son resistentes a algunas proteasas, son solubles en metanol y

no son inducibles por el sistema SOS (Kolter y Moreno, 1992).



Casi todas las microcinas que se han descrito en la literatura son producidas

por cepas de Escherichia coll, a excepción de la microcina E492 que es

producida por Klebsiella pneumoniae (de Lorenzo, 1984) y la microcina SF60B

producida por la cianobacteria Microcystis sp. (Banquer y Carmely, 1 999),

Todas la microcinas descritas hasta el momento se sintetizan en fase

estacionaria de crecimiento, siendo la única excepción la microcina E492, la

que se produce mayoritariamente en fase exponencial de crecimiento (de

Lorenzo y cols., 1984).

Los genes implicados en la expresión de diversas microcinas están

organizados en operones, const¡tuídos al menos por tres tipos de genes: el gen

de la microcina, el de la inmunidad y el gen responsable de la salida de la

microcina al exterior de la célula (Kofer y Moreno, 1992). La localización de

estos genes en muchas de las microcinas es plasmidial (MccC7, MccB17,

MccDg3, MccJ2s, Col V, Mcc24), en tanto para la m¡crocina H47 de E. col¡

(Gaggero y cols., 1993) y la microcina 8492 de K. pneumoniae (de Lorenzo y

Pugsley, 1985; Wilkens y cols., 1997) estos genes se encuentran local¡zados

en el cromosoma bacter¡ano. También se han encontrado cepas de E. coll que

producen varias microcinas y los genes para la producción de estas microcinas

también se localizan en el cromosoma bacteriano. Este es el caso de la cepa

de E. coli DSM6601 que produce microcina M y microcina H47 (Patzer y cols.,

2OOg). Oiro ejemplo es la cepa de E. coli LR05 que produce 4 microcinas:

MccL, MccJ2S, MccD93 y MccB17 (Sablé y cols", 2003).



1.3. Organización genética de las microcinas

La organización genética de las microcinas codificadas por plasmidios como las

MccC7, MccB17, Mcc24 y colicina V es bastante compacta, agrupando hasta 7

genes en un fragmento de DNA de 6 kb (Kolter y Moreno, 1992). La colicinaV

presenta 4 genes organizados en 2 unidades transcripcionales (Fig. 1). La

primera unidad agrupa a los genes que codifican para el sistema exportador y

la segunda reúne los genes que codifican para la colicina V y para la proteína

de inmunidad (Boyer y Tai, 1998). El sistema para la microcina 24 también

posee 4 genes (Fig. I ): los 2 genes implicados en exportación, el gen que

codifica para la microcina y el que codifica para la proteína de inmunidad.

Los determinantes genéticos de la microcina H47, que es de origen

cromosomal, están localizados en una región de DNA de aproximadamente 10

kb, con una región silente interna de 3 kb que al parecer no está implicada en

el sistema de producción (Gaggero y cols., 1993). En el fragmento de DNA de

10 kb, se ubican 6 genes para producción del antibiótico y uno para la

producción de la inmunidad, con una compleja organización transcripcional

(Gaggero y cols., 1993)(Fig. 1).

1.4. Regulación de la expresión de microcinas

La regulación de la expresión de las microcinas es un fenómeno complejo. A

modo de ejemplo podemos señalar la microcina B'17, que se produce cuando

las células terminan su crecimiento exponencial y entran en fase estacionaria.
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Su sistema está constituido por 7 genes (mcbABCDEFG) (Moreno y cols.,

1992). Para estudiar la regulación dependiente de la fase de crecimiento en

este sistema se realizaron fusiones de los diferentes genes de la microcina con

el gen lacZ y se determinó la actividad p-galactosidasa de estas fusiones a

diferentes tiempos de crecimiento (Genilloud y cols., 1 989). Los putat¡vos

promotores de los genes se determinaron empleando ensayos de protección a

nucleasa S1 y exiens¡ón del partidor, enconlrándose 3 promotores (Genilloud y

cols., 19Bg). El promotor principal (P.n"6) se localiza río arriba del gen mcbA y

transcribe a todos los genes del sistema en una misma dirección, el segundo

promotor (Pr) se ub¡ca en mcbC y es responsable de una expresión basal baja

de mcbD, y el tercer promotor (Ps) se ubica en mcbD en orientación divergente

empezando e¡ mcbD y extendiéndose a través de mcbC. La transcripción de

los genes proximales (mcbA-mcbC) aumenta al aproximarse a la fase

estacionaria de crecimiento, mientras que la transcripción de los otros genes se

mantiene al mismo nivel (Genilloud y cols., 1989). La actividad de las fusiones

mcbA-lacZ no sólo es regulada por la fase de crecimiento sino que también por

la velocidad de crecimiento y la naturaleza del medio de cultivo (Moreno y cols.,

1992). La determinación de la actividad p-galactosidasa de las fusiones ha

permitido establecer que el promotor Pmcb es muy activo en med¡o M63 y L3

durante fase estacionaria (aproxlmadamente 800 a 1000 unidades Miller), pero

su actividad durante fase exponencial es mucho menor en medio LB (10 a 20

unidades Mille| que en med¡o M63 (150 a 200 unidades Miller) (Moreno y



co|s.,1992). Estos resultados indlcan que estos promotores son regulados en

forma fina por diferentes factores fisiológicos. El promotor Pr"6 también es

regulado por activadores transcripcionales como OmpR que est¡mula tanto la

transcripción a nivel basal durante la fase exponencial como Ia inducción

durante la fase estac¡onaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992) y el factor

de integración del huésped (lHF) formado por el producto de los genes hrrnA y

himD, que actúa durante la tase estacionaria (Moreno y cols., 1992). No se ha

detectado actividad de MccBl7 en mutantes himAy hímD. La regulación de la

transcripción de Pr"6 también es afectada por inhibidores como el producto del

gen mprA que actúa como represor durante la fase exponencial de crecimiento

(del Castillo y cols., 1990) y el producto del gen bglY, una proteína similar a la

histona H1 que regula la expresión de genes bacterianos involucrados en

diferentes funciones (Moreno y cols., 1992).

Otro eiemplo de regulación de expresión de microcinas es el de la colicina V, la

cual no es inducible por el sistema SOS y que está constituida por 4 genes

cvaABC y cw. La transcripción del sistema de ColV es inducida por la limitación

de hierro en la fase estacionaria bajo el control de la proteína regulatoria Fur

(Kolter y Moreno, 1992). Los dos promotores ex¡stentes en este sistema se

caracterizaron empleando ensayo de protección a nucleasa 51 , extensión del

pariidor y fusiones transcripcionales (Boyer y Tai, 1998). El primer promotor

está ubicado río arriba del gen cvaA y transcribe al operón cvaABy el segundo

promotor ubicado río arriba del gen cvl transcribe a los genes cvi y cvaC.

Ambos promotores son transcripcionalmente regulados por hierro induciéndose
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su transcripción al final de la fase logaríimica de crecimiento al ir

desapareciendo este metal. La proteína Fur, un regulador transcr¡pcional

dependiente de hierro, actuaría como un represor de estos promotores,

uniéndose a las cajas FB-A1 y FB-A2 ubicadas en la región promotora de cvaA

y a la caja FB-1 ubicada en la región promotora del gen cvi que poseen

secuencias consenso de unión a la proteína Fur (Boyer y Tai, 1998). Fur

estaría unido al promoior cuando existe hierro en el medio y se liberaría de él

cuando este metal empieza a escasear.

1.5. Microcina E492

La microcina E492 es producida por la cepa de Klebsiella pneumoniae

RYC492. Esta microcina es un polipéptido de 7.886 Da. (Lagos y cols., 2001),

que presenta actividad bactericida sobre otras cepas Gram-negativas como E

coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Erwinia (de Lorenzo,

1984).

La microcina E492 actúa sobre la célula blanco produciendo una

despolarización de la membrana citoplasmática (de Lorenzo y Pugsley; 1985),

la cual sería inducida por la formación de canales iónicos, ya que la microcina

E492 es capaz de formar canales iónicos en b¡capas lipídicas (Lagos y cols.,

1993; Wilkens y cots., 1997). Para ejercer su acción la microcina E492 necesita

internalizarse a kavés de un receptor ubicado en la membrana externa y un

translocador ubicado en la membrana interna. Para este proceso serían

necesarias las proteínas TonB y ExbB (Pugsley y cols., 1986), las cuales se
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ub¡can en la membrana citoplasmática y part¡cipan en todos los s¡stemas de

captación de hierro conocidos en E. cot¡(Silver y Walderhaug, 1992).

Como se mencionó anteriormente, la microcina E4g2 activa se produce

mayoritariamente en fase exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols.,

'1 984; Orellana y Lagos, 1996) a diferencia de las demás microc¡nas descritas

hasta el momento, que se sintetizan en fase estacionaria de crecimiento (Kolter

y Moreno, 1992).

La actividad de la microcin a E492 está regulada por la presencia de un

antagonista, la enteroquelina o enterobactina (Orellana y Lagos, 1 996), que

produce una disminución de la actividad de la microcina. La síntesis del

antagonista es inducida en fase estacionaria, cuando las células son privadas

de hierro (de Lorenzo y cols., 1984). Tamb¡én se ha descrito que diferentes

condiciones de cultivo afectan la producción y actividad de la microcina E492

(de Lorenzo, 1984; de Lorenzo y cols., 1984; Orellana y Lagos, 1996).

Med¡ante estudios de clonamiento y expresión er\ E. col¡, se estableció que los

determinantes genéticos implicados en la síntesis, maduración, procesamiento,

exportación e inmunidad de la microcina 8492 están contenidos en un

segmento de DNA cromosomal de 13 kb (Wilkens y cols., 1997). Las

propiedades bioquímicas y electrofisiológicas de la microcina E492 producida

en E. coli son ¡nd¡st¡ngu¡bles de la m¡croc¡na sintetizada en K. pneumoniae

RYC492, siendo también producida su forma activa en fase exponencial de

crecimiento (Wilkens y cols., 1 997), de modo que es posible validar los

experimentos realizados en ambos sistemas.
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El segmento de DNA que contiene los determinantes genéticos necesarios

para la producción de microcina E492 activa es el de mayor tamaño en

comparao¡ón a otros sistemas descr¡tos que producen microcinas (Palzet y

cols., 2003). Mediante experimentos de mutagénesis por deleción con enz¡mas

de restricción, se estableció que gran parte de este fragmento de 13 kb de

origen cromosomal es necesa¡io para la producc¡ón de la microcina y su

inmunidad (Wilkens y cols., 1997). Mediante mutagénesis al azar empleando el

transposón Tns se ha podido identificar que el sistema de la microcina E492

está compuesto por entre 6 a B cistrones, además del gen estructural de la

microcina, que son necesarios para producir microcina activa (Lagos y cols.,

2001). Esto se correlaciona con el análisis de la secuencia del fragmento de 13

kb en la cual se detectó la existencia de 10 posibles marcos de lectura abierta

(ORF) implicados en la expresión de la microcina E492 y su inmunidad y que

se resumen en la Fig. 2.

El gen mceA corresponde al gen estructural de la microcina, el cual fue

identif¡cado mediante microsecuenciación del producto génico (Lagos y cols.,

1999). El producto de este gen sería sintetizado como un precursor de 103

aminoácidos el cual sería procesado entre los residuos 19 y 20, en un motivo

de tipo doble glicina originando una proteína madura de 7.886 Da que no posee

modificaciones post-traduccionales (Lagos y cols., 2001 ).
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Fig. 2. Esquema de los posibles marcos de lectura abierta (ORFs)
implicados en la síntesis de la microcina E492 y su inmunidad en el
plasmidio pJAM434. Las flechas negras indican la dirección de la transcripción
de cada ORF y los diferentes niveles en que se ubican las flechas representan
los diferentes marcos de lectura en que son traducidos a partir de la secuencia
de DNA
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El gen mceB codifica para una proteína de 95 aminoácidos que corresponde a

la de inmunidad. Se demostrÓ que este gen codifica para la ¡nmun¡dad al

obtener un fenolipo resistente a microcina cuando células sensibles fueron

transformadas con un vector de expresión que lleva clonando exclusivamente el

fragmenlo correspondiente a este gen (Lagos y cols., 1999).

El gen mceC codifica para una proteína de 370 aminoácidos que es homóloga

(76% identidad, 85% similitud) a Ia proteína codificada por el gen iroC de

Salmonella enterica serotipo Typhi (GenBank U62129), una glicosil transferasa,

la cual fue identificada por homología a partir de una glicosil transferasa

caracferizada experimentalmente que está involucrada en la síntesis de los

antibióticos urdamicina A en Sfrepfom yces fradiae (Faust y cols., 2000) y

daunorubicina en Streptomices peucetius (Otten y cols', 1995). La proteína

MceC está involucrada en el proceso de maduración de la microcina, pues un

mutante por transposición en el gen mceC con el transposón Tns produce

microcina E492 que carece de actividad bactericida (Lagos y cols., 2001)'

El gen mceD codifica para una proteína de 414 aminoácidos, homóloga (54%

identidad, 67% similitud) a una enteroquelina esterasa (iroD) de salmonella

enterica serotipo Typhi (Baumler y cols', 1998). El producto del gen mceD

podría tener una papel en la interacción de la enterobactina o moléculas

similares con la microcina .tr492.

El gen mceE codifica para una proteína de 1 1 4 aminoácidos y no t¡ene

homólogo identificable. Esta proleína puede tener algún papel regulatorio ya
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que una región de la secuencia de esta proteína presenta un grado de simil¡tud

con proteínas regulatorias que se unen al DNA.

El gen mceF, cuyo producto es una proteínade 179 residuos, posee homología

(44% identidad, 63% similitud) a una proteína hipotética de24,3 kDa de función

desconocida codificada por un plasmidio de la cepa de E. coli R1 (Bravo y

cols., 1987). Un análisis del perfil de hidrofobicidad de la secuencia de MceF

identifica a esta proteína como una proteÍna de membrana.

El gen mceG codifica para una proteína de 698 aminoácidos homóloga (87"/"

ident¡dad, 92% similitud) al producto del gen cvaB, un exportador del tipo ABC,

que participa en la exportación de la colicina V (Gilson y cols., 1990). Este tipo

de exportador requiere de una proteína accesoria para la secreción.

El gen mceH codifica para una proteína de 413 aminoácidos, homóloga al

producto del gen cvaA (91o/o identidad, 94olo similitud) que corresponde a la

proteína accesoria necesar¡a para la secreción de la colicina V.

El gen mcel codifica para una proteína de 163 aminoácidos. El análisis de la

secuencia de Mcel indica que posee homología con ac¡ltransferasas del

sistema de citolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae y del sistema de

leucotoxina de Pasteurella hemolítica (Lagos y cols., 2001).

El gen mceJ codifica para una proteína de 524 residuos que no posee

homólogos conocidos hasta el momento.

Se ha determinado que para la expresión de mlcrocina activa se requiere de

casi todos los determinantes genéticos codificados en el segmento de 13 kb

descrito anteriormente (Wilkens y cols., 1997) y que sólo se sintetiza microcina
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act¡va en fase exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols., l9B4). El hecho

que Ia microcina no se sintetiza en fase estacionaria, podría deberse ya sea a,

que no se transcriba su gen o que no se tfaduzca su mensajero, o porque la

microcina sintetizada en fase estacionaria no es madurada post-

traduccionalmente por las otras proteínas del sistema, o bien porque la

actividad de Ia microcina es inhibida durante esta fase de crecimiento.

Wilkens y cols. (1997) determinaron que la expresión de la inmunidad no es

controlada por el factor sigma de fase estac¡onaria, RpoS. Además se

determinó mediante espectrometría de masa que la microcina E492 no es

modificada post-traduccionalmente (Lagos y cols., 2001). También se detectó

que la microcina se produce en fase estaclonaria de crecimiento pero es

inactiva (Corsini y cols., 2002).

Por otra parte, un análisis de la secuencia de las pos¡bles regiones promotoras

de todos los genes que integran el sistema, revela la presencia de secuencias

consenso para la unión de la proteína Fur en los genes mceC, mceD, mceE,

mceF, mceH y mcel, sugiriendo que estos son buenos candidatos para una

posible regulación por hierro en el medio dependiente de la proteína reguladora

Fur. Otro antecedente a considerar en relación a la regulación por hierro es que

la actividad de la microcina es regulada por la presencia de un antagonista, la

enteroquelina o enterobactina, un quelante de Fe (lll), el cual es secretado al

medio extracelular por la misma cepa productora de microc¡na, principalmente

en fase estacionar¡a (Orellana y Lagos, 1996).
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En cuanto a la inmunidad ésta se expresa en ambas fases de crecimiento.

Cepas de E. coll transformadas con el fragmento de 13 kb (JAM434) son

inmunes tanto en fase exponencial como en fase esiacionaria de crecimiento.

Sin embargo, la cepa que portan el plasmidio pJl, es inmune a la microcina sólo

en fase exponencial (Wilkens y cols., 1997). El plasmidio pJl carece de algunos

de los genes de maduración y de los genes de exportación del sistema y no

producen microcina activa. El fenotipo de sensibilidad a la microcina en fase

estacionaria en Ia cepa que porta el plasmidio pJl podría ser consecuencia que

no hay transcripción o traducción del gen de ¡nmunidad, o porque la proteína de

inmunidad se inactiva en fase estacionaria debido a la falta de algún gen del

s¡stema en esta construcción.

Del análisis de estos antecedentes, se desprende que Ia regulación de la

microcina E492 y su inmunidad es compleja y dicha regulación estaría

ocurriendo simultáneamente a distintos n¡veles. Esto nos lleva a plantear como

hipótesis de irabajo que la expresión de la microcina E492 activa es regulada a

nivel: (1) transcripcional, de manera directa inhibiendo la expresión del gen

mceA o indirecta inhibiendo la expresión de alguno o algunos de los otros

genes del sistema. (2) traduccional, impidiendo que se traduzca Ia microcina u

otras proteínas del sistema necesar¡as para la producción de microcina activa y

su inmunidad. (3) post-traduccional, alterando el proceso de maduración de la

microcina.
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En este trabajo nos abocamos como objetivo general a determinar como es la

regulación de la expresión de la microcina E492 activa y su inmunidad, cuales

son los eventos que ocurren en los diferentes n¡veles de expresión y sus

posibles moduladores, y cuales son los genes implicados en este fenómeno.

Si bien el presente estudio es específico para la expresión de la microcina

E492, estudiar nuevos mecanismos de regulación de la expresión génica

puede tener proyecciones sobre otros sistemas. Cabe recordar que el factor

sigma S fue descubierto cuando se estudiaba la regulación de la expresión de

la microcina 81 7 (Bohannon y cols, 1 991 ).
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2. MATERÍALES Y MÉTODOS

2.I. MATERIALES.

2.1.1. Reactivos.

Enzimas de restr¡cción, Iaq DNA polimerasa, Elongasa, desoxinucleótidos,

estándar de peso molecular )"Hindlll,1 kb DNA ladder, CIAP, kit CONCERTTM

Rapid PCR Purification System, PCR dsDNA Cycle Sequencing System

utilizados en esta Tesis se compraron en Gibco, BRL, Grand lsland, NY, USA.

T4 DNA ligasa se compró en Fermentas lnc., Hanover, M.D., USA.

Ribonucleasa A, fluorescamina, anticuerpo secundario conlugado con fosfatasa

alcalina, bis-acrilamida, BSA, SDS, azida de sodio, fosfato di-ácido de potasio,

azul brillante de Coomassie, estándar de bajo peso molecular para péptidos,

glucosa, Tween 20, tr¡cina, L-am¡noácidos se compraron a S¡gma Chemical Co.,

St. Louis, MO, USA.

DNAsa I se obtuvo de Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania.

Transcriptasa reversa M-MLV se compró en Promega Corporation Madison, Wl,

USA.

Membranas de nitrocelulosa para Western blot y [y-32P]ATP se obtuvieron en

Amersham Biotech Ltda UK.

Membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para microdialisis de ácidos

nucleicos se obtuvieron en Millipore, USA.

Acrilamida, persulfato de amonio, TEMED y cubetas de electroporación se

obtuvieron en BioRad Laboratories lnc., Hercules, CA, USA.
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Azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamílico, isopropanol, etanol,

metanol, carbonato ácido de sodio, PNPP, TCA, cloruro de calcio, se obtuvieron

de Merck, Darmstadt, Alemania.

Cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, dimetilformamida,

clorulo de guanidinio, TRIS, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato ácido de

sodio, BSA, MOPS, DEPC, formamida, B-mercaptoetanol, citrato de sodio,

marcador de proteína preteñido, 100 bp DNA ladder, se adquirieron en Winkler,

Santiago, Chile.

Cloruro de potasio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio se adquirieron en

Fluka Chemie AG, Messerschmittstr, Suiza.

Los reactivos grado técnico (ácido acético, etanol, metanol, acetona, ácido

clorhídrico) se adquirieron en TCL, Santiago, Chile,

Triptona y extracto de levadura se adqu¡rieron en DIFCO Laboratories, Detroit,

Michigan, USA.

Hidróxido de sod¡o se obtuvo en J. T. Baker, México.

BCIP y NBT se adquirieron en Aplichem Damstadt, Alemania.

Pe!ícula instantánea 667 se adquirió en Polaroid.

Los cartuchos Sep-Pak CIB se adquirieron en Waters, USA.

Cloranfenicol se adquirió en Flamingo Pharmaceuticals y tetraciclina en el

Laboratorio Benguerel, Ltda, Chile.

Ampicilina se adquirió en Lyka Lab, Limited y el Tritón X-100 compró a

Boehringer Mannheim Corp. lndianapolis, USA.
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2.'1.2. Cepas bacterianas.

En la Tabla 1 se detallan las cepas utilizadas en este estudio.

2,1.3. Plasmidios y vectores.

En la Tabla 2 se detallan los plasmidios y vectores utilizados en esta Tesis.

2.1.4. Partidores.

En la Tabla 3 se detallan los partidores utilizados en ¡os exper¡mentos de PCR y

RT-PCR de esta Tesis

2.2. MÉTODOS,

2.2.1. Medios de cultivo.

Caldo Luria. Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L,

NaOH 3,5 mM flnal. Se usó para el crecimiento de todos los clones de E. coli.

Medio SOB. Bactotriptona 20 g/L, exracto de levadura 5,0 giL, NaCl 0,5 g/L

KCI 2,5 mM. Se ajustó el pH a 7,0 con NaOH 5N (-0,2 mUL).

Medio SOC. Se añadió al medio SOB estéril 20 mL de una solución estéril de

glucosa 'l M. Esta solución se preparó disolviendo 18 g de glucosa para un

volumen total de 100 mL de solución y fue ester¡l¡zado por filtro de 0,22 gm.

Medio mínimo (M9). Na2HPO4 6 g/L, KHTPO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/1, NH4CI 1 g/L.

Se suplementó con CaClz 0,1 mM, MgSOa 2 mM, c¡trato de sodio 0,2% plv,
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T abla 1. Cepas utilizadas en esia Tesis.

Cepa Genotipo Fuente

E. coliYCS2ST DPso,sup FlsupE44, supF58, Stratagene
hsdS3(rg mg), daPDB, /acY1 ,

glnY44, L(gal-uvtB\47, Urf 58,
g y rA29, T o n A53 L (t hY A57 )l

E coll MC41 00 F- araD139, A/acU1 69, rpsL, relA, R. Kolter
fhrA, Mot-

E. coli BL21(DE3) F- ompT, rg mg Novagen

E coll XL1 -Blu e recA, endAl , gyrA96, thil ,hsdR-17 , Stratagene
suPE44, relA1, lac [F' ProAB,
/aclqz^M15, Tnl0l

E coli POll16B1 ¡-, ara D139 L(ara-teu)76g7 Castilho y cols'' 1984

L(proAB- argF -laclPOZY A) Xl I I 4osl
Mu dll1681(Km') ara::(Mu cts)3 araD-
leu* laf Pron

E. coll pop3001.6 MC4100 Mu cts F. Moreno

E. cotiH1717 derivada de MC41O0 pero aroB Hanke, 1987

fhuA::)"PlacMu

K. pneumoniae Km'Mcc* lnm
RYC492

de Lorenzo y cols.,
'1984

Tabla 2. Plasmidios y vectores uiilizados en esta Tesis'

Plasmidio Ca¡aterísticas relevantes Fuente o referencia

@sito general. AmP' stratagene

pHC79 Cosmidio de propósito general. Amp'Tet' Hohn y Collins' 1980

pACYC184 Ptasmidio de propósito general. Cm'Tet' Chang y Cohen' 1978

pSC101 Plasmidio de número bajo de copias Tet' Cohen y cols ' 1973
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Plasm¡d¡o Caraterist¡cas relevantes Fuente o referencia

pBAD33

pJAl\r 434

pJAIU229

PJRSl

p4s-12

pJEM15

p157

np220

np108

np203

pr\¡cA

pr\rcA--\F

prBC

PIVIAH34

Plasmidio derivado de pACYCl84 que permite
modular la expresión transcripcional de genes.

Cm'
Plasmidio que tiene los genes para la producción

de microcina activa. Construido en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.

pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A. Amp'
P¡asm;dio der¡vado de pJAM434. Posee un
fragmento ¡nterno Xhol invertido respecto a
pJAM434. Produce microcina activa. Amp¡
Derivado de pJAM229. Cont¡ene una deleción en

el gen mceF y mceG. Amp'
Derivado de pJAM434. Posee los genes
mceABCDEF. Amp'
Derivado de pJAM229. Posee doble copia del gen
mceF. Amp'
Derivado de pf7-7 qüe lleva el gen mceB en un

fragmento /Vdel-EcoRl de 0.3 kb Ampr
pJAM434 mceA::f n5. Amp' Kn'

pJAM434 mceG::Tn5. Amp' Kn'

pJAM434 mceH::Tn5. Amp' Kn'

Derivado de p4S-12. Lleva los genes mceBCDEF.
Amp'
Derivado de pMCA. Lleva los genc'§. mceBCDE
Amp'
Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio
EcoRV un fragmento ampl¡ficado por PCR que

contiene el gen mceB bajo el promotor T7. Cm'
Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio BamHl

un fragmento amplif icado por PCR que cont¡ene
los genes mceB y mceA con una tag de His en el

extremo 3'. Cm'
Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EamHI

un f ragmento amplificado por PCR que cont¡ene
los genes mceB y mceA. Cm'
Der¡vado de p4S-12. Lleva los genes

mceABCDElJ. Amp'
Derivado de pBAD33 Lleva clonado en el sit¡o

Smal el gen mceF con su promotor. Cm'
Derivado de pJAM229, prov¡ene de la rel¡gación

de un fragmento de 16 kb digerido con EcoRl,
posee los genes mceF y parte del gen mcec.
Amp'
Derivado de pJAM434. Cont¡ene una deleción con

Bsfvl de 6.8 Kb. Cont¡ene los genes mceABCDE

Guzman y cols,, 1995

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., '1997

Lagos y cols., 2001

Wilkens y cols., 1997

Lagos y cols., 1999

Lagos y cols., 200'1

Lagos y cols., 2001

Lagos y cols.. 2001

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Castillo,2003

Este trabajo

Wilkens y cols., 1997

Wilkensycols., 1997

pl\/lceAB

pBa0

p6-18

pA40

pJl

An"o'
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Plasmidio Caraterísticas relevantes Fuénte o referencia

pJll Derivado de pJl digerido con 8s¡Vl y Sa/I. W¡lkens y cols., 1997
Contiene los genes mceABCDE. Amp'

pJlE291 Derivado de pJAM434. Formado por la religación Wilkens y cols., 1997
de 3 fragmenlos EcoRl, Contiene los genes
mceCDE. Ampr

pGHlJl2 Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio Este trabajo
EcoRV un fragmento amplificado por PCR que
cont¡ene los genes mceGHlJ. Cmr

pGHlJl3 Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio Este trabajo
EcoRV un f ragmento amplif¡cado por PCR que
contiene los genes mcecHlJ. Cmr

pJlC4 Derivado de pJAM434. Cont¡ene los genes Wilkens y cols., 1997
mceDE. Amp'

pBSC47 Derivado de pBluescr¡pt SK. Lleva un fragmento Lagos y cols,, 1999
Cla I de 3Kb de pJAM434. Contiene los gene
mceABC. Amp'

pLOL3 Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV Este trabajo
un f ragmento amplif icado por PCR que contiene el
gen mceE bajo el promotor T7. Cm'

pFurC2 Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EóoR/ Este trabajo
un f ragmento de 347 bp de la región promotora de
mceC. Cm'

pFurDzz Derivado de pACYC184. Lleva en el sit¡o EcoRV Esie trabajo
un fragmento de 267 bp de la región promotora de
mceD. Cm'

pFurEl Der¡vado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoR/ Este trabajo
un fragmento de 357 bp de la región promolora de
,nceE. Om',

pFutE2-45 Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoR/ Este trabajo
un f ragmento de 239 bp de la región promotora de
mceE. Cm'

pFurF-A Derivado de pACYC184. Lleva en el s¡t¡o Ecoñ/ Este trabaio
un fragmento de 258 bp de la región promotora de
mceF. Cm'

pMuMEl2 pMAH34 mceA::Mu dll1681 Este trabajo

pMuME132 plVlAH34 mceB::Mu dll1681 Este trabajo

pMUG21 pJAM434 mcec::Mu dll1681 Este trabaio

pN¡UG43 pJAl\4434 mcel::l\/lu dll1681 Este trabajo

Amp' ampicilina, Kn' kanamicina, Cm' cloramfenicol, Tet' telraciclina
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Tabla 3. Secuencias de los partidores empleados para amplificar med¡ante PCR
o RT-PCR los genes sistema microcina E492.

Pa¡7idor Secuencia Ubicación'i
RL3
RL1
RL2
C1
c2
D1
)2
trt
E2
F1

H1

H2
H3
l1

12

J1
J2
JJ

amb30
PEC
PED
PEE
PEF

PEH
PEI
PEJ
FURC
FURD
FUREl
FURE2
FU RF
T7-Primer
HCrev
AIVIPl
AMP2

116-148
809-840
517-548

1298-1329
2406-2437
38 19-3850
2571-2600
570 1 -5730
5348-5377
6025-6054
6570-6600
9307-9334
7169-7197

10543-10571
9277-9306
9770-9789

11186-11214
10695-10724
12772-12801
1 1201-1 1230
1 1619-1 1638

730-759
1377-1390
3761-3781
5589-5609
6097-61 16
9227 -9253

10455-10483
'1 1'1 11-'1 1139
12678-12707

'1058 1078
2401-2419
5484-5506
5606-5627
5847 5870

s,-GAA ATT TTC AGG CAG AAT TCT GGT GCA GTT GCA.3'
sI-CGG ATA AAA CAT ATG ACA TTA CTT TCA TTT GG-3'
5I-AAA GCA AGA ATT CAG TCC TTT TGA CTA ATT CT-3'
5'-ATT TTC ATA TGC GTA TTC TCT TTA TTG GCC CT-3'
5'-TTT CAG CAA GCT TAT ACA ATT ATT GCC AGA TG.3'
s'.CTA CAA CAT ATG CCA TTT ATG AGG AAT CAT C.3'
5'.ATT ACT CTG CAG TAT CTG CTC ACG ATT ACA.3'
s'-TGA TGG GAG ACT CAT ATG MT GGC AAC MA.3'
s'-GGC AGA AAG CTT CTG CTT TTT TGT TAT AGG.3'
5'-CTT CTT GCC CAT ATG TTA TTC ATC CTC GAA-3'
s'-TCC AGA GCG AAG CTT ATT ATG GAC TAT TGA-3'
s'-AGG GCC GAC ATA TGA GTA ACG GGA ATG T.3'
s'-TCC TCC AAG CTT CAC TAA AAC CTC CTT AC-3'
sI,TAG MA ACA GAC ATA TGA AAT GGC GGG GA-3'
s'.CGC ATA TCA AGC TTA TTT ATC ATT CGT CTG-3'
s'-GTT GAC TCT CTG AGT GTC AC.3'
5'-TAA GGC ATA TGA CAA TGA TGT CGC ATA TAC-3'
s'-GGT ACA TAT CGA TTC CGG TAT TCA AAG TTC-3'
s'-TCA GCA TAT GGT AAC GGA GM ATA CAG TCA-3'
5 -TTG TCA GGA TCC TTA TAT TTT ACA CCG CAA-3'
S'-GCT GTC CAG ATA CAG CCT GT-3'
s'.GTT TCG CGT TCT CTA CGG ATA GAA TTT ACT.3'
s'.CTT CAT GTC CGT TCA CAC GA-3'
s'-TGT GGA CAA CTG TGC ACA TAT.3'
s'.GGA ATA GAG GAG AGT GAG GA-3'
s'-CCA ATG CCA AGC CCA TCT CT.3'
s'.CAC ACT CCG AGG TCT CCG TCT GAT GAA.3'
s'-CTA TAA CGA ACG TCA GAA ATG CCG TGA TA.3'
5'-TAT GAA GCA TGC AAC TGA CTG CAA AAC CA-3'
s'-TTC AGC ACA CCA AAT CAA CGA AGA GGT TAT.3'
s'-CCT GTG TCA AGG CAT AAT AT-3'
s'-GGG CTA CGC GGC TCT GCT-3'
s,-GCA AAC ACC ATT TCA CTT ACC T-3'
S'-CCA ATG TGC TCA CTC AGC ATA-3'
s'-GAC TTC GTG TGT CTA ATA TGT CA.3'
5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG.3'
s,-ATC GAT GAT AAG CTT GGG CT-3'
s'-GAG TAT GAG TAT TCA ACA TTT CCG T.3'
s'-ACC AAT GCT TAA TCA GTG AGG CA.3'

# utilizando de referencia la secuencia publicada en GenBank (código de acceso 4F063590)
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tiamina 1 pg/ml, casaminoácidos 1 mg/mL, como fuente de carbono glucosa

O,2o/" plv. Las cepas que portan el plásmido pBAD33 se cultivaron en medio

mínimo suplementado al que se agregó además 5 aminoácidos que no son

aportados por los casaminoácidos: triptófano, cisteína, glutamina, asparagina y

tirosina a una concentración final de 50 ¡rg/ml. Para inducir la expresión del

promotor Peno so utilizó arabinosa (O,2A p/v) y no se adicionó glucosa al medio.

Placas de agar LB- Se prepararon las placas con el medio caldo Luria y con

1 ,5o/o ó 1 ,0o/" de agar.

Placas de césped. Sobre placas de agar LB se esparcieron 3 a 5 mL de agar

LB al 0,7o/" en que se incluyó 300 ¡rL de un cultivo bacteriano crecido toda la

noche.

Las células bacterianas que portan plásmidos recombinantes se crec¡eron en

placas o en med¡o líquido suplementado con antib¡óticos, cuya concentración

final es la siguiente: ampicilina 100 ¡rg/mL, cloranfenicol 50 pg/ml, tetrac¡clina

10 pg/mL, y kanamicina 50 pg/ml. Estos antibióticos fueron preparados como

describe Sambrock y cols. (1989)

2.2.2. Pu¡ificación de la microcina E492 extracelular.

A un litro de medio de cultivo mínimo se agregó 3-5 mL de un cultivo crecido

toda la noche y se incubó a 37"C con una agitación de B0-100 rpm, hasta una

OD a 600 nm de 0,7. El cultivo se centrifugó a 8.000 rpm por 30 min en un Iotor

GSA. El sobrenadante, sometido a una pres¡ón negativa, se pasó a través de
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una columna de exlracción en fase sólida Sep Pak Cre, act¡vada previamente

con 3 mL de metanol al gSoA y 3 mL de agua destilada. En la matriz de la

columna quedó retenida la microcina y algunos contaminantes. La columna se

lavó con 3 mL de metanol al 600/o para retirar los contaminantes que tienen una

pigmentación de color amarillo, y posteriormente la microcina se eluyó con 3 mL

de metanol al 95o/o.

2.2.3. Purificación de la microcina E492 desde extractos celulares. La

preparación de m¡crocina a partir de exractos celulares (intracelular) es el

enriquec¡m;ento de la fracción celular obtenida en el procedimiento para

detectar la actividad intracelular de microcina empleando columnas Sep-Pak.

Las cepas se cultivaron en un litro de medio mínimo y las células se cosecharon

á uflá DOooonm de 0,7. Después de centrifugar el cultivo, el precipitado de

células se resuspendió en un amortiguador (Tris-HCl 50 mM pH 8,0 y MgCl2 10

mM) y se dejó en baño maría a ebullición por 20 min. La suspensión se agitó

vigorosamente en un vortex, cada 5 min., durante el calentamiento. Luego, la

suspensión se centrifugó a 20.000 x g para descartar la mayor parte de los

restos celulares, y a continuación se tomó solamente el sobrenadante. Este

sobrenadante se paso a través de una columna Sep-Pak Cr8 previamente

act¡vada con agua y metanol. El procedimiento de e!ución de la microcina de

e)dractos celulares se realizó de la misma forma que para la purificación de la

microcina e).tracelular.
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2,2.4. Delección y cuantificación de la actividad de la m¡croc¡na 8492.

Se detectó la actividad bactericida de la microcina purificada depositando

alícuotas de diluciones seriadas de la muestra sobre un césped de una cepa

bacteriana indicadora E. coli BL21 (DE3). Las placas se incubaron a 37"C

durante toda la noche. La actividad de la microcina se visualizó por la presencia

de halos de inhibición de crecimiento de la cepa sensible y en algunos casos se

midió el diámetro de los halos formados. La cuantificación de la actividad

microcina de estas preparaciones se realizó determinando la máxima dilución

de la muestra donde es posible observar un halo de inhibición de crecimiento

bacteriano en el césped de la cepa sensible (Dilución Mínima lnhibitoria, Mayr

Harting et al.,1972). Para diluir las muestras se utilizó metanol al95%.

2.2.5. Ensayo de sensibilidad a la microcina en placa.

Alícuotas de 150 ¡rL de cultivo de la cepa a analiz se mezclaron con 4 mL de

agar blando (0,75% plv) y se esparc¡eron sobre placas de agar LB. Se

sembraron alícuotas de 5 ¡rL de diluciones seriadas de microcina E492

purificada sobre este césped. Las células sensibles a la acción de la microcina

presentaron halos de inhibición de crecimiento en torno a la microc¡na

sembrada. Las células inmunes a la acción de la microcina no presentaron

formación de halos de inhibición de crecimiento.
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2.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para

microcina E492.

Los geles se prepararon según el método descrito por Schágger & von Jagow

(1987) el que permite separar proteÍnas de un rango de masa molecular de 1-

100 kDa. El gel separador se preparó con: 16,5% de acr¡lamlda (3% de

entrecruzamiento); Tris-HCl 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1% y glicerol al 10%. El gel

espac¡ador se preparó con: 10olo de acrilamida (3% de entrecruzamiento); Tris-

HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1olo. El gel concentrador se preparó con: 3% de

acrilamida (3olo de entrecruzamiento); Tris-HCl 1,0 M pH 8,5; SDS O,1o/o. A cada

una de estas soluciones Se agregó 0,033% de persulfato de amonio y 2,2 mM

de TEMED. Los geles se somelieron a un campo electrico de 20 - 200 V,

empleando un amortiguador cátodico (Tris-HCl 0,1 M pH 8,5, Tricina 0,1 M y

SDS 0,1'l") y un amortiguador anódico (Tris-HCl 0,2 M pH 8,9). La diferencia de

potencial se aplicó con una fuente de poder EC-420 de EC Apparatus

Corporation o Power Pac 300 de BioRad.

Se empleó un marcador de peso molecular preteñido con rojo fenol y posee

fragmentos de los siguientes pesos moleculares aparentes: .1 75, 83, 62, 47,32,

25, 16,5 y 6,5 kDa.

2.2.7. Ma¡cación y preparación de la microcina E492 con fluorescamina

para electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se empleó el método de marcación de péptidos con fluorescamina descrito por
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Rangland y cols. (1974). Para ello se concentró por evaporación al vacío 300 ¡rL

del eluído de la columna Sep Pak o 1 mL de microcina de extractos celulares

hasta un volumen de 10 ¡rL. Al concentrado se agregó 4 pL de solución borato

(0,a M pH 9,0), 8 pL de fluorescamina (2 mg/ml en DMSO) y 7 prl de

amortiguador de carga 4X (glicerol 40%; Tris-HCl 50 mM pH 7,6; SDS 10%; p-

mercaptoetanol 20%; azul de bromofenol 0,04% (p/v) La mezcla se calentó a

baño maría por 3 min y las proteínas se separaron mediante SDS PAGE.

Como marcador de peso molecular se utilizó S¡gma MW-SDS, que contiene

mioglobina de 16.950 Da y fragmentos de mioglobina de 14.440,8.160, 6.210,

3.460 y 2.210 Da. Estas proteínas se marcaron con fluorescam¡na de la misma

manera que las muestras. Las bandas de proteinas se visualizaron en un

transiluminador UV. lnmediatamente después, se tomaron fotografías con

pel ícula instantánea Polaroid 667.

2.2.8. Hibridación Western.

2. 2. 8. 1 . Electrotra n sfere nc i a.

Después de realizar un SDS-PAGE, se retiró el gel de los vidrios y se montó la

transferencia colocando el gel sobre una esponja y 3 papeles filtro. Luego se

colocó sobre el ge¡ una membrana de nitrocelulosa, tres papeles faltro y otra

esponja. Antes de montar la transferencia las hojas de papel filtro y las esponjas

se humedecieron en amortiguador de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 190

mM, metanol 2Oy"). La membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham)
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se humedeció en agua y posteriormente en amortiguador de transferencia. El

sistema se montó en la cámara respectiva y la transferencia se realizó durante

2 h a 100 V a -20 'C empleando el amortiguador de transferencia enfriado

prev¡amente.

2.2.8.2. Desarrollo in mu nológico.

La membrana se bloqueó con BSA 3% en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2 mM,

Na2HPO4 10 mM, KH2PO¿ 2 mM) durante t h a temperatura ambiente. Luego

se traspasó a una solución de BSA 1% en PBS que contiene el anticuerpo

primario. La membrana se incubó con el anticuerpo primario antimicrocina

durante 2 h con agitación a temperatura ambiente. Luego se realizaron 3

lavados con amortiguador TS (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) y la

membrana se incubó por 2 h en BSA 1% en TS con el anticuerpo secundario el

cual esta conjugado a la enzima fosfatasa alcalina. Se empleó una dilución

'1 :1.000 del anticuerpo policlonal antimicrocina y una dilución 1:30.000 del

anticuerpo secundar¡o de acuerdo a las instrucc¡ones del fabr¡cante. El revelado

se realizó colocando la membrana en 10 mL de amortiguador para fosfatasa

alcalina (Tris-HCl 1 00 mM pH 9,5; NaCl 1 00 mM; MgClz 5 mM), y se adicionó 33

prl de BCIP (0,5 g del reactivo disuelto en 10 mL de dimetilformamida 100o/o) y

66 pL de NBT (0,5 g del reactivo disuelto en 10 mL de dimetilformamidaT0o/o).

La membrana se incubó hasta la aparición del color en la banda y la reacción se

detuvo lavando la membrana con abundante agua destilada.
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2.2.9. Aislamiento y purificación de ácidos nucleicos.

2,2.9.1. DNA plasmidial bacteriano (miniprep).

El DNA plasmidial se extrajo según el método de lisis alcalina descrito por

Sambrook y cols. (1989). Se centrifugaron 5 mL de un cultivo bacteriano crecido

durante toda la noche en medio LB o medio mínimo. El precipitado bacteriano

se resuspendió en 200 pL de amortiguador de lisis (glucosa 50 mM; Tris-HCl 25

mM pH 8,0; EDTA 10 mM), Se incubó 5 min a temperatura ambiente y se

agregó 400 pL de una solución fresca de SDSiNaOH (SDS 1% y NaOH 0,2 M),

se mezcló invirtiendo los tubos 10 veces. A continuación se agregó 300 ¡rL de

acetato de potasio 7,5 M pH 5,2 y se mezcló suavemente por inversión. Esta

solución se incubó a -20oC durante 5 min, y se centrifugó a 14.500 x g. El

sobrenadante se traspasó a un tubo nuevo previamente rotulado, y se agregó

250 pL de fenol:cloroformo:alcohol-isoamílico (25:24:1) para eliminar proteínas

contaminantes, La muestra se agitó en el vortex por 10 s y se centrifugó durante

5 min a 14.500 x g. Luego se extrajo la fase acuosa (superior) y se sometió a

una extracción con 250 ¡rL de cloroformo:alcohol-isoamílico (24:1 ) para remover

los restos de proteínas y fenol. A la fase superior que contiene el DNA se

adicionó 0,6 volúmenes de isopropanol y se dejó a -20oC durante 15 m¡n para

precipitar el DNA. El DNA precipitado por centrifugación se lavó con etanol al

70% y posteriormente se secó en una estufa (37oC) o en un Speed Vac. El

precipitado de DNA se resuspendió en 50 pL de agua nanopura y se agregó

5¡rL de ribonucleasa A (10 mg/ml).
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2.2.9.2. RNA bacteriano.

El RNA bacteriano se aisló a partir de cultivos crecidos toda la noche o hasta

DOooo=0,4 ó DOooo=O,7. El cultivo se centrifugó, se eliminó el sobrenadante y

las bacterias se suspend¡eron en solución 26 (clorhidrato de guanidina 8 M;

Tris-HCl 50 mM pH 7,0; EDTA 20 mM) complementada con p-mercaptoetanol

frío (al 10%). A la mezcla se agregó fenol:cloroformo saturado en agua y

después de agitar fuertemente en un vortex se dejó en hielo durante 20 min.

Las proteínas y el DNA se separaron centrifugando la solución a 1S.OOO rpm

durante 30 min en una microcentrífuga. La fase acuosa se trasladó a un tubo

nuevo y se agregó 1120 del volumen de ácido acético 1 M (en agua DEPC) y 0,7

volúmenes de etanol al 95% frío. Se dejó a -20oC durante 15 a 20 min. El RNA

se sed¡mentó por centrifugación a 13.000 rpm a 4oC y se lavó con etanol frío al

70% (con agua DEPC). Luego de secarlo al aire se disolvió en agua tratada con

DEPC y se calentó a 65oC durante 10 m¡n. lnmediatamente después se enfrió

en hielo.

2.2.10. Electroforesis de ácidos nucleicos.

2.2.10.1. Separación de DNA.

Los ácidos desox¡rribonucleicos, como el DNA genómico, el DNA plasmidial,

fragmentos de resil¡cc¡ón, productos de PCR y productos de RT-PCR, se

anal¡zaron mediante electoforesis en geles de agarosa. Esta electroforesis se

llevó a cabo en una cámara horizontal, usando el amortiguador TEA (Tris-HCl
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40 mM pH 8, 1 ; ácido acético glac¡al 20 mM; EDT A 2 mM). La concentrac¡ón de

agarosa fluctuó entre 1,0 y 2,Oo/o dependiendo del tamaño de los fragmentos de

DNA a separar. Para la preparación de la muestra se empleó el amortiguador

de carga (glicerol 50%, EDTA 50 mM, xilén cianol 1 mg/mL, azul de bromofenol

1,5 mg/ml) antes de su incorporación a los pocillos del gel. La electroforesis se

realizó con una diferencia de potencial de 80-100 V. Una vez finalizada la

electrofores¡s, el gel se tiñó con bromuro de etid¡o (10 ¡rg/ml) y se puso sobre

un transiluminador UV para observar las bandas de DNA.

2.2.10.2. Separación de RNA.

El RNA bacteriano se separó mediante electroforesis horizontal en geles de

agarosa-formaldehído, utilizando amortiguador MOPS (ácido 3-N-morfolino-

propanosulfónico 20mM, acetaio de sodio 50 mM, EDTA 1OmM pH 8,0 y

formaldehído 2,2 M). Se disolvió 1 g de agarosa en 90 mL de agua DEPC y se

agregó 10 mL de MOPS 10X. La preparación de la muestra cons¡stió en

resuspender el RNA en formamida desionizada (12,5 pL ), MOPS 10X (2,5 pL)

y agua DEPC (10 ¡rL). Las muestras se calentaron a 65oC durante 10 min. y se

agregó amortiguador de carga (2,5 pL de glicerol al 50o/", EDTA 50 mM, xilén

cianol 1 mgiml, azul de bromofenol 1 ,5 mg/ml). Se utilizó MOPS 1X como

amortiguador de corrida. La electroforesis se realizó a 100 V durante t h y luego

se tiñó el RNA con bromuro de eiidio. Los geles se observaron en un

transiluminador UV.
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2.2.1'1. Hibridación Northern.

2,2,1 1 .1 Transferencia

La transferencia Northern consistió en una h¡bridación de RNA con una sonda

de DNA con el tin de detectar la presenc¡a de transcritos específicos de los

genes del sistema microcina. Para ello se util¡zaron muestras de RNA total

separadas mediante geles de agarosa con formaldehído.

La transferencia del RNA del gel a una membrana de nylon se realizó de la

siguiente forma:

Se cortó un trozo de membrana de nylon cargada positivamente del tamaño del

gel y se hidrató incubándola en el amortiguador SSPE 20X durante 10 min.

Posteriormente se colocó un trozo de papel filtro en la cámara de transferencia

empapado con amortiguador SSPE 20X. Sobre este papel filtro se colocaron 3

láminas más de papel filtro humedecidas en el amortiguador SSPE 20X pero

del tamaño del gel. Luego se colocó el gel sobre las láminas de papel

humedecido evitando que se produjeran burbujas y se colocaron alrededor de

los contornos del gel trozos de papel PARAFILM@. Sobre el gel se colocó la

membrana de nylon prev¡amente humedecida y sobre ésta se colocaron 3

trozos de papel filtro seco, del tamaño del gel. Sobre los papeles filtros secos

se colocó una torre de 5 cm se servilletas (secas) y una cubierta de vidrio de 20

x 20 cm sobre la cual se puso un matraz aforado de 500 mL lleno de agua y

sujeto a un soporte universal mediante una pinza de soporte.
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Se dejó transfiriendo el RNA a la membrana mediante este sistema durante 12

h. Posteriormente se desmontó el s¡stema y se fijó el RNA a la membrana

mediante L¡n entrecruzamiento con luz UV colocando la membrana

directamente sobre el transiluminador UV durante 2-5 min.

2.2.11.2. Marcación de la sonda.

Los genes empleados como sondas se amplificaron mediante PCR empleando

el partidor antisentido marcado radiactivamente con h-3'PIATP y T4

polinucleótido quinasa Gibco BRL. La incorporación del 32P radiactivo se realizó

según el protocolo descrito por el fabricante incubando 5 pmoles del partidor

con 25 poi ¡y-32P1RTP y 10 U de la Ta polinucteótido quinasa en el

amortiguador comercial proporcionado por el fabricante que contiene Tris-HCl

70 mM (pH 7,6), MgCl2 10 mM, KCI 100 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM. La

reacción de amplificación se realizó mezclando 100 ng de DNA plasmidial con 5

pL de amortiguador comercial de PCR (Tris-HCl 200 mNI pH 8,a; KCI 500 mM).

A esta mezcla se agregó MgOlz 1 mM, dNTPs 10 mM, 10 pmoles del partidor

sentido, 5 pmol del partidor antisentido marcado radiactivamente con ¡y-32P¡ATP

y 2,5 U de Taq DNA polimerasa. Las condiciones estándares de la reacción

fueron: 30 a 33 ciclos de 45 s a 94"C para la desnaturación, 30 s a 55"C para el

"annealing", y 90 s a 72'C paa la elongación, seguidas por una elongación final

a 72'C durante 10 min.
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2.2. 1 1.3. H ibridación.

La membrana de nylon con el RNA se prehibridó a 60 oC durante 2 h con la

solución de prehibridación/hibridación que contenía solución de Denhardt 5X,

SSPE 5X, SDS 0,5% y 200 mg/ml DNA de timo de ternera desnaturado,

empleando una agitación suave. Posteriormente se agregó la sonda de DNA

marcada radiactivamente y se incubó a 60 oC durante 12 horas con agitación

suave. Finalizada la hibridación se removió la solución de

prehibridación/hibridación que contenía la sonda y se lavó la membrana 3 veces

con una solución que contenía SSPE 5X y SDS 0,1% durante 15 min a

temperatura ambiente. Poster¡ormente se lavó la membrana dos veces con una

solución que contenía SSPE 5X y SDS 0,1% durante 2 min a 40 oC. La

membrana se secó a aire y se expuso en un casete con una placa

intensificadora utilizando una película rápida XAR-S de KODAK.

2.2.12. Digestión de DNA con enzimas de restricción.

La digestión de DNA plasmidial fue realizada diluyendo el amortiguador

comercial de la enzima correspondiente a una concentración 1X y agregando

de 5-10 U de la enzima de restricción, en un volumen final de reacción de 20

¡rL. Las reacciones se incubaron a la temperatura ópt¡ma para cada enzima

durante 2 h (o 14 h para el caso de Xhol). La reacción se detuvo calentando a

65"C durante 15 min.
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2.2.13. Desfosforilación de los extremos 5' de fragmentos de DNA.

Para evitar el religamiento de un vector cortado con sólo una enzima de

restricción, se procedió a desfosforilar los extremos 5'de éste. La reacción de

desfosforilación consistió en incubar a 37"C durante 2 a 12 h una mezcla

constituida por amortiguador de desfosforilación (Tris-HCl 50 mM pH 8,5; EDTA

0,1 mM), el DNA a desfosforilar (1 pmol) y la enzima CIAP (fosfatasa alcalina de

intestino de ternera) diluida (7 U) en el amortiguador de dilución (Tris-HCl 25

mM pH 7,6; MgClz 1 mM; ZnClz 0,1 mM y glicerol al 50%) provisto por el

fabricante.

2.2.14. Ligación de fragmentos de DNA.

Antes de ligar los fragmentos de DNA se determinó la concentración de DNA

del vector y del inserto mediante espectrofotometría determinando la

absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm o mediante geles de agarosa

comparando con estándares de concentración conocida. La relación de

concentrac¡ón entre el DNA del inserto y del vector fue de 3:1. La reacción de

llgación se realizó mezclando el inserto, el vector, el amortiguador de la enz¡ma

y laT4 DNA ligasa, para luego incubarla durante toda la noche a 14"C. En

todos experimentos de ligación se realizó una reacción de control que no llevó

inserto. Las sales presentes en el producto de la ligación se removieron por

medio de una precipitación con etanol o empleando membranas Millipore

VSWP02500 de 0,025 pm de poro, para su posterior electrotransformación.
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2.2.1 5. Preparación de células electrocompetentes.

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un cult¡vo de

crecimiento exponencial, para ello se inoculó 100 mL de medio LB con 1 mL de

un cultivo crecido hasta fase estacionar¡a. Las células se colectaron a una

ODsso de 0,75 (3-6 x 108 cel/ml) en tubos de centrífuga fríos y se centrifugó

durante 10 m¡n a 4.000 rpm. El precipitado bacteriano obtenido se resuspendió

en 40 mL de glicerol frío 10o/" y se centrifugó durante 10 m¡n a 4.000 rpm. Este

proced¡miento se repitió dos veces más. Después de los lavados, las células se

resuspendieron en el glicerol 10% remanente que quedó en el tubo después de

la última centrifugación. Se midió el volumen de la suspensión celular y se

determinó lá ODsso diluyendo una pequeña porción de ella en gticerol al 10olo.

Se ajustó el volumen del precip¡tado celular con glicerol al 10% para llegar a

una OD556 final de 200-2501mL. Las células se alicuotaron y se usaron

directamente para la electroporación o se almacenaron a -80'C.

2,2.1 6. Transformación por electroporación.

Se utilizó un equipo BioRad Gene Pulser acoplado a un controlador de pulso,

para realizar la transformación de las células competentes. El aparato se

configuró colocando el voltaje a 2.500 V, la resistencia de 200 () y una

capacitancia de 25 UF. Las células, las cubetas y el portacubetas se colocaron

en hielo antes de proceder a la transformación. Se mezclaron 25 pL de células

electrocompetentes con I -2 ¡rL de DNA plasmid¡a¡ en un tubo y se electroporó
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la mezcla en una cubeta de electroporación de 0,2 cm de separación entre los

electrodos. lnmediatamente después se resuspendieron las células en 1 mL de

medio SOC estéril y se las incubó a temperatura apropiada durante t h. Las

células transtormadas se sembraron en placas LB con los antibióticos

apropiados y se incubaron durante 12h ala temperatura apropiada.

2.2.17. Arnpli¡icación de fragmentos de DNA por PCR.

2.2.17.1. PCR de DNA plasmidial.

La reacción de amplificación se realizó mezclando DNA plasmidial (0,1-10 ng)

con 2,5 ó 5,0 pL de amortiguador de PCR (Tris-HCl 200 mM pH 8,4; KCI 500

mM), 0,5-1 ,0 pL de MgClz 50 mM, 1 ,0 pL de dNTPs 10 mM, 1,0-2,0 pL de cada

panidor a una concentración de 25 pmoUpL y 2,5 U de Taq DNA polimerasa

para un volumen final de 25 ó 50 prl. Las condiciones estándares de la reacción

fueron: 30 a 33 ciclos de 45 s a 94'C para la desnaturación, 30 s a 55"C para el

apareamiento y 90 s a 72"C pa, la elongación, seguidas por una elongación

Íinal a72.c durante 10 min. Los fragmentos más largos de 3 Kb se amplificaron

usando el kit Elongase Amplification system de acuerdo a las instfucciones del

fabricante, con 30 ciclos (94"C durante 30 s, 55-60"C durante 30-35 s y 68"C

durante 1 m¡n por cada kb del tamaño del fragmento que se amplificó). Los

part¡dores empleados para la amplificación de los distintos segmentos están

detallados en la Tabla 3. Los productos de amplificación se purificaron

util¡zando el kit ooNCERT Rapid PCR Purification system, para realizar
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posteriormente las reacciones de ligación.

2.2.17.2. PCR de colonia.

La amplificación de fragmentos de DNA utilizando directamente colonias

bacier¡anas como fuente de DNA templado se realizó introduciendo una

pequeña modificación al procedimiento descr¡to para hacer pCR a partir de

DNA plasmidial. Se mezclaron los componentes de la reacción de pCR como

se ha descrito anteriormente, excepto que, no se agregó la polimerasa ni el

DNA plasmidial. A continuac¡ón se resuspendió una colonia bacteriana fresca

en la solución y se colocó en el termociclador a gg"C durante 10 min. Después

de enfriada la mezcla, se agregó la enzima laq DNA polimerasa y se prosiguió

según el protocolo de amplificación de DNA plasmidial.

2.2.18. Transcripción Reversa acoplada a PCR (RT-PCR).

Se realizó un tratamiento con DNAsa I (libre de RNAsa) para retirar

completamente todo el DNA que pudo haber sido co-purificado mediante el

procedimiento de purificación de RNA tolal. Varias alícuotas de RNA se trataron

con '10 U de DNAsa I en una solución de MgCl, 2,5 mM durante 30 min a 25'C.

La reacción se detuvo por calentamiento a 65 "C durante 15 min. La mezcla

resultante se incubó con él o los partidores antisentido durante 5 min a 75"C y

luego se realizó la transcripción reversa empleando 200 U de transcriptasa

reversa M-MLV de Promega y dNTPs 400 ¡rM durante t h a 42'C. La reacción

se calentó 10 min a 65 "C para desnaturar la enzima. La etapa de PCR se
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realizó empleando como templado una alícuota de 5 pL de la reacción de

transcripción reversa, MgCl2 1 mM, dNTPs 200 pM, amortiguador de PCR 1X,

25 pmoles de cada partidor, 2,5 U de laq DNA polimerasa utilizando el

siguiente programa: un ciclo de 94"C durante 6 min, 55"C durante 2 min y 72"C

durante 30 min, seguido de 25 c¡clos rápidos de 94'C durante 45 s, 55"C

durante 30 s y 72'C durante 90 s y una extensión final de 10 min a 72 'C.

2.2.19. Secuenciación manual de DNA.

El DNA templado se obtuvo purificando productos de amplificación por PCR con

partidores correspondientes al gen a analizar y al transposón (Tn1) empleando

el kit CONCERTTM Rapid PCR Purification System, según el protocolo descrito

por el fabricante. Para secuenciar el producto amplificado y purificado se

empleó el kit PCR dsDNA Cycle Sequencing System. El método de

incorporación de marca radiactiva a la reacción de secuencia se realizó

empleando el partidor Tnl marcado con ¡y-32P1ATP y Ta polinucleótido quinasa.

Las reacciones de secuencia fueron almacenadas a -20"C hasta su uso o

analizadas inmediatamente mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al

6% (acrilamida:bis-acrilamida = 39o/o:27o) que contenía urea 8M. Las muestras

fueron calentadas a B2'C durante 2 min y una alícuota fue colocada

inmed¡atamente en el gel precalentado a 50'C. La electloforesis fue

desarrollada en amortiguador 1X TBE (1 0,8 g/L de Trizma base, 5,5 g/L de

ácido bórico y 5 mL de EDTA 0,5 M) a una potencia entre 50-60 Watts,



13

procurando mantener el gel a 50"C durante toda la electroforesis. Cuando ef

colorante azul de bromofenol se encontraba en el tercio final del gel, se agregÓ

acetato de sodio 1M (pH 8,8) al compartimiento anódico de la cámara, con el f¡n

de lograr una contracorriente de iones y agua hacia el polo negativo,

comprimiendo las bandas cerca de los oligonucleótidos partidores, logrando

bandas menos difusas y extendiendo la secuencia aleiada de los partidores.

Los geles fueron secados a 80"C durante t h al vacío y expuestos en contacto

con un film rápido X-OMAT AR-s de Kodax a -80"C durante toda la noche.

2.2,20, Extensión del partidor (primer extension)

para estos experimentos se empleó 30-40 ¡rg de RNA total de la cepa de E. coli

VCSpJAM4S4, los que fueron incubados a 75' C durante 5 min con 5 pmoles

de partidor marcado con 32P, empleando T4 kinasa Gibco BRL de manera

similar a Ia descrita en el punto 2.2.11.2. Luego se realizó la reacción de

transcripción reversa empleando 200 u de M-MLV transcriptasa reversa Gibco

BRL y dNTPs 400 ¡rM durante t h a 42 'C. La reacción se calentó 10 min a

65.c para desnatufar la enzima. Las reacciones de extensión del partidor

fueron almacenadas a -20'c hasta su uso o analizadas inmediatamente iunto

con reacciones de secuenciación manual realizadas con el mismo partidor

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6/o (acrilamida:bis-

acrilamida=38%..2/o) que contenía urea 8M como se describe en el punto

2.2.19.
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2.2.21. F usiones traduccionales.

Se empleó el bacteriófago mini-Mu dll1681 (Castilho y cols., 1984) que es un

fago defectivo que porta en su genoma el gen de res¡stencia a kanamicina

proveniente de transposón Tn5 y el operón lactosa s¡n las señales de iniciación

de Ia transcripción y traducción y sin los primeros codones del gen lacZ (Fig.

3A). Además este bacteriófago mini-Mu defectivo porta una mutación en el gen

C que codifica para el represor de la transposición. Este bacteriofago mini-Mu

cuando se encuentra en una cepa hospedera que porta un fago helper que

posee una copia del gen C pero con una mutación termosensible (cts), es capaz

de transponer a una elevada frecuencia sólo cuando se crece a una

temperatura restrictiva de 42'C, insertándose al azar en diferentes genes. En

una orientación adecuada, la inserción del fago Mu dll1681 origina fusiones

gén¡cas entre el gen donde se insertó y el gen lacZ. la obtención del gen

híbrido requiere que el sent¡do de transcripción, así como la fase de lectura de

ambos genes coincidan. Así la expresión del gen híbrido está bajo el control

transcripcional y traducc¡onal del gen en el que se encuentra la inserción y la

proteína híbrida formada tiene actividad B-galactosidasa (Fig. 3B). Las fusiones

traduccionales se llevaron a cabo s¡guiendo el protocolo descrito por Casthilho y

cols. (1984) que se resume en la Fig.4 y que consta de las etapas que se

describirán a continuación.
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F¡9. 3. Mapa físico del fago m¡ni Mu dll1681 (A) y representación
esquemática de una fusión del gen X-Mudlll68l (B). Px corresponde al
promotor de un gen hipotético X, donde se insertó el fago mini Mu d111681. La
orientación de mini Mu dlll681 en la parte B de la figura tiene una orientación
inversa que en la parte A de Ia figura.
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Fig. 4. Construcción y selección de fusiones traduccionales en plasmidios
empleando el fago mini-Mu dll1681 (Gastilho y cols., 1984). Un plasmidio es
iniroducido por transformación dentro de una célula que contiene el profago
defectuoso mini-Mu dll168l y el profago "helpe/'Mu cts. El profago mini-Mu se
replica y transpone y se inserta en el plasmidio. El DNA del mini-Mu que lleva al
plasmidio es empacado empleando las proteínas producidas por el profago
"helpei'. Las particulas vinales son empleadas para infectar una cepa
bacteriana rec A+ y que no permita la expresión de los genes contenidos en el
fago Mu (posee un represor Mu en un fago lisógeno defectuoso). En esta cepa
ocurre un evento de recombinación homóloga entre los segmentos duplicados
del mini Mu formando un plasmidio con una inserción de mini-Mu. La selección
de los clones con las inserciones funcionales se realizan en placas de agar
conteniendo X-gal como sustrato para la enzima F-galactosidasa y los
antibióticos adecuados.

l
Mudll168l

,^t{)l
Plasmidio
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2.2.21.1. Trasformación de la cepa portadora.

La cepa de E. coli POll16B1 portadora de los dos fagos, el helper (Mu cts) y el

defectivo (Mu dll1681) se transformó mediante electroporación con el plasmidio

de interés (pJAM434 o pMAH) según los descrito en la sección 2.2.14.

2.2.21.2. Producción de lisado de fago Mu dll1681-plasmidio.

La cepa transformada con el plasm¡dio de interés se creció en medio líquido LB

a 30'C, hasta que el cultivo alcanzó una ODooo de 0,2 (108 células/ml). A

continuación se mantuvo el cultivo durante 30 min a 42-44"C. Después se

incubó con agitación fuerte a 37'C, hasta que se consiguió la lisis celular (45 a

60 min). Se añadió unas gotas de cloroformo y se continuó la incubación

durante 15 min. El cultivo lisado se centrifugó a 12.000 rpm durante 20 min a

4"C y se colectó el sobrenadante. Éste contenía una suspensión de fago Mu

cts/Mu dll-plasmidio. Se almacenaron los lisados a 4 'C.

2.2.21.3. Muducción.

La cepa receptora E. coli pop3001.6, lisógena para Mu cts, se creció hasta el

principio de fase estacionaria en medio líquido LB. Se mezcló 0,1 mL de estas

células con 0,1 mL de los lisados de Mu dll168.1 -plasmidio sin diluir. Se añadió

a cada mezcla 5 pL de MgSO4 0,1 M y 4 ¡rL de CaClz 50 mM. Tras permitir la

adsorción del fago a la bacieria durante 20 min a 30 'C sin agitación, se diluyó

la mezcla con 1 mL de LB y se incubó 75 min a 30"C con agitación,

plaqueándose después las alícuotas en medio selectivo e incubándose a 30 "C

durante 12a14h.
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2.2.22. Dete¡mi nación de actividad B-galactos idasa.

Para efectuar la valoración cuantitativa de la expresión de las fusiones de

proteínas construídas se determinó la actividad B-galactosidasa según el

método descrito por Miller (1992). Este método calorimétrico se basa en la

hidrólisis del compuesto incoloro ONPG (o-nitro-p-D-galactósido) por la enzima

P-galactosidasa. La hidrólisis da como producto galactósido y o-n¡trofenol, que

es de color amarillo. La concentración de o-nitrofenol se puede determinar

midiendo la absorbancia de la muestra a 420 nm. Tal concentración es

proporcional a ¡a cantidad de B-galactosidasa presente en el medio de reacción

y al tiempo de reacción, siempre que no haya condiciones limitantes del

compuesto en el medio de reacción.

Las cepas portadoras de la fusiones cuya expresión se deseaba determ¡nar se

incubaron durante toda la noche en medio M9 suplementado con glucosa y

citrato. Se hicieron diluciones 1120 en el mismo medio de cultivo y se prosiguió

la incubación tomando alícuotas a diferentes tiempos del ciclo de crecimiento.

En los tubos de reacción se mezclaron 0,5 mL de amortiguador Z con 0,5 mL de

cultivo. Se agreg' 20 ¡rL de cloroformo y 20 ¡rL de SDS 0,1%, agitando durante

30 s para lisar las células. La mezcla se preincubó durante 5 min a 30 "C, y a

continuación se agregó 0,2 mL de ONPG (4 mg/ml) para iniciar la reacción.

Cuando las muestras tomaron un color amarillo la reacción se detuvo

agregando 0,5 mL de NazCOs 1M. Se determinó la absorbancia de la muestra a

450 y 550 nm. Las unidades de p-galactosidasa se determinaron como
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actividad específica utilizando la siguiente fórmula:

Unidades 0 - galactosidasa -(Do$o -'l'75+ Do':")* 7000

DO6u\ + l/ 't t

Donde: OD6¡6 representa la densidad óptica del cult¡vo a 600 nm, V el volumen

utllizado en la mezcla de reacción, f el tiempo y DO¿zo y DOsso la absorbancla

de la mezcla a 420 y 550 nm respectivamente.
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3. RESULTADOS

3.I, ESTUDIOS DE REGULACIÓN A NIVEL TRANSCRIPCIONAL

Como se mencionó anteriormente la microcina E492 acliva se produce en fase

exponencial de crecim¡ento (de Lorenzo y cols., 1984; W¡lkens y cols., 1997) y

su producción y actividad son afectadas por d¡ferentes condiciones de cultivo

(de Lorenzo, 1984; Orellana y Lagos, 1996). Para establecer cuales son los

determinantes genéticos que determinan la producción de microcina act¡va en

esta fase de crecimiento, el estud¡o de la regulación de la expresión de esta

microcina se abordó en primer término desde un punto de vista transcripcional,

estudiando si los genes implicados en la producción de la microcina E492 activa

sufren algún tipo de regulación a este nivel.

3.1.1 Caracterización transcr¡pcional del sistema productor de MccE492.

Como paso previo para el estudio de la expresión a nivel transcripcional de los

genes involucrados en la síntesis, maduración y exportación de la microcina y

su inmunidad, los experimentos se centraron en la determinaoón de las

unidades transcripcionales en las que se agrupan d¡chos genes. Para ello, se

utilizó la técnica de transcripción reversa acoplada a la reacc¡ón de polimerasa

en cadena (RT-PCR).
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Los primeros genes cand¡datos a formar una unidad transc¡ipc¡onal son el gen

mceB que codifica para la proteína de inmunidad y el gen estructural de la

microcina E492 (mceA) ya que se superponen en 26 bp (Fig. S). para

comprobar si estos genes estaban acoplados transcripcionalmente se realizó la

etapa de transcripción reversa usando un partidor ubicado río abajo del gen

mceA (partidor RL3). El DNA obtenido se utilizó como templado para la etapa

de PCR donde se empleó una pareja de partidores que ampl¡fica ambos genes

(RL1-RL3) y una pareja de partidores que amplifica sólo at gen mceB. Los

resultados obtenidos empleando RNA total aislado de cepas de E. coli que

producen microcina recombinante (Fig. 5A) y de K. pneumoniae RYC492 (Fig.

5B), indican que ambos genes se transcriben juntos formando una unidad

transcripcional bicistrónica la que se denominó mceBA.

Empleando una estrateg¡a similar se analizó la expresión transcripcional de los

OBFs mceC, mceD, mceE, y mceF determinándose que estos cuatro ORFs se

transcriben como unidades ¡ndependientes o monocistrónicas que

denominamos mceC, mceD, mceE, y rnceF respect¡vamente (Fig. 6) .

Al analizar la secuencia nucleotídica de 13 kb donde se encuentran los

determinantes genéticos para la producción de microcina E492 activa,

encontramos que los ORFs mceH y mceG se superponen en 7 bp, que los

ORFs mceJ y mcel están separados por 12 bp y que la distancia entre el ORF

mcel y mceH es de 161 bp. Este análisis hace pensar que estos ORFs podrían

estar formando una o más unidades transcripcionales. Para dilucidar como se

transcriben estos ORFs se diseñaron partidores que amplifican las regiones
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RLI RL3RL2
<l--

mceB mceA

325 bp

725 bp

Fig. 5. Transcripción de los genes mceA y mceB, (A) RT-PCR empleando
RNA total de E. coliVCS257pJEM15 (carriles 1 y 3) y E. coliVCS257pJAM434
(carriles 2 y 4). (B) RT-PCR empleando RNA total de K. pneumoniae RYC492.
En todos los casos se empleó el partidor RL3 para realizar la transcripción
reversa (RT). Para la etapa de PCR se emplearon las parejas de partidores
RL1 -RL3 (carriles 1A,2A,58,68, 78 y BB) o RL1 -RL2 (carriles 3A,4A, 18,
28,38 y 4B). El carril M corresponde al estándar de tamaño molecular 100 bp
DNA ladder.

A
M
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13 Kb

+ + <-G ++++

. mc&

1r10 bp

mceD +
. irorii . l.ororl t ;J

G1

1 500

1000

s00

ME

Fig. 6. Transcr¡pción de los genes mceC, mceD, mceE y mceF. (A) Esquema de la
local¡zación de los ORFS mceC, D, E y F en el en el fragmento de DNA de 13 kb que codifica
para los determ¡nantes genéticos involucrados en la producción de microcina E492 activa. (B)
RT-PCR para el gen rnceC empleando los partidores C1 y C2. (C) RT-PCR para el gen mceD
empleando los partidores Dl y D2. (D) RT-PCR para el gen rnceE empleando los part¡dores E1

y E2. (E) RT-PCR para el gen mceF empleando los partidores Fl y F2. En cada experimento se
empleó cantidades crecientes de RNA total de E. col¡ VCS257pJAM434 extraído de fase
exponenc¡al (2 pg carril 2, 4 $g caril3 y 8 ¡rg canil 4). E¡ carril 1 corresponde a¡ contlol en que
la muestra de RNA se trató con DNasa I y se utilizó para realizar directamente un PCR. El carril

M corresponde al estándar de tamaño molecular 100 bp DNA ladder.

TR¿éF

mceC mceO

A

M 12 34

mceE mceF
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intergénicas Jl, HG e lH como se muestra en esquema de la Fig. 7. Los

resultados de los experimentos de RT-PCR empleando RNA total extraído de E

coll VCS257pJAM434 cultivada hasta fase exponencial de crecimiento,

muestran que se amplifican las regiones intergénicas Jl, HG e lH (Fig. 7). Esto

indica que los genes involucrados en la maduración (mcel y mceJ) y

exportación de la microcina (mceG y mce1) se transcriben en un mRNA

policistrónico (mceJlHG).

Se quiso establecer si los genes mceG, H, I y J se expresaban en fase

exponencial y eslacionaria de crec¡miento, pues como se explicó en la

introducción la expresión de estos genes puede ser un punto de regulación para

la expresión de la microcina E492 activa en fase exponencial de crecimiento.

Experimentos iniciales de expresión mediante RT-PCR indicaron que los genes

mceG y mceH se transcriben tanto en fase exponencial como estacionaria de

crecimienio, en cambio los genes mcel y mceJ se transcriben en fase

exponencial de crecimiento. Esto llevó a estudiar que ocurre con el

acoplamiento transcripcional entre mcel y mceH en fase estac¡onaria de

crecimiento. Para ello se amplificó la región intergénica lH mediante RT-PCR,

empleando RNA total extraído de E. coli VCS257pJAM434 cultivada tanto en

fase exponencial como estacionaria de crecimiento. Los resultados de los

experimentos de RT-PCR de la Fig. B indican que no se amplifica la región

intergénica lH en fase estacionaria, lo cual indica que existe una unidad

bicistrónica (mceHG) que agrupa a los genes que codifican para las proteínas
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5.5 Kb

mceJ mcel

IJ

r.*I,::"lr*,,,,"r;
HI

*.,,..i,!ll.c.-*-
GH

mceH mceG

Fig. 7- Acoplamiento transcripcional de los genes mceGHIJ determinado
médiante RT-PCR. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a reacciones de RT-PCR
en las que se empleó RNA total aislado de fase exponencial de crecimiento de

la cepa de E. coli VCS257pJAM434. Los carriles 4, 5 y 6 corresponden .a
reacciones de PCR empleadas como control en las que se usó como templado
el plasmidio pJAM434. El carril 7 corresponde a un control en que la muestra se

trató con DNasal y se sometió directamente a una reacción de PCR sin realizar

el paso de RT. M corresponde al estándar de tamaño molecular 100 bp DNA

ladder. En los carriles 1 y 4 se amplificó la región GH con los partidores PEG y

H3. En los carriles 2 y 5 se amplificó la región lJ empleando los partidores PEI y

J3. En los carriles s y o se amplificó la región Hl mediante los part¡dores PEH y

1.1 . La Tabla 3 muestra la secuencia y la ubicación de cada uno de los partidores

empleados. Las bandas tenues de aproximadamente 100 bp que se observan

en algunos carriles corresponden a dímeros de partidores.
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RT.PCR PCR

Ml234s67M bp
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mcel
k*-**"*.t

HI

mceH mceG

M9+G M9+G+C

Of E -Ll[E L l(+)

mceJ

Fig. B. Estudio del acoplamiento transcripcional de los genes ,??ceHl en

faée exponencial y estac¡onaria de crecimiento, determinado mediante RT-
PCR. Se empleó como templado RNA total de E. coll VCS2571JAM434 aislado
a partlr de un cultivo en fase estacionar¡a (E) y fase exponencial (L) de medio

mínimo suplementado con glucosa (Mg + G) y medio mínimo suplementado c-on

glucosa y citrato (M9 +G +C). El carril (+) corresponde a la reacción de PCR

ámpleada como control positivo en la que se usó como templado el plasmidio
p¡Áty+S+. El carril (-) corresponde a un control de contaminación de la muestra

de RNA con DNA. La muestra se trató con DNasal y se sometió directamente a
una reacción de PCR sin realizar el paso de RT. M corresponde al estándaf de

tamaño molecular 100 bp DNA ladder. La región Hl se amplificó empleando los
partidores PEH e l1 (Tabla 3).

w
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del aparato exportador de la microcina, la que se transcr¡be en fase estac¡onaria

de crecimiento.

3.1.2. Determinación de los sitios de inicio de la transcripción y regiones

promotoras de las unidades transcripcionales.

Como segundo paso de la caracterización de la expresión génica del s¡stema

microcina E492, se determinaron los sitios de inicio de la transcripción y se

establecieron las reg¡ones promotoras funcionales de las 7 unidades

transcripcionales descritas anteriormente. La determinación del inicio de la

transcr¡pción de cada uno de los diferentes mRNAs se realizó empleando la

técnica de extensión del partidor o "primer extension".

La unidad transcripcional rnceBA posee dos sitios contiguos de ¡nicio de la

transcripción una T y G que se ubican 34 y 33 bp respectivamente río aniba del

codón de inicio de la traducción del gen mceB (Fig. 9). Río arriba de este doble

sitio de inicio se encuentra la caja -10 y la caia-3s que se aiustan al con§enso

para el reconocimiento de la RNA polimerasa-o7o.

El gen rnceE se transcribe como una unidad independiente y su sitio de inicio

de la transcripción corresponde a una T que se ubica 23 bp río arriba de su

codón de inicio de la traducción (Fig. 10A). La región promotora de este gen se

ajusta al consenso para el reconocimiento de la RNA polimerasa-o7o El gen

mceF también se transcribe como una unidad monocistrónica y su sitio de inicio

de la transcripción corresponde a una G que se ubica 38 bp río arriba del codón



5u

+l
-35 -10

TAqIIGAEq-CTAATTAGAATTCCTEAATAAITAAAATGAATCAATCCGC,,

5',3',

TA
AT
AT
AT
AT

OTA
OGC

AT
AT
TA
CG

3',5',

Fig. 9. Caracterización del sitio de inicio de la transcripción de mceBA. Se
empleó para la reacción de transcripción reversa (RT) RNA e),traído de E. coli
VCS257pJAM434 y el partidor amb30 que hibrida en el gen mceB (-'1 00 bp río
abajo del sit¡o de in¡c¡o). Los carriles G, A, T, y C corresponden a la reacción de
secuenciación de DNA del plasmidio pJAM434 con el m¡smo primer. El carril
PEx corresponde a la reacción de extensión del partidor y el carril PEx(2)
corresponde a la misma reacción de extensión del partidor pero con menor
tiempo de expos¡ción. Las flechas en la autorradiograf ía indican los s¡t¡os de
inicio de la transcripción

GATCPEx PEx(2 )
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mceE

-10
TAAGA4;;GGr¡Ac crAc rGArrArcrr¿¡cli¡creireerccTAGTTA.ACTGAT
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AT
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AT
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3-5

GAr c PEx.
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mceF
-10 _-.>

ccrGGrq99999¡lcArcAcccc TAAGAACAAqglrggrFccrrrGATC TGACCG c

5'3
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CG
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Fig. 10. Caracterización del sitio de inicio de la transcripción de los genes mceE y
,nceF. Se empleó para la reacción de transcripción reversa (RT) BNA extraído de E.

coll VCS257pJAM434 y el partidor PEE que hibrida en el gen mceE (A) o el partidor
PEF que hibrida en el gen mceF (B), Los carriles G, A, T, y C corresponden a la
reacción de secuenciación de DNA del plasmidio pJAM434 con el mismo partidor. El
carril PEx corresponde a la reacción de extensión del partidor,
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de inicio de la traducción de este mRNA (Fig. 10B). La región promotora de

mceF no se ajusta al consenso para el reconocimiento por la RNA polimerasa-

o7o .

El sitio de inicio de la transcripción para las otras dos unidades transcripcionales

monocistrónicas mce? y mceD corresponde a un C y G respectivamente (Fig.

1 1 ). Estas se ubican a 23 bp río aniba de su codón de inicio de la traducción de

mceC y a 52 bp río arriba de su codón de inicio de la traducción de mceD. En

ambos casos tampoco las regiones promotoras se ajusta al consenso para el

reconocimiento por la RNA polimerasa-o7o.

Para las unidades policistrónicas mceJlHG y mceHG se determinó que el sitio

de inicio de la transcripción en ambos casos corresponde a una G (Fig. 11).

PaE la unidad mceJlHG el sitio de inicio está ubicado a 55 bp río arriba del

codón de inicio de la traducción de rnceJ. En cambio para la unidad mceHG el

s¡tio de inicio está ubicado a 103 o 102 bp río arriba del codón de inicio de la

traducción de mceH, ya que esta unidad al igual que mceBAtambién posee dos

sitios contiguos de inicio que corresponde a dos G (Fig. 11)' Con respecto a las

regiones promoioras de estas unidades policistrónicas, la secuencia de las

cajas -'10 y -35 no se a¡ustan al consenso para el reconocimiento por el factor

o'o de la RNA polimerasa.

La Fig. 1 2 resume los resultados obtenidos indicando las 7 unidades

transcripcionales que componen al sistema de la microcina 8492 y los 7

promotores identificados.
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mcec

-35 -10 +1

CGTTGTTTqCAGA,GI]GATGTGTTTTTCTGATGAqTGGATTFACTTCCTAAAACC

mceD

-35 -10 +1

GGTACGC CAAqgTqgggFATGTAAAC GGGAAGTGA4T99T9TFTC A'r AG c'rAA

mceJ

-3s -1a *: -
ca"ror.@c'tr ct-t- l-ATl c", 

"r', @r-AAC-cAr I GCC

mceH

-10

"""ooor{*@crArcArrrrcArccaa@-c¡ecalr,tt"Lbo"ttt

Fig. 11. Sitio de inicio de la transcripción y región promotora de las

un"idades transc ripcionales mcec, mceD, mceJlHG y mceHG. El inicio de la

transcripción se determinó mediante exper¡mentos de exensión del partidor.

Las flechas indican el inicio y sentido de la transcripción.
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P
l-->

mcec
+

P
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mceB+
?mceA

mceD <-
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Fig. 12. Organización transcripcional de los genes implicados en la

síntesis e inmunidad de la microcinaE492 en el plasmidio pJAM434' Las

flechas negras indican la región codificante (ORF) de cada gen y la§ flechas de

colores las unidades transcripcionales. La letra P señala la localización de la
región promotora. Esta figura fue construida a partir de la intormación obtenida
de la Fig 5 a la Fig. 11.
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3.1,3, Expresión transcripcional de la MccE492 y su inmunidad

Como se indicó anteriormente el gen que codifica para la m¡crocina (mceA) y el

gen que codifica para la proteína de ¡nmun¡dad (mceB) están formando la

unidad transcripcional mceBA. Mediante experimentos de RT-PCR se

determinó que este mRNA se trancribe tanto en fase exponenc¡al como

estacionaria de crecimiento tanto en la cepa E. coliVCS2ST pJAM434 como en

la cepa E. coliYCS257pJAM229 (Fig. 13 A).

Para determinar con mayor precisión los niveles de expresión de este operón,

se utilizó un estándar interno, el gen de P-lactamasa presente en el plasmid¡o

pJAM434, para comparar las reacciones RT-PCR realizadas con RNA extraído

de cultivos crecidos hasta fase exponencial y fase estacionaria (Fig. 13 B),

corroborándose que rnceBA se transcribe en ambas fases de crecimiento.

Paralelamente, se realizó una hibridación Northern con RNA total aislado de

cultivos de la cepa E. coli VCS257pJAM434 tanto en fase exponencial como

estacionaria de crecimiento y empleando como sonda DNA del gen mceB

marcado con T4 k¡nasa y [32P]yRtp (F¡g. 13 C). El resultado de la hibr¡dación

Northern confirma que los genes que codifican para microcina E492 y la

proteína de inmunidad de transcriben en ambas fases de crecimiento,
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A

c

Fig 13. Expresión del operón mceBA en fase exponencial y estacionaria de
crec¡miento. (A) RT-PCR a partir de RNA total de E. coli VCS257pJAM434
(carriles 2 y 3) y E. coli YCS257¡JAM229 (carr¡les 4 y 5), pur¡ficado de un
cultivo en fase exponencial (carriles 2 y 4) o en fase estac¡onaria de crec¡miento
(carriles 3 y 5). Para las reacciones de RT-PCR, así como para el control
positivo con DNA (carril 6) se emplearon los partidores RL1 y RL3 (Tabla 3). (B)
RT-PCR empleando RNA total de E. coli VCS257pJAM434 purificado de un
cultivo en fase exponencial (carril 2) o en fase estacionaria de crecimiento (carril
3). El producto de amplif icación de 850 bp que aparece en todos los carriles,
corresponde al mensajero de []-lactamasa empleado como control interno. El
carril 4 corresponde al control de tratam¡ento con DNasa I y el carril 5
corresponde al control positivo usando DNA de pJAM434. Parala etapa de RT
se empleó el partidor RL3 para obtener el oDNA monohebra del operón mceBA
y para la etapa de PCR se emplearon los partidores RL1 y RL2. (C) Northern
blot de RNA total de E. col¡ VCS257pJAM434 en fase exponenc¡al (carril 2) y
fase estacionaria (carril 3) de crecimiento. El carril 1 corresponde a un control
negativo sin RNA. Se empleó como sonda el gen mceB amplificado por PCR y
marcado en el extremo 5' con T4 kinasa y y[s2P]ATP.
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3.1.4. Expresión de los genes mcec, D, E, F, G, H, ly J en la cepa E. coli

VCS257 pJAM434.

Estudios previos de Orellana y Lagos (1996) determinaron que hay diferencias

en la producción de microcina E492 activa dependiendo el medio de cultivo

empleado para crecer la cepa productora. La actividad microcina E492

recuperada de sobrenadantes de medio rico (LB) y medio salino mínimo

suplementado con glucosa (M9+G) es muy baja, en cambio se recupera una

mayor actividad al crecer la cepa productora en medio salino mínimo

suplementado con glucosa y citrato (M9+G+C).

Debido a esta diferencia en la producción de microcina act¡va se estudiaron los

niveles de expresión transcripcional de los genes mce}, D, E, F, G, H, I y J en

fase exponencial y estacionaria de crecimiento en los tres medios de cultivo

antes descritos (LB, M9+G y M9+G+C). Para estos estudios se empleó la

técnica de transcripción reversa acoplada a PCR (RT-PCR).

Los genes involucrados en la exportación de la microcina (mceG y mceH) así

como los genes mceD, mceE y mceF se transcriben tanto en fase exponencial

como estacionaria de crecimiento en los tres tipos de medios de cultivos

ensayados (LB, M9+G y M9+G+C). En cambio los genes mceC, mceJ y mcel,

que están involucrados en la producción de microcina activa, presentan

variaciones en su expresión (Tabla 4). Por ejemplo el gen mceC se transcribe

en ambas fases de crecimiento, pero el fragmento ampl¡ficado en fase

estacionaria aparece con menor ¡ntensidad (Fig. 1 4).
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Tabla 4. Expresión de los genes del sistema microcina E492 mediante RT-PcR

en distintos medios de cultivo y eiapas de crecimiento

:amplificación.
: poca amplificación.
: no amplif¡cación.
: fase exponencial de crecimiento.
: fase estacionar¡a de crecimiento.
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Fig. 14. Estudio de la expresión transcripcional del gen mceC mediante
RT-PCR. Se empleó como templado RNA total de E. coli VCS257pJAM434
aislado a partlr de un cultivo en fase fase exponencial (carril 2) estacionaria
(carril 3) y estacionaria tardía (carril 4) crecido en medio mínimo suplementado
con glucosa (M9+G) y en medio mínimo suplementado con glucosa y citrato
(M9+G+C). M corresponde al estándar de tamaño molecular 100 bp DNA
ladder. El carril 1 corresponde a un control en el que la muestra la muestra se
trató con Dnasa I y se sometió directamente a una reacción de PCR sin realizar
el paso de RT. El carril 5 corresponde a una reacción de PCR empleada como
control positivo en las que se usó como templado DNA del plasmidio pJAM434.
Para este exper¡mento se utilizaron los partidores C1 y C2 (Tabla 3).
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Para determinar con mayor precisión los niveles de mRNA de estos genes, se

realizó experimentos de RT-PCR semicuant¡tativo utilizando el gen de B-

lactamasa como estándar interno, lo que permitió establecer los niveles de

expresión de estos genes en fase exponencial y estacionaria con respecto a un

patrón de comparación. Se escogió el gen que codifica para la enz¡ma B-

lactamasa, debido a que se encuentra en el mismo número de copias que los

genes a estudiar y se expresa tanto en fase exponencial como estacionaria de

crecimiento.

Para los experimentos de expresión del gen mceC mediante RT-PCR se

empleó partidores para el gen de p-lactamasa (AMPI y A|\/P2) que amplifican

un fragmento de 850 bp y los partidores C3 y C2 del gen mceC que amplifican

un fragmento de 650 bp. Mediante estos exper¡mentos se estableció que el gen

mceC se expresa tanto en fase exponenclal como estacionaria de crecimiento

(Fig. 1 5).

Los genes mcel y mceJ se co-transcriben en una unidad policistrónica, por lo

cual se diseñaron partidores que ampl¡fican una región de 500 bp que abarca

parte de los dos genes (J3 y PEI). Los resuliados de expresión mediante RT-

PCR indican que estos genes se transcr¡ben sólo en fase exponencial de

crecimiento, no detectándose mRNA de eslos genes en fase estacionaria (Fig.

15)
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F¡9. 15 Transcripción de los genes rnceC, mcel y mceJ en fase
exponencial (L) y estacionaria (E) de crecimiento. Los experimentos de RT-
PCR se realizaron empleando RNA total de E. coli VCS257pJAM434" El
producto de amplificación de 850 bp que aparece en todos los carriles,
corresponde al mensajero de p-lactamasa empleado como control interno. Los
carriles (-) corresponden a control de tratamiento con DNasa L Los carriles (+)

corresponden a control positivo usando como templado DNA del plasmidio
pJAM434. Los carriles M corresponden al estándar de tamaño molecular 100 bp
DNA ladder.
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3.1.5. Localización de la inserción del tranposón Tn5 en mutantes para la

producción de MccE492 en la cepa E. coliVCS257pJAM434.

Nuestro laboratorio posee una colección de más de 200 mutantes en la

producción de microcina E492 que fueron obtenidas por mutagénesis al azar

usando el transposón TnS y el plasmidio pJAM434 en el cual están clonados los

determinantes genéticos de la producción e inmunidad de la microcina E492

(Wilkens y cols., 1997; Lagos y cols., 2001).

Mediante análisis con enz¡mas de restr¡cción, PCR y secuenciación se localizó

la inserción del transposón Tn5 en distintas mutantes en la producción de

m¡croc¡na E492.

Empleando diferentes enzimas de restricción, se ubicó la región del DNA en la

cual estaba inserto el transposón en los distintos mutantes. Se localizó

específicamente el gen donde se insertó el transposón mediante PCR,

empleando un partidor específico que hibrida en la región lR de Tns (partidor

Tn1) y partidores que hibridan en la región 5' o 3' de los diferentes genes (a

modo de ejemplo ver Fig. 16). Se determinó la inserción del transposón en la

secuencia nucleotídica mediante la secuenciación del DNA de los mutantes que

presentaban una sola inserción de Tns y se dedujo la inserción a nivel de

secuencia primaria mediante análisis computac¡onal. La Tabla 5 resume el

resultado obtenido de localización de los sitios de inserción del transposón Tn5

en los genes del sistema de microcina 8492 para los mutantes np220, np133,

np125, p527, p312, np234, p411, np201, np108,np109, np203, np205, np218,

np237, np229, np221 .
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Tn1 Tnl

1000 bp

(2)- 220 bp

(3)- 1140 bp

1200
1 000

500

Fig. 16. Localización de la inserción del transposón Tn5 en el gen rnceC.
(A) Esquema de los partidores empleados para determinar la localización de la
inserción de Tn5. Las líneas negras representan los fragmentos amplificados
mediante PCR con cada pareja de partidores. (B) Localización de la inserción
de Tns mediante PCR. Para estos experimentos se empleó DNA del plasmidio
np133. El carril 1 corresponde a una reacción de PCR en la que se empleó los
partidores C.l y Tn1. El carril 2 corresponde a una reacción de PCR en la que
se empleó los partidores C2 y Tn1. El carril 3 corresponde a una reacción de
PCR en la que se empleó los partidores Cl y C2 y DNA del plasmidio pJAM434
como templado. El carril M corresponde al estándar de tamaño molecular 100
bp DNA ladder. (C) Localización de la inserción de Tn5 mediante secuenciación
del DNA. Se purificó el fragmento amplificado mediante PCR con los partidores
C l y Tn1 y se secuenció este fragmento empleando el partidor Tn1 . Los carriles
G, A, T, y C corresponden a la reacción de secuenciación de DNA. La flecha
indica la inserción de la secuencia del transposón Tn5 en la secuencia del gen
mceC.

GATC
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3.'1.6. Expresión transcripcional de los genes del s¡stema MccE492 en

mutantes en los genes mceo, mceD y ,nceFc.

Para determinar si la ausencia de alguno de los productos génicos tiene algún

efecto sobre la transcripción de los restantes genes del sistema, se estudió la

expresión transcripcional de los genes del sistema de la MccE492 en los

mutantes np 1 33, p527 y JRS1 . Se crecieron estos mutantes en medio M9

suplementado con glucosa y citrato. Se aisló RNA total de estos mutantes de

cultivos crecidos hasta fase exponenc¡al y estacionaria y se analizó la expresión

de los diferentes genes mediante RT-PCR, Para estos experimentos se empló

partidores que hibridan en el extremo 5'y 3'de la región codif¡cante en los

genes rncec, mceD, mceE, mceF y partidores que amplifican una región

intragénica para analizar la expresión de los genes rnceAB, mceGH y mcelJ.

La mutante np133 presenta una inserción única del transposón Tn5 en el gen

mceC (Tabla 5). El producto de este gen está involucrado en la maduración de

la microcina ya que esta mutante posee un fenotipo de producción de microcina

inactiva (Lagos y cols., 2001). Se determinó en esta mutante que los genes

mceA, B, D, E, F, G y H se transcriben en fase exponencial y estacionaria de

crecimiento (Fig. 17) y que los genes mcel y mceJ se transcriben sólo en fase

exponencial (Fig. 17) al igual que en la cepa silvestre. El producto de

amplif¡cación de 850 bp que aparece en todos los carriles de la Fig. 17

corresponde al mensaiero de B-lactamasa empleado como control ¡nterno.
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Tabla 5. Localización de la inserción del transposón Tn5 en los genes del
sistema microcina 8492 en mutantes no productores de Mcc E492 activa.

# Se usó como referencia la secuencia del ÍÍagmento de DNA 1 3 kb que

contiene los determinantes genéticos del Sistema microcina E4g2 contenido en

et plasmidio pJAM434 publiCada en el GenBank (código de acceso AF063590).

mceA 103 np220 437

mceB 95
mceC 370 np133

np125
2263
1973

320
223

mceD 414 p527
p312

3156
3903

229
promotor

mceF 179 np234
p41 1

6553
6551

173
173

mceG 698 np 108
np201

8422
8977

351
116

mceH 413 np109
np203

9959
9937

200
207

mcel 163 np205 10958 B9

mceJ 524 np21B
np237
np229
np221

1 1365
1 1366
1 1367
121 19

476
476-477

477
225-226
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Fig. 17. Estudio de la expresión transcripcional de los genes del sistema
de microcina E492 en la mutante np133 (mceC-). El producto de amplificación
de 850 bp que aparece en todos los carriles, corresponde al mensajero de p-
lactamasa empleado como control interno. El carril - corresponde al control en
que de la muestra de RNA se trató con DNasal y se sometió directamente a una
reacción de PCR sin realizar el paso de RT. El carril M corresponden al
estándar de tamaño molecular 100 bp DNA ladder.

bp

§§§

§!s @§ *¡xr m xxxir*

eer'
500

500

bp

*.g*¡ **.n!r r* fü ** {§**
§{ l*

üE
*lii*



75

Como se esperaba en estos experimentos no se detectó mRNA para el gen

mceC, pero se amplificó en fase exponencial una banda de 300 bp cuyo origen

no pudimos determinar.

Un resultado similar al obtenido para la muiante np133 se obtuvo con la

mutante p527 (Fig. 18) que presenta una inserción del transposón Tns en el

gen mceD (Tabla 5). El producto de este gen posee homología con una

enteroquelina esterasa (lroD) de Salmonella enterica serot¡po Typhi. La Fig. 18

muestra que los genes ,rceJl se expresan solo en fase exponencial de

crecimienio, en cambio el resto de los genes se expresan en ambas fases de

crecimiento.

La mutante JRSI es una mutante por deleción que carece de un fragmento Sa/l

y que posee un fenotipo no productor de microcina (Wilkens y cols., 1997). Al

sacar el fragmento Sa/l se pierde el gen mceF y 6 pb del expremo 3' del gen

mceG,lo que produce un cambio en el marco de lectura en MceG generando

una proteína con un extremo C- terminal alterado, donde la secuencia normal

VDRTISI es reemplazada por VDRCP en la mutante JRSI . Estas alteraciones

en la composición y tamaño de la proteína hacen que el transportador sea

incapaz de exportar la MccE492 al espacio extracelular. EI perfil de expresión

transcripcional en esta mutante doble muestra que al igual que en la cepa

silvestre los genes mcel y mceJ se expresan sólo en fase exponencial (Fig. 19).

En cambio, los genes mceA, B, C, D, E, G y H se expresan en ambas fases de

crecimiento. En estos experimentos se detecta la expresión de mceG debido a

que se empleó un part¡dor que amplifica una región intragénica de mceGH.
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Fig. 18. Estudio de la expresión transcripcional de los genes del sistema
djmicrocina E492 en la mutante p527 (mceD'1. El producto de amplificación

de B5O bp que aparece en todos los carriles, corresponde al mensajero de p-

lactamasá empleádo como control interno. El carril - corresponde al control en

que la muestra de RNA se trató con DNasal y se sometió directamente a una

rbacción de pCR sin realizar el paso de RT. El canil M corresponden al

estándar de tamaño molecular 100 bp DNA ladder.
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Genes mce AB FGH

Fase
Exponencial

Genes mce AB FGH IJ

Fase
Estacionaria

Fig. 19. Estudio de la expresión transcripcional de los genes del sistema
de microcina E492 en la cepa JRSI (mceF-, mceG'1. Los experimentos de
RT-PCR se realizaron empleando RNA total aislado en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento. El carriles - corresponde al control en que la
muestra de RNA se trató con Dnasa I y se sometió directamente a una reacción
de PCR sin realizar el paso de RT. El carril M corresponde al estándar de
tamaño molecular '1 00 bp DNA ladder.
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3,2. ESTUDIOS DE REGULACóN A NIVEL TRADUCCIONAL

La microcina E492 es producida princ¡palmente en fase exponencial de

crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; Wilkens y cols., 1997). Sin embargo,

como se señaló anteriormente en esta Tesis, los genes que codifican para la

microcina (mceA) y para la proteína de inmunidad (mceB) se transcriben tanto

en fase exponencial como estacionaria de crecimiento. Resultados en nuestro

laboratorio muestran que es posible aislar microcina desde el sobrenadante de

un cultivo en fase estacionaria, pero es inactiva. Mediante cultivos en fase

estacionaria de la cepa de E. coli productora de microcina, a la que se

reemplazó el medio de cultivo gastado por medio fresco y se incubó var¡as

horas, se determinó que esta cepa de E. coll produce microcina durante la fase

estacionaria, pero la microcina recuperada no presenta actividad cuando se

ensaya sobre un césped de células sensibles (Corsini y cols., 2002).

Como paso s¡guiente en el estudio de la regulación de la expresión de

microcina E492 se abordó este estudio desde un punto de vista traduccional,

caracterizando la producción de la microcina 8492, la proteína de inmunidad y

las proteínas ¡nvolucradas en la maduración (MceC y Mcel) durante las etapas

del crecimiento bacteriano.

3.2.1. Construcción de fusiones traduccionales.

Para determinar como ocurre la expresión traduccional de las proteínas del

sistema microcina E492 durante el crecimiento bacteriano, se realizaron
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fusiones al azar de estas proteínas con la enzima B-galactosidasa. Para ello se

empleó el bacteriófago mini-Mu dll1681 (Castilho y cols., 1984), que es un fago

defect¡vo que porta en su genoma el gen de resistencia a kanamicina del

transposón TnS y el operón lactosa sin las señales de iniciación de la

transcripción y traducción y sin los primeros codones del gen IacZ (Fig.34). La

obtención de proteínas híbridas requirió que el sentido de la transcripción así

como la fase de lectura de ambos genes coincidieran y que la proteína híbrida

formada tuviera actividad p-galactosidasa, quedando la expresión del gen

híbrido bajo el control transcripcional y traduccional del gen en el que se insertó

el fago mini-Mu (Fig. 3B). Las fusiones traduccionales se llevaron a cabo

siguiendo el protocolo descrito por Casthilho y cols. (1984), que se resume en la

Fig. 4. Se empleó la cepa de E. coli POlll681 que porta en el cromosoma los

fagos Mu cts (helper) y Mu dll1681 (defectivo). Esta cepa se transformó con el

plasmidio pJAM434 (Amp) o con el plasmidio pMAH (Cm'). La cepa

trasformada se creció a temperatura restrict¡va y al aumentar la temperatura se

indujo la transposición al azar del fago Mu dll1681 desde el cromosoma

bacteriano al plasmidio. Se prepararon lisados de Mu y se infectó la cepa

receptora E. coli pop3001.6 (recA-) para seleccionar los muductantes

portadores del plamidio con inserción del mini-Mu. Para la selección se

emplearon placas de medio LB con antibióticos (Amp o Cm y Km) y X-gal para

discriminar aquellos muductantes que llevaban el plasmidio con el fago mini-Mu

y cuya fusión quedaba en fase con alguno de los genes. Los muductantes que
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presentaron color azul se repicaron a placas con ant¡bióticos y X-gal varias

veces para analizar la estab¡lidad de la inserción y los clones estables se

almacenaron.

Mediante este procedimiento se obtuvo una colección de 289 muductantes

entre el plasmidio pJAM434 y Mu d|11681, y una colección de 35 muductantes

entre el plasmidio pMAH y este fago mini-Mu. Se aisló DNA plasmidial de estos

muductantes y posteriormente se localizó la región del DNA donde se insertó el

fago mini-Mu mediante análisis de restricción empleando la enzima EcoRl y se

localizó específicamente el gen donde se insertó mediante PCR empleando un

partidor antisentido ubicado en el gen lacZ de fago mini-Mu y partidores directos

o "sense" ubicados en la región 5' de los genes del sistema microcina. Se

obtuvo fusiones del mini-Mu con los genes mceA, mceB, mceC, mceG, mceH,

mcel y mceJ como se muestra en la Tabla 6.

3.2.2. Expresión traduccional de la microcina E492 y su inmunidad.

Para estudiar la expresión traduccional de la microcina E492 y su inmunidad se

emplearon los muductantes MuME132 y MuME12, respectivamente (Tabla 6).

En la construcción pMuME132 el fago mini-Mu dll1681 se insertó en el

aminoácido 73 de la MccE492 dando origen a una fusión MceA-LacZ y en la

construcción pMuMEl2 el fago se insertó en el residuo 57 de la proteína de

inmunidad produciéndose la fusión MceB-LacZ. Se determinó la expresión

traduccional de los productos génicos mceA- lacZ y mceB-lacz en esto§
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Tabla 6. Fusiones traduccionales obtenidas entre los genes del sistema
microcina E492y el fago mini-Mu dll1681

Gen Plasmidio Fusión (gen-Mini Mu) Nombre Construcción

mceA pMAH

pMAH

pJAM434

pJAM434

mceB

mceC

mceG

mceH pJAM434

mcel pJAM434

mceJ pJAM434

MceA-LacZ

MceB-LacZ

MceC-LacZ

MceG-LacZ

MceH-LacZ

Mcel-LacZ

MceJ-LacZ

pMuME132

pMuMEl2

pMUG21

pMUG13
pMUG14
pMUG24
pMUG41
pMUGl28
pMUG133
pMUG195

pMUG12
pMUG131

pMUG43
pMUG132

pMUG33
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muductantes, midiendo a actividad B-galactosidasa durante el crecimiento

celular usando de huésped E. colipop3001.6 (Fig. 20).

La cinética de crecimiento que presentan ambos muductantes es similar,

¡legando a fase estacionaria de crecim¡ento a los 400 min, aproximadamente.

La proteína de fusión MceA-LacZ (pMuME132) se expresó mayoritariamente al

comienzo de la fase exponencial y decayó al llegar a la fase estacionaria,

manteniendo constante los bajos niveles de actividad durante la fase

estacionaria (Fig. 20). Los valores de actividad máxima y mínima para MceA-

LacZ son aproximadamente 53 y 16 Unidades Miller (UM) respectivamente. En

cambio MceB-LacZ (pMuME12) presentó un perfil de expresión similar al

anterior pero con niveles de actividad mucho mayores con un valor máximo de

alrededor de 100 UM y un valor mínimo que bordea las 40 UM (Fig.20). Por lo

tanto, existe aparentemente una diferencia en los niveles de expresión

traduccional de los productos génicos de mceA y mceB, pese a que provienen

de un mismo mRNA.

3.2.3. Expresión traduccional de las proteínas de maduración MceC y

Mcel.

A las proteínas MceC y Mcel se les ha asignado una función en la maduración

de la microcina E492 ya que mutantes en los genes mceC y mcel producen una

microcina inactiva (Lagos y cols., 2001).
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Fig. 20. Expresión traduccional de la proteína MceA-LacZ en E. coli
pop3001.6pMuMEl32 y de la proteína MceB-LacZ en E. coli
pop3001.6pMuME12. Las curvas en azul corresponden a la cinética de
crecimiento bacteriana (DO eoo n.) de E. coli pop3001.5pMuME132 (r) y de E
coÍ pop3o01.6pMuMEl2 1l¡. tas curvas en rojo corresponden a la actividad P-
galactosidasa que presentan las fusiones MceA-LacZ (r) y MceB-LacZ (a)
expresada en unidades Miller.
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Para comprender el papel que pueden estar cumpliendo estas proteínas se

estudió su expresión traduccional empleando los muductantes MUG21 y

MUG43 (Tabla 6). En el muductante MUG21 el fago mini-Mu dll1681 se insertó

en el plasmidio pJAM434 en el aminoácido 26 de la proteína MceC dando

origen a una proteína de fusión MceC-LacZ y en el muductante MUG43 el fago

se insertó en el aminoácido 108 de la proteína Mcel produciéndose la proteína

de fusión Mcel-LacZ. La expresión traduccional en eslos muductantes se

determinó midiendo la actividad p-galactosidasa durante el crecimiento celular

usando de huésped la cepa de E coll pop3001 .6 (lacZ).

La fusión MceC-LacZ presentó una menor expresión al comienzo de la fase

exponenciat de crecimiento pero luego aumentó su expresión hasta llegar a

fase estacionaria, donde disminuyó levemente a niveles alrededor de 200 UM

(Fig. 21) . Esta disminución se hace más evidente cuando las mediciones se

realizan a tiempos más prolongados durante la fase estacionaria, como se

mostrará más adelante. El valor de 200 UM es similar al obtenido a tiempo cero,

el cual nos indica el estado de expresión que poseen las células bacterianas

empleadas para la inoculación del cultivo y que prov¡enen de un cultivo que se

encuentra en fase estacionaria. En general el nivel de actividad B-galactosidasa

de esta fusión es mucho mayor que él de las demás fusiones, con valores

máximos y mínimos de 300 y 100 UM respectivamente.
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Fig. 21. Expresión traduccional de la proteína MceC-LacZ en E. coli
pop300l.6pMUG2l. La curva en azul corresponde a la cinética de crecimiento
bacter¡ana (DO ooo n.) de E coli pop300'l.6pMUG21. La curva en rojo

corresponde a la actividad P-galactosidasa que presentan las fusiones MceC-
LacZ expresada en unidades Miller.
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La disminución en la expresión de proteína MceC detectada en fase

estacionaria no se observó cuando se midió la expresión transcr¡pcional

mediante RT-PCR (Fig 15), pero si se hizo evidente en los resultados obten¡dos

med¡ante hibridación Northern (Fig. 22).

En estos experimentos no se detectó presencia mRNA del gen mceC en fase

estacionar¡a de crecimiento cuando se empleó RNA total e)draído de un cultivo

de la cepa de E. coli VCS257pJAM434 crecida durante 840 min. La

discrepancia entre los resultados de expresión de los mRNA mediante RT-PCR

y Northern blot podría explicarse por la diferencia de sensibilidad de ambos

métodos. Por eiemplo, si suponemos que hay 100 copias de mRNA de un gen

en una etapa versus 300 copias del mismo gen en otra etapa del crecimiento, la

cantidad de copias del amplificado que se genera después de 25 ciclos en una

reacción de PCR es de 3,4 x '1 0e y 1x1010 respect¡vamente. Si suponemos que

para un fragmento de DNA de 1.OOO bp, 9,1x1011 moléculas equivalen a 1,52

pmoles y que 1 pmol equivale a 0,66 ¡rg entonces las 3,4 x 10s moléculas

sintetizadas equivalen a 3,6 ng y las 1x1010 moléculas equivalen a 11 ng. Esta

diferencia no es detectada por PCR debido a la gran sensibilidad que posee

esta técnica, por tal motivo con la metodología de RT-PCR aplicada en este

trabajo no es posible apreciar una diferencia o disminución de 3 veces en la

cantidad mRNA.
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Fig. 22. Estudio de la expresión transcripcional del gen rrceC mediante
hibridación Northern, Se empleó RNA total de E. coli VCS257pJAM434
a¡slado a partir de un cultivo en fase exponencial (L) crecido durante 5 horas
(300 min) y un cultivo en fase estacionaria (E) crecido durante '14 horas (840
min) usando medio mínimo Mg suplementado con glucosa y citrato. Se empleó
como sonda el gen mcec amplificado por PCR y marcado en el extremo 5'con
T4 kinasa y y¡3'zP1ATP.
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Mcel-LacZ se expresó muy pobremente al comienzo de la fase exponencial (g

UM), pero su expresión aumentó durante la fase exponencial (50 UM) y al llegar

a fase estacionaria cayó drásticamente (25 UM) hasta alcanzar niveles más

baios, los que se mantuv¡eron durante la fase estacionaria (Fig. 23).



89

Go
(§p
oo
(,
§
(§
E"I
cá-
t,
(Ep
.¿
o

oo
ao

O o,ro

L
o

=oott
(E
!,
c

Fig. 23. Expresión traduccional de la proteína Mcel-LacZ en E. coli
pop3001.6pMUG43, La curva en azul corresponde a la cinética de crecimiento
bacteriana (DO soo nm) de E. co# pop300'l.6pMUG43. La curva en rojo

corresponde a la actividad B-galactos¡dasa que presentan las fusiones Mcel-
LacZ expresada en unidades Miller.
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3.3. EFECTOS DEL HIERRO EN LA EXPRESIÓN DE LA MICROCINA E492.

La actividad de la microcina en el medio extracelular es regulada por la

presencia de un antagonista (de Lorenzo y co|s.,1984). ESte antagonista

corresponde a un trímero cíclico de 2,3-dihidroxibenzoilserina denom¡nado

enteroquelina (Orellana y Lagos, 1996). La enteroquelina o enterobactina es un

quelante de Fe (lll), el cual es secretado al medio extracelular por la célula

cuando la bacter¡a necesita incorporar hierro debido a la disminución de la

concentración de este metal a nivel citoplasmático. La carencia de hierro en el

medio de cultivo de un cepa bacteriana productora de microcina E492 produce

una disminución de la actividad microcina, posiblemente por la producción de

enteroquelina y su acción inhibitoria sobre ésta (Orellana y Lagos, 1996). No se

ha establecido si la carencia de hierro tiene un efecto directo sobre la expresión

de la microcina E492.

3.3.1. Efecto del hierro en la expresión transcripcional de los genes de

maduración y exportación de la microcina.

Se analizó el efecto del hierro en la expresión transcripcional de los genes de

maduración mceC, I y J y en los genes de exportación mceG y H mediante RT-

PCR. Para ello se a¡sló RNA total de E. col¡ VCS257pJAM434 crecida hasta

fase exponencial o estacionaria en medio Mg suplementado con glucosa y

c¡trato, en presencia o ausenc¡a de Fe3*. Para la condición de ausencia de

hierro se agregó al medio de cultivo el quelante DTPA a una concentración final
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de 12 pM y para la cond¡ción de presencia de hierro no se agregó DTPA al

medio de cultivo. En la Fig. 24 se resumen los resultados obtenidos en estos

experimentos. Para todos los genes analizados no se encontró diferencias en la

amplificación mediante RT-PCR de los mBNA, ya sea de cultivos tratados con

DTPA (Fig. 24, carriles 2 y 4) o no tratados con el quelante (Fig. 2a, carriles 1 y

3). Se puede entonces inferir que, la ausencia o presencia de hierro no produce

un efecto notorio en la expresión de los mRNAs de los genes mceC, J,l, G y H.

3.3.2. Efecto del hierro en la expresión traduccional del gen de

maduración mceC.

Se estudió el efecto del hierro en la expresión traduccional del gen de

maduración mceC midiendo la act¡vidad B-galactosidasa durante el crecimiento

celular del muductante MUG21 (Tabla 6), usando de huésped la cepa de E. coli

pop3001 .6 (lacZ') crecida en med¡o Mg suplementado con glucosa y citrato, en

presencia o ausencia de Fe3*. Para la condición de presencia y ausencia de

hierro se agregó el quelante DTPA al medio de cultivo a una concentración final

de 0, 5 y 12 ¡rM.

La fusión MceC-LacZ presentó una menor expresión a comienzos de la fase

exponencial de crecimiento en todos los cultivos, la que se mantuvo constante

cuando se adicionó DTPA (Fig. 25). En cambio el cultivo al que no se ad¡cionó

DTPA, aumentó la expresión de MceC-LacZ hasta llegar a fase estacionar¡a de
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A mcec
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+-+DTPA
23 4 M

Fig. 24. Estudio del efecto del hierro en expresión de los genes mceG (A),
mceH (B), mceJ (C), ,ncet (D) y mceC (E) mediante RT-PCR. Se empleó
como templado RNA total de E. coli VCS257pJAM434 aislado a partir de un
cultivo en fase estacionaria (E) (Carriles 1 y 2) o fase exponencial (L) (carriles 3
y 4), no tratado (carriles 1 y 3) o tratado con el quelante de hierro DTPA (carr¡les
2y 4). M corresponde al estándar de tamaño molecular 100 bp DNA ladder. Los
experimentos se realizaron usando los partidores G1 y PEG (A), H1 y PEH (B),
J1 y PEJ (C), lt y PEI (D) y C1 PEC, los que se muestran en la Tabla 3.
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crecimiento y posteriormente disminuyó alcanzando los niveles de expresión de

los cult¡vos deprivados de hierro (Fig. 25).

3.3.3. ldentificación en el sistema microcina E492 de regiones de unión de

la proteína reguladora dependiente de h¡erro Fur, mediante ensayo de

titulación de Fur (FurTA)

Los resultados mostrados parecen indicar que la expresión de los genes mceA,

B, G, H, I y J no está regulada por la presencia o ausencia de hierro. Sin

embargo, el análisis de la secuenc¡a nucleotídica de las regiones ubicadas río

aniba del inicio de la traducción de todos los ORFs que integran el sistema

indica Ia presenc¡a de secuencias consenso para la unión de la proteína

reguladora Fur en los genes mceC, mceD, mceE, mceF, mceH y mcel. Por ello

se decidió estudiar en forma específica una posible regulación por hierro

mediada por Fur.

Para determinar si estas posibles secuencias consenso para la unión de la

proteína reguladora Fur son funcionales se empleó un sistema de detección n

vlvo denominado ensayo de titulación de Fur (FurTA) (Stojiljkoviv y cols., 1994).

Para estos experimentos se usó la cepa reportera de E. col¡ H1717 que posee

en su cromosoma una fusión entre el promotor de fhuF y el gen /acZ (Stojiljkoviv

y cols., 1994). Esta construcción es reprimida por la proteína reguladora Fur ya

que el promolor de fhuF posee una caja pa.a la unión de la proteína Fur.

Cuando esta cepa es transforma con un plasmidio multicopia que posee una

región o caja reconocida por esta proteína reguladora, la proteína Fur unida al
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Fig. 25. Efecto del hierro en la expresión traduccional de la proteína MceC-
LacZ. Las curvas en línea continua y círculos corresponden a la cinética de
crecimiento bacteriana (DO ooo nm) de E. coli pop3001.6pMUG21 en cultivos a

los que se adicionó 0 ¡"rM de DTPA (.), 5 ¡rM de DTPA (.) y '10 ¡rM de DTPA (o).

Las curvas en línea discontinua y cuadrados corresponden a la actividad B-
galactosidasa que presenta Ia fusión MceC-LacZ en cultivos a los que se

áa¡c¡onó 0 pM de DTPA (¡), 5 ¡rM de DTPA (I) y 10 pM de DTPA (¡),
expresada en unidades Miller.
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promotor de fhuF en el cromosoma es titulada por la secuencia presente en el

plasm¡d¡o y se expresa el gen lacz empleado como reportero, obteniéndose

colonias roias al crecer los transformantes en placas de agar MacConkey

suplementadas con hierro. Si la cepa de E. coli H1717 es transformada con un

plasmidio que no posee una secuencia para la unión de la proteína Fur, el

regulador no es titulado, el gen reportero lacZ permanece reprimido y se

obtienen colonias blancas al crecer los transformantes en placas de agar

MacConkey suplementadas con hierro. Las placas de agar MacConkey

empleadas en estos exper¡mentos siempre son suplementadas con hierro a una

concentración de 60 pM para evitar la aparición de falsos positivos, ya que s¡ la

célula carece de hierro la proteína Fur no es capaz de unirse al DNA y se activa

la expresión del gen repoüerc lacz.

La cepa de E. coliH1717 se transformó con plasmidios que llevan los genes del

sistema microcina E492 como pJAM434 o pJAM229, Estos transformantes al

ser crecidos en placas de agar Macoonkey suplementadas con hierro dan una

coloración roja a la colonia (Fig, 26A), lo que indica que el plasmidio tituló a la

proteína Fur que se une al sistema reportero y se desreprimió la expresión del

gen lacz. En cambio, al transformar la cepa de E. coli H1717 con el vector

pHC79 empleado para clonar los genes del sistema microcina E492 las colonias

obtenidas son de color blanco (Fig. 26A). Cuando se transformó la cepa

reportera con el plasmidio pB40 que posee los genes mceABCDEIJ o con el

plasmidio pJl que posee los genes mceABCDE se obtuvieron colonias rojas
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Fig. 26. Detección de los genes del sistema microcina E492 que poseen
zonas de unión de la proteína reguladora Fur mediante ensayo de
titulación de Fur (FurTA). Para estos experimentos se empleó la cepa de E.

coti H1717. Cuando esta cepa es transformada con un plasmidio multicopia
que posee una región a la cual se une la proteína Fur, la cepa expresa el gen

lacZ, y las colonias transformantes son visualizadas de color §o al crecer en
placas de agar MacConkey suplementadas con hierro.

pJlE291
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(Fig. 26A) lo cual ind¡ca que algunos o todos los genes clonados en estos

plasmidios poseen secuenc¡as para la unión de la proteína Fur. En cambio,

cuando se transformó E. coli H1717 con plasmidos que contenían los genes

mceGHlJ (pGHU12 y pGHU13) se obtuvo colonias blancas (Fig.26A), loque

indica que el gen lacZ se mantuvo reprimido y que los genes mceGHlJ clonados

en el plasmidio no posee secuencias para titular a la proteína Fur que se une al

sistema reportero, Para establecer si los genes mceAB posee una caja Fur

(determinada mediante análisis bioinformático), se transformó E. colil,1717 con

el plasmidio pMAH34, que lleva clonado en su sitio BamHl un fragmento PCR

que contiene los genes antes mencionados y su promotor. Al crecer estos

transformantes en placas de agar Macoonkey suplementadas con hierro las

colonias dieron una coloración blanca (Fig. 26A).

De acuerdo a estos resultados los genes candidatos para poseer secuencias de

unión para la proteína Fur son: mceC, mceD, mceE y rnceF. Esto se confirmó al

obtener colonias rojas provenientes de la cepa indicadora transformada con el

plamidio pJlE291 que portan un fragmento de DNA con los genes mceC, D y E

(Fig. 268).

Los plasmidios pJAM434, pJAM229, pJl, y pJlE291 poseen una región del

cromosoma de K. pneumoniae RYC492 que no está involucrada en la

producción de microcina E492 (Wilkens y cols., 1997). Para anal¡zar la

presencia de cajas Fur en esa región, se transformó E. coli H1717 con el

plasmidio pA40 que contiene la región del cromosoma de K. pneumoniae

RYC492 no involucrada en la producción de Ia microcina 8492, además del gen
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mceF y parte del gen rncec. Con este plasmidio se obtuvo colonias rojas al

plaquear los transformantes en placas de agar MacConkey suplementadas con

hierro (Fig. 268). No obstante, cuando se transformó E. coli H1712 con el

plasmidio pJIl también se obtuvo colonias rojas (Fig. 268). Este plasmidio sin

embargo, carece de la región del cromosoma de K pneumoniae RYC492 que

no está involucrada en la producción de la microcina E492,lo que confirma que

los resultados obten¡dos mediante el sistema FurTA se deben a secuencias

presentes en algunos, varios o todos genes candidatos (mceC, mceD, mceE y

mceF).

Para determinar cuales de los cuatro genes poseen regiones capaces de titular

a la proteína Fur med¡ante análisis del tipo FurTA, se clonó las regiones

promotoras de estos genes que incluyen las posibles cajas de unión a Fur. Para

ello se amplificó mediante PCR los fragmentos delimitados por los partidores

que se muestran en la Fig. 27 y Fig. 28. Pa,a mceC se amplif¡có un fragmento

de 347 bp empleando los partidores FurC y PEC. Para mceD se amplificó un

fragmento de 267 bp y se emplearon los partidores FurD y PED. Para mceF se

amplificó un fragmento de 258 bp con los partidores FurF y PEF. En cambio

para mceE se amplificaron dos fragmentos, uno de 357 bp empleando los

partidores FurEl y PEE que incluye las dos posibles cajas Fur presentes en

esta región y otro fragmento de 239 bp usando los partidores FurE2 y PEE que

posee solo una de las cajas Fur (Fig. 2B). Estos fragmentos se sintetizaron

empleando Pf¿l DNA pol;merasa y se clonaron en el sitio EcoRV del vector

pACYC184. Los transformantes obtenidos para cada una de las construcciones
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mcec
FurC

---.-.--____->

CCTGT GTCAGGCATAAT TAT TCACCAGAAT TAAGGATAT TGACAGTAAGGT 1T TGCAGGA

GCATCT TATAGATGAGAATCAGTTAGT TGCATATATAC TATGGCCT TCAACTGAACTTCC

TGTGGAGGCGAAGTAAGGATTTTGTTCAGAGGTTGGCGTCTTAAAGCCACGACGAAGTAA
_35 -10 +l

f CCTCTCGT TGTT TCCAGAGTGATGTGT TTT TCT GATGAGTGGATTAAGTTCCTAAAACG

r L-F'OpEc". Y G L L Y

=--CCGGTAAT T TCTC TGGC TCAGGC TT TTCGTGTGAACGGACATC,AAGTAGTGGTTGCCAGT
PV]SLAQAFRVNGHEVVVAS

ATGGGCTACGCGGC TCTGCTAATATAACAAATCAACGCGGCACGGGCACAGGAAGCTATA
-35

T TGACGCAAATGGTGCCTGCAGGGGCCCAGGTACGCCAACCAGCGGTATGTAAACGGGAA

GTG-LATCCTC ?T TCATAGCTAAGAGAGEI§I91Ie]9III1I11FATATAATTTTTGT

C TACAAGGTATGCCATTTATGAGGAATCATCCATCCAGAAGICTTGATGATATCTGTACG
MPEMRNHPSRSLDDICT

ESRICAQLSTNPSMDITHEW

Fig. 27. Regiones de los genes mceC y ,nceD que posee las pos¡bles cajas
para la unión de la proteína Fur. Las cajas para la unión de la proteína Fur
están indicadas con un rectángulo azul. El sitio de inicio de la transcripción de
los genes esta señalado con el signo "+1". Las flechas indican la ubicación de
los partidores empleados para amplificar mediante PCR estas regiones.



100

______------.._-
TGTAGCAAACACCATT rcAC rrA-ccrcaco*no@[, r rro.
T TACAAAEC TGACATATTAGACACACG¿AGTCAAATGT TAATT TTTT TTGATGTATATA?FurE \ _3S

ACCAATGTGCTCACTCAGCATACGGGGTTTGGTTGGGGCCGCCCTGGCCTAAGAATTGGT

t-------.fE-..--.I
rACGrAClgnf lArcll¡.AffirsrlI1$AT GGTAcTTAAcTcATGGGAGAcTcAAATGAA

MN
TGGCAACAAAGCTCACAAAAAAJ\CAJAAAAACATAAGCATTAATAATGTAAATGAAGTCCA

G N K A H K K T K N I S I N N V _}I- E V Q

ACATCAGCAGGTAACAGAGGTGAGTAAAGAGGAIGGTGAT T TCCTCACTCTCCTC TAT TC
HQQVTEVSKEDGDFLTLLYS

mcú

FurF
rnecarrrdEiiEEiEEEFEffi 

-crrccrcrcrcreararercaecrrrGrAAGT

CGGGT TAAGAACAACGTTGCTGGC T T TGATCATGACCGCCACATTGCTCGAGGACTTCTT

GCCCCCATGTTATTCATCCTCGAATTTATTATTTTAGTTCCGTTGTATIATTTGTTTTTT
¡1 L Ii LE F i i J.VIJLI'L 

'F

TTCTTTGTGAGGTAAGTGAAATGGTGTTTGCTACAGACCTGGTGGCGGCAGATGA
-to +1

RKRDGLG FNLKTFFl

Fig. 28. Regiones de los genes mceE y rrrceF que posee las pos¡bles cajas
para la unión de la proteína Fur. Las cajas para la unión de la proteína Fur
están indicadas con un rectángulo azul. El gen mceE posee dos posibles cajas
de unión en cambio el gen mceF posee sólo una. El s¡t¡o de inicio de la
transcripción de los genes esta señalado con el signo "+1'. Las flechas indican
la ubicación de los partidores empleados para amplificar mediante PCR estas
regiones.
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se anal¡zaron med¡ante PCR y posteriormente se secuenciaron, obteniéndose

los siguientes plasmidios: pFurC2 contiene un fragmento de 347 bp de la región

promotora del gen mceC (Fig.27),pFurD22 posee un fragmento de 267 bp de

la región promotora de mceD (FiS.27), pFurEl tiene clonado un segmento de

DNA 357 bp que incluye las dos pos¡bles cajas Fur presentes en esta región

promotora de mceE (Fig. 28), pFurE2-45 lleva un fragmento de 239 bp que

posee sólo la segunda cala Fur de la región promotora de mceE (Fig 28) y el

plasmidio pFurF-A que contiene el fragmento de la región promotora de mceF

de 258 bp (Fig. 28).

La cepa indicadora del sistema FurTA se transformó con los plasmidios pFurO2

y pFurD2Z obteniéndose en ambos casos colonias blancas al crecer los

transformantes en placas de agar MacConkey suplementadas con hierro (Fig.

29). Esto indica que la regulación por hierro en mceC observada utilizando la

fusión traduccional MceC-LacZ, no esta medlada por la putativa caja Fur

localizada en la zona promotora recién descrita. En cambio al transformar E

coli H1717 con los plasmidios pFurEl y pFurE2-45 que llevan la región

promotora de rnceE se obtuvo colonias rojas (Fig. 29). Un resultado similar se

obtuvo al emplear el plasmidio pFurF-A que contiene el fragmento de la región

promotora de mceF (Fig.29). Estos resultados nos indicarían que sólo la región

promotora de los genes mceE y mceF poseen secuenc¡as capaces de titular a

la proteína Fur en un ensayo del tipo FurTA.
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Fig. 29. Análisis de las posibles eajas de unión de la proteína Fur de los
genes mceC, mceD, mceE y mceF mediante ensayo de titulación de Fur
(FurTA). Para estos experimentos se empleó la cepa de E. coli H1717 la que se
iransformó con los plasmidios que llevan la región del gen mceC (pFurC2), del
gen mceD (pFurD22), del gen mceE que lleva las dos posibles cajas (pFurEl)'
del gen mceE que lleva sólo la segunda caja (pFurE2-45) y la del gen mceF
(pFurF-A). Cuando esta cepa es transformada con un plasmidio que posee una

región a la que se une la proteína Fur, la cepa expresa el gen lacZ y las

colonias transformantes son visualizadas de color rojo al crecer en placas de

agar MacConkey suplementadas con hierro. Como control negativo se utilizó el

vector pACYCl84 empleado para el clonamiento de las posibles cajas del los

genes del sistema microcina E492.

i¡&&riiüart¡¿,,

pFurD22
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3.4. ESTUDIOS DE LA REGULACóN DE LA EXPRESóN DE LA

INMUNIDAD.

Las cepas de E. coli transformadas con plasmidios que llevan todos los genes

del sistema microcina E492 (pJAM434 o pJAM229) son inmunes a la acción de

la microcina que se encuentra en medio extracelular, ya sea que las células

productoras estén en fase exponencial o estacionaria de crecimiento (Wilkens y

cols., 1997). El mRNA que codifica para la proteína de inmunidad en estas

cepas se expresa en ambas fases de crecimiento (Fig. 13). A su vez, el perfil de

expresión traduccional de la inmunidad indica que esta proteína (MceB) se

expresa durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento, teniendo su

máximo de expresión durante fase exponencial (Fig. 20).

La cepa de E. collVCS2s7pJl porta un plasmidio (pJl) que posee sólo los genes

mceA, B, C, D y E del sistema y no produce microcina act¡va. Esta cepa es

inmune a la microcina agregada exógenamente sólo en fase exponencial de

crecimiento (Wilkens y cols., 1 997) . Esto podría deberse a que en esta

construcción la proteína de inmunidad no se produce en fase estacionaria (no

hay transcripción del gen mceB o no hay traducción de la proteína MceB), o

porque la proteína de inmunidad se inactiva en fase estacionaria debido a la

presencia o ausencia de algún producto génico del sistema.
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3.4.1. Estudio de la expresión transcripcional de los genes mceA y mceB

en la cepa de E coli VCS2STpJl.

Empleando la técnica de RT-PCR se estudió la expresión del mRNA mceBA en

fase exponencial, exponencial tardía y estacionaria de crecimiento en la cepa

de E. coli VCS2s7pJl. Para la etapa de transcripción reversa se empleó RNA

total extraido de esta cepa y un part¡dor ubicado río abajo del gen mceA

(partidor RL3) para sintetizar el oDNA del operón mceBA (Fig. 30A) y un

partidor ubicado en la región 3' del gen que cod¡fica para la P-lactamasa

(partidor AMP2) para sintetizar el CDNA empleado como estandar interno. Los

DNAs monohebra obtenidos se utilizaron como templado para la etapa de PCR

donde se empleó una pareja de partidores que amplifica al gen /rceB (RL1-

RL2) (Fig. 30A) y una pareja de partidores que amplifica al gen que codifica

para ¡a p-lactamasa (AMP1-AMP2). Se detecta el mRNA de los genes mceBy

mceA en fase exponencial, exponencial tardía y estacionaria de crecimiento

como se aprecia en la Fig. 308 (carriles EM, ET y Est.). Por lo tanto, el fenotipo

de pérdida de inmunidad en fase estacionaria de la cepa de E. coli VCS257pJl

no está asoc¡ado a una pérdida de la transcripción del gen /??ceB en dicha fase

de crecimiento,
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Fig. 30 Estudio de la expresién transcripcional de los genes mceA y
mceB en la cepa de E. coli VCS2S7pJ|. (A) Esquema de la amplificación del
mRNA de mceBA mediante RT-PCR. En la etapa de RT se empleó el partidor
RLS para siñtetizar el 0DNA monohebra. Posteriormente para la etapa de PCR
se utilizaron los partidores RL1 y RL2, que amplifican solo el gen mceB 18)
Expresión de los genes mceA y B rnediante RT-PCR, en distintos estados de
crecim¡ento de E. coli VCS2s7pJl. Ei producto de amplificación de 850 bp
corresponde al mensajero de p-lactamasa empleado como control interno. El
carril ':'corresponde al controi en que !a muestra de RNA se trató con DNasal y
se scmeiió directamente a, una reacción de PCR sin realizar el paso de RT. El
carril ful corresponcle al marcaclo¡ de tamaño mclecular de 100 bp DNA ladder.
Para esios exper¡mentos sei util!zó RNA iotal aislado de cultivos crecidos hasta
fase exponenc¡al media (EM)¡ exponencial tardía (ET) y estacionaria (Est.) en
meclio Iv{9 supiementado con glucosa y citraio.
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3.4.2. Efecto de la MccE492 intracelular en la sensibilidad en fase

estacionaria en cepas de E. coli que portan el plasmidio pJl.

Para intentar explicar el fenotipo de pérdida de inmunidad en fase estacionaria

que presenta la cepa de E. coli VCS2s7pJl se abordó el estudio de este

fenómeno desde un punto de vista genético. Para ello se evaluó la sensibilidad

que presentan distintas construcciones a la microcina E4gz(Tabla 7).

Cuando se preparó un césped con células crecidas hasta fase exponencial o

estacionaria que no portan ningún plasmid¡o, estas células fueron sensibles a

diluciones de MccE492 purificada sembradas sobre el césped (Tabla 7). Por

otra parte cuando se empleó una cepa lransformada con el plasmidio p157, se

observó que estas células son siempre inmunes a la adición de MccE492

purificada (Tabla 7). El plasmidio p157 posee clonado el gen de la inmunidad

(mceB) bajo el control del promotor del bacteriofago T7 en el vector de

expresión pT7-7 (Lagos y cols,, f999).

Se preparó un césped con células de E. coli crecidas hasta fase exponencial

que llevan el plasmidio pJl. Estas células fueron inmunes a la acción de la

microcina, pero si el césped se preparaba con células crecidas hasta fase

estacionaria, estas células eran sensibles a la acción de la microcina agregada

exógenamente (Tabla 7).

Para determinar si la presencia de la microcina intracelular producida por la

cepa que porta el plasmidio pJl está relacionada con en fenotipo de pérdida de

inmunidad en fase estacionaria se decidió remover el gen mceA que codifica

para la microcina 8492. Para tal motivo se construyó el plasmidio pMCA-^F que
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Tabla 7. Sensibilidad a la microcina
diferentes construcc¡ones que portan

E492 de E. coliVCS25T transformada con
genes del sistema productor de mlcrocina.

Cepa de E col¡ Sensibilidado de las células en:
transformada con: Genes Fase exponencial Fase estacionaria

ol sz('l
PIBC(2)
pMAH34
pJl
pMCA-^F
pJl + plBC
pMCA-AF + pMAH34
pJl + pMAH34

mce B
mce B
mce A(Hise)B(3)
mce ABCDE
mce BCDE
mce ABCDE(a)
mce ABCDE(5)
rnce ABCDE(6)

S

i

i

i

i

i

i

¡

i

i

i

i

i

(1)

(2t

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

El plasmidio p157 lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pT7-7. Se usó como control en los experimentos.
El plasmidio plBC lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pACYC18a.
EI plasmidio pMAH34 tiene clonado el gen mceA con una cola de histid¡na lo que hace
que la microcina producida sea inactiva,
La cepa que porta esta doble transformación posee una mayor dosis genél¡ca del gen
mceB ya que este gen está presente en ambos plasm¡d¡os.
Esta cepa posee una mayor dos¡s genética del gen rnceB ya que este gen está
presente en ambos plasmidios y el gen mceA posee una cola de hist¡dina lo que hace
que la microcina produc¡da sea ¡nact¡va.
La cepa transformada con estos dos plasmidios posee una mayor dosis genélica del
gen mceB ya que este gen está presente en ambos plasmidios y posee una versión del
gen mceA con cola de h¡stidina y otra versión normal.
Los fenotipos que presentan las células frente a la ad¡ción exógena de la microcina
purificada son:

i = inmune s = Sens¡ble
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posee los genes mceB, C, D y E y se analizó la sensibilidad a la microcina de

una cepa de E coll transformada con este plasmidio, encontrándose que esta

cepa es inmune cuando el ensayo se hace con cultivo proveniente de fase

exponencial o estacionaria de crecimiento (Tabla 7), Esto indicaría que la

presencia de la microcina intracelular en fase estac¡onar¡a podría estar

afectando la actividad de la proteína de inmunidad.

Para corroborar esto se decidió aumentar la cantidad de proteína de inmunidad

subclonando este gen en un vector compatible con el plasmidio pJl. Para

realizar esto se amplificó mediante PCR el gen de la inmunidad (mceB) con el

promotor T7 empleando el plasmidio p157 como DNA templado, Pfu DNA

polimerasa y los partidores TTpro y RL2. EI fragmento amplificado se clonó en

el vector pACYC I 84 en el sitio de restricción EcoRV interrumpiendo el

marcador de resistencia a tetraciclina de este vector, dando origen a la

construcción denominada plBC.

La cepa de E. coli que porta el plasmidio pJl fue transformada con el plasmidio

plBC y se analizó la sensibilidad a la microcina de esta cepa que lleva los dos

plasmid¡os, encontrándose que es inmune cuando el ensayo se hace con cultivo

proveniente de fase exponencial o estacionaria de crecimiento en presencia o

ausenc¡a de IPTG 0,2 mM (Tabla 7). Esto nos indicaría que la mayor presencia

de proteína de inmunidad contrarrestaría el efecto de Ia microcina intracelular

en fase estac¡onaria.

Como la expresión del gen que codifica para la proteína de inmunidad está

controlada por un promotor inducible se decidió repetir el experimento pero esta
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vez agregando copias extras del gen mceB bajo el control de su propio

promotor. Para tal efecto se transformó la cepa de E. coll que porta el plasmidio

pJl con el plasmidio pMAH34. Esta construcción posee clonado los genes mceA

y mceB bajo su promotor silvestre, que posee una secuencia que codifica para

6 histidinas (His6) al extremo 3' del gen mceA, lo que produce una microcina

E492 con una cola de histidina en el extremo carboxilo terminal que es inactiva

cuando se libera al medio e)dracelular. El análisis de sensibilidad a la microcina

de la cepa que lleva los plamidios pJl y pMAH34 indicó que la cepa es inmune

cuando el ensayo se hace con cultivo proveniente de fase exponencial o

estacionaria de crecim¡ento (Tabla 7). Esto estaría ratificando que una mayor

cantidad de proteína de inmunidad contrarrestaría el efecto de la microcina

intracelular producida a partir del plasmidio pJl.

3.4.3. Factores que alteran la sensibilidad a la microcina en cepas de E

cori que portan el gen de inmunidad.

Como se determinó en el punto anterior, la presencia de una microcina que no

puede exportarse como es el caso de la producida por el plasmidio pJl interfiere

con la proteína de la inmunidad. Sin embargo, este fenot¡po no se observa en

todas las construcciones que no exportan microcina.

Por otro lado al real¡zar un estud¡o de sensibilidad a la microcina en una cepa

de E. coli que lleva el plasmidio p4S-12 que porta los genes del sistema

microcina mceA, B, C, D, E y F, se encontró que la cepa era sensible a la

microcina tanto en fase exponencial como estacionaria de crecimiento (Tabla
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8). Resultado s¡m¡lar se obtuvo cuando se ut¡l¡zó una cepa transformada con el

plasmidio pJl y con el plasmidio p6-18 que porta el gen r??ceF (Tabla 8). Sin

embargo, al realizar el mismo estud¡o con una cepa que portaba el plasmidio

pMCA-12, que fue construído a partir de p4S-12 y que sólo posee los genes

mceB, C, D, E y F, se encontró que esta cepa es inmune a la microcina E492

agregada exógenamente cuando se preparó un césped con células

provenientes de fase exponenclal o estac¡onar¡a de crecim¡ento (Tabla B). La

cepa que lleva el plasmidio p4S-12 se transformó con el plasmidio plBC, que

posee el gen que cod¡fica para la inmunidad (mceB). Esta cepa con los dos

plasmidios posee un fenotipo inmune a la microcina agregada exógenamente

cuando se realizó el análisis de sensibilidad con células provenientes de fase

exponencial o estacionaria de crecimiento en presencia o ausencia de IPTG 0.2

mM (Tabla 8). Esto indicaría que, al igual que para la construcción pJl, la

microcina intracelular estaría afectando la actividad de la proteína de inmunidad

y mayor cantidad de la proteína de inmunidad contrarrestaría el efecto de la

microcina intracelular.

Para estudíar si sólo la posible acumulacíón de microcina intracelular era la

responsable del fenot¡po de pérdida de inmunidad se clonaron sólo los genes

mceB y mceA con su promotor en el plasmidio pACYC184 or¡ginando la

construcción pMceAB. Al analizar la sensibilidad a la microcina de una cepa de

E. coli que porta el plasm¡d¡o pMceAB se determinó que este plasmid¡o le

confiere inmunidad a la cepa, ya sea que el cultivo provenga de fase

exponencial o estacionaria de crecimiento [abla B).
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Tabla 8. Rol de MceA en la sensibilidad a
de E col¡ VCS257(DE3) transformada
productor de microcina E492.

la microcina agregada exógenamente
con diferentes genes del sistema

Cepade E.coli Sensibilidad(s) de las células en:
transformada con: Genes Fase exponencial Fase estacionar¡a

o157r')
PIBC{2)
pJl
p4S-12
p6-18
pJl + p6-18
pMCA-12
p4S-12 + plBC
pMceAB
pBSC47
pLOL3
pMceAB +pLOL3
pJlC4
pMceAB +pJlC4

mce B
mce B
mce ABCDE
mce ABCDEF
mce F(s)

mce ABCDEF
mce BCDEF
mce ABCDEF(a)
mce AB
rnce ABC
mce E
mce ABE
mce DE
mce ABDE

S

i

¡

S

S

S

s
i

¡(0)

i

i

s(6)

¡(o)

S

i

s
i

i

i

5

S

S

i

¡(o)

i

i

s(6)

i(6)

S

i

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

El plasm¡dio p157 lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pT7-7, Se usó como control en los exper¡mentos.
El plasmid¡o plBC lleva clonado el gen mceB balo el control del promotor T7 en el vector
pACYC184.
El plasmidio p6-18 lleva clonado el gem mceF bajo el control dél promotor silvestre en

el vector pBAD33.
La cepa que porta esta doble translormación posee una mayor dosis genét¡ca del gen

mceB ya que esle gen está presente en ambos
Los fenotipos que presentan las células frente a la adición exógena de la microcina
purificada son:

i = inmune s = sensible

El experimento se realizó en presencia o ausencia de IPTG
mismo resultado.

0,2 mM obteniéndose el
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Este resultado sugiere, que la m¡croc¡na intracelular por s¡ sola no afecta la

actividad de la proteína de ¡nmunidad, y que necesitaría de las proteÍnas

codificadas por los genes mcec, D, E ylo F para afectar la actividad de la

proteína de inmunidad.

Por tal motivo se realizó una análisis de sensibilidad a la microcina a una cepa

transformada con el plasmidio pBSC47, que contiene los genes mceA, B y C.

Este análisis indicó que la cepa que porta este plasmidio es inmune a la

microcina en fase exponencial y estacionaria de crec¡miento (Tabla 8). La cepa

que lleva el plasmidio pBSC47 se transformó con el plasmidio pLOL3, que porta

el gen mceE bajo el control del promotor T7. Esta cepa con los dos plasmidios

posee un fenotipo inmune a la microcina agregada exógenamente cuando se

realizó el análisis de sensibilidad con células provenientes de fase exponencial

o estacronaria de crecimiento en presencia o ausencia de IPTG 0,2 mM (Tabla

B). También se realizó un análisis de sensibilidad a una cepa transformada con

los plasmidios pMceAB (que porta los genes mceAy B) y pJlCa (que porta el

gen mceD y E), encontrándose que esta cepa es inmune a la microcina

agregada exógenamente cuando se utilizan células provenientes de un cult¡vo

en fase exponencial o estacionaria de crecimiento.

De estos resultados se deduce que las proteínas codificadas por los genes

mceC, mceD y mceE no son responsables por sÍ solas de afecta¡ a la proteína

de inmunidad en fase estacionaria. La pérdida de inmunidad en fase

estacionaria se debe a la presencia de una combinación de los productos de los
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genes rncec, mceD y mceE y este fenómeno estaría potenciado por la

presencia del producto del gen mceF'
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4. DISCUSION

4.1. Características de la organización transcripcional de los genes

involucrados en la producción de microcina E492

El sistema productor de microcina E492 del plasmidio pJAM434 esta constituido

por 10 genes (mceA, B, C, D, E, F, G, H, I y J) que se encuentran conten¡dos en

un fragmento de DNA de 13 kb. Estos genes se agrupan formando 7 unidades

transcr¡pcionales: 4 unidades monocistrónicas (mceC, mceD, mceE y mceF), 2

unidades bicistrónicas (mceBA y mceHG) y una unidad policistrónica

(mceJlHG) (Fig. 12). La unidad bicistrónica mceBA que agrupa al gen que

codifica para la proteína de inmunidad y al gen que codifica para la m¡crocina

E492 corresponde a un ordenamiento (gen inmunidad - gen de microcina) que

está presente en otros sistemas productores de microcina como el de colicina

V, microcina 24, microcina H47 y microcina M (Fig. 1), De similar manera la

unidad bicistrónica mceHc que agrupa a los genes que codifican para el

sistema exportador también posee homólogos en otros sistemas productores de

microcina. Sin embargo, el único ejemplo comprobado experimentalmente de

una unidad policistrónica que agrupe a genes de maduración y exportación en

sistemas productores de microcinas corresponde a la unidad mceJlHG del

sistema microcina E492. Otro eiemplo como el de esta unidad transcripcional

policistrónica podría encontrarse en los sistemas productores de microcina H47

y M que poseen un ordenamiento de los genes mchCDEF homólogo al de la
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unidad transcripcional del sistema microcina E492 pero hasta el momento no se

ha demostrado exper¡mentalmente que estos genes se cotranscr¡ban.

El análisis de las regiones promotoras de cada una de las unidades

transcripcionales reveló que la unidad mceBA posee un promotor que se a¡usta

al consenso para el reconocimiento de la RNA polimerasa-o7o. Al comparar el

promotor de mceBA con el de su homólogo en el sistema productor de colicina

V, encontramos que la mayor coincidencia se encuentra en la reg¡ón -35 donde

sólo cambia una base conservándose 5 de los 6 nucleótidos (TTGACN), en

cambio la región -10 posee una mayor variabilidad (TAATAA en MccE492 y

TATCGT en colV).

4.2, Regulación transcripcional de la expresión de la microcina 8492.

Una característica común en todas las microcinas descritas hasta el momento

en la l¡teratura, es que estas bacteriocinas se expresan cuando las células

llegan a fase estacionaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992; Chiucholo y

cols., 2001). La producción durante la fase estacionaria de microcina 817 y C7

es dependiente de la transcripción de los genes estructurales de estos

antibióticos, la que es controlada a través de promotores que se activan cuando

las células llegan al término de la fase exponencial de creclmiento (Kolter y

Moreno, 1992; Moreno y cols., 2002). La expresión de la colicina V es inducida

por la limitación del hierro en la fase estacionaria bajo el control de la proteína

regulatoria Fur (Kolter y Moreno, 1992), ya que la expresión de los promotores
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existentes en este sistema de colicina V se ¡nduce al final de la fase

exponencial de crecim¡ento al ir desapareciendo el hierro disponible para la

célula (Boyer y Tai, 1998). La microcina J25 también posee una expresión

dependiente de la fase de crecimiento, pero aun no se ha establecido cual es el

mecanismo por cual se expresa durante la fase estacionaria (Chiucholo y cols.,

2001).

La microcina E492 act¡va es s¡ntet¡zada mayoritariamente durante la fase

exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; Orellana y Lagos, 1996).

Al caracterizar la expresión del mRNA que codifica para esta microcina (MceA),

se determinó que no hay una regulación transcripcional directa como en los

casos antes señalados, ya que la microcina se expresa en ambas fases

indicando que el promotor de este gen no es regulable por la fase de

crecimiento.

Al analizar la expresión de MccE492 durante fase estacionar¡a de crecimiento

se encontró que la proteína se sintetiza y secreta pero es inactiva (Corsini y

cols., 2002). Este resultado es concordante con la presencia del mRNA para la

microcina durante la fase estacionaria. La carencia de actividad de la microcina

producida en fase estacionaria podría deberse a la ausencia de alguna o

algunas de las demás proteínas codificadas en el resto de los genes del

sistema y que son necesarias en la producción de m¡crocina act¡va. De hecho,

el fenotipo de producción de microcina E492 inactiva también se ha detectado

en mutantes para los genes de maduración mceC, mecl y mceJ del sistema

microcina E492 (Lagos y cols., 2001).
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Al analizar la expresión del resto de los genes del sistema microcina E492

durante el crecimiento bacteriano, se detectó que la mayoría de los genes se

transcriben durante ambas fases de crecimiento, salvo los genes rnecl y mceJ,

que se expresaban sólo durante fase exponencial. Los productos génicos de

estos se han asociado a un rol en la maduración de la microcina (Lagos y cols.,

2001). La proteína Mcel posee homología con una aciltransferasa del sistema

de citolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae y con una aciltransferasa del

sistema de leucotoxina de Pasteurella hemolytica (GenBank A43599 y P16533).

Las aciltransferasas antes nombradas están muy relacionadas con la

aciltransferasa HlyC del sistema productor de hemolisina de E. coli (Lagos y

co|s.,2001).

Por tal motivo y de acuerdo a los antecedentes de este trabajo, una de las

causas de la producción de microcina inactiva durante la fase estacionaria de

crecimiento se debería a la falta de expresión del mensajero de los genes mcel

y mceJ.

Otro factor a considerar es la expresión del gen de la proteína de maduración

MceC durante fase estacionaria. Si bien se detecta mediante RT-PCR la

expresión de mRNA del gen que codifica para esta proteína durante la fase

estacionaria, los niveles de la proieína disminuyen 3 veces en esta fase de

crecimiento, disminución en la expresión que la técnica de RT-PCR empleada

en esta Tes¡s no es capaz de discriminar. Pero los exper¡mentos de hibridación

Northern detectaron la variación del mRNA de mceC cuando se empleó RNA

total de fase exponencial tardía.
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4.3. Papel de los genes de maduración (mceC, mecl y mceJ) en la

producción de microcina activa.

Como se describió anteriormente, la síntesis de microcina E492 activa ocurre

sólo durante la fase exponencial de crecimiento, pues sólo en esta fase se

transcriben los genes de maduración mcel y mceJ. Esto sugiere que la

microcina inactiva sintetizada durante la fase estacionaria correspondería a una

microcina inmadura, pues también se obtuvo microcina inactiva independiente

de la fase de crec¡miento en mutantes por transpos¡ción en los genes de

maduración (mceC, mcel y mceJ) (Lagos y co|s.,2001). Las microcinas

inactivas aisladas, ya sea desde fase estacionaria de crecimiento o desde

mutantes en los genes de maduración según los protocolos desarrollados en

nuestro laboratorio carecen de modificaciones postraduccionales (Lagos y cols.,

2001; Pons y cols., 2002) y sólo presentan diferencias en el contenido de

estructura secundaria con respecto a la microcina activa (Baeza, 2003).

Si bien recientemente se ha descrito que bajo ciertas condiciones de medio de

cultivo eS probable obtener microcina 8492 activa modificada

postraduccionalmente por la unión a un sideróforo tipo catecol (Thomas y cols.,

2004), los métodos desarrollados en nuestro laboratorio nos ha permitido

pur¡ficar una microcina activa que carece de esta mod¡ficación en su esqueleto

polipeptíd¡co y por lo tanto el proceso de maduración de esta microcina

implicaría un mecanismo que excluye la modificación posüaduccional. La

participación de los productos de los genes mceC, mcel y mceJ en el proceso
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de maduración podría ocurrir de manera directa o rndirecta pudiendo

especularse varios posibles mecanismos.

Una pos¡bilidad de acción indirecta es que la forma activa de la microcina sea

causada por la acción de factores presentes en el sistema de exportación o en

la membrana externa que alteren el plegamiento de la microcina, ya sea

durante la exportación o en la superficie celular, y que estos factores sean los

blancos de acción de los productos de los genes de maduración del sistema

m¡crocina E492.

Una explicación de la acción directa de las proteínas MceC, Mcel y MceJ sobre

la microcina E492 es que dichas proteínas actúen como chaperonas

moleculares promoviendo Ia conformación activa de Ia microcina. Este modelo

quizás sea el menos probable ya que ninguna de las proteínas de maduración

del sistema presenta homologÍa con chaperonas descritas hasta el momento.

Una explicación bastante probable es que los productos de los genes de

maduración conserven la actividad glicosiltransferasa y aciltransferasa

sugeridas por análisis de la secuencia. Estas proteínas podrían participar en la

síntesis de un metabolito tipo sideróforo que interactuaría o se uniría de manera

no covalente a la microc¡na E492 para que ésta adoptara una conformación

act¡va una vez procesada y exportada al espacio elcracelular.

4.4. Papel del hierro en la expresión en la microcina E492

La expresión de los genes del sistema productor de colicina V es induc¡da por la

limitación de hierro en fase estacionaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992).
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Los promotores de este s¡stema poseen secuencias consenso para la unión de

la proteína reguladora Fur (Boyer y Tai, 1998). La transcripción de los genes

bajos estos promotores es activada al final de la fase exponencial de

crecimiento al ir disminuyendo la cantidad de hierro en la célula (Boyer y Tai,

1 9e8).

Fur es una proteína de 17 kDa que posee un dominio N{erminal de unión a

DNA del tipo HTH (hélice-vuelta-hélice) (Stojilkovic y Hantke, 1995) y un

dominio C{erminal de unión a metales, involucrado también en la dimerización

(Coy y Neilands, 1991). Cada monómero de Fur une dos iones metálicos, un

átomo de Znz*, que forma parte estructural de la proteína y un átomo de Fe2*.

Durante la fase exponencial, cuando hay un mayor contenido de hierro

intracelular, la proteína Fur estaría en su estado activo como un dímero con dos

átomos de Fe2* lo que le permitiría a este represor unirse a los promotores e

inhibir la transcripción. Pero cuando el hierro intracelular empieza a escasear

Fur pierde los átomos de Fe2* y concomitantemente su afinidad por los

promotores que poseen sitios de unión a Fur, produciéndose la transcripción

(Escolar y cols., 1999).

La carencia de hierro en el medio de cultivo de una cepa bacteriana productora

de microcina E492 produce una disminución de la actividad microcina (Orellana

y Lagos, 1 996), que es lo opuesto a lo observado en el sistema colicina V

(Boyer y Tai, 1998). Los resultados presentados en esta Tesis establecen que

la ausencia de hierro no tiene efecto directo sobre la expres¡ón de la m¡crocina

E 492 y su inmunidad. Este ¡ón tampoco tendría algún efecto directo sobre la
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expresión transcripcional de los otros genes del sistema, pues se determinó

mediante RT-PCR que la ausencia o presencia de hierro en el medio de cultivo

no tuvo efecto importante sobre la expresión de los mRNAs de los genes de

maduración y exportac¡ón mceC, J,l, G y H.

Sin embargo el análisis del efecto del hierro sobre la expresión traduccional de

la proteína MceC reveló que en cultivos carentes de hierro no diminuyen los

niveles de esta proteína durante la fase exponencial de crecimiento y solo se

afectó la traducción durante fase estacionaria. La discrepancia entre los datos

de expresión transcr¡pc¡onal y traduccional para el caso de rnceC, se deben a

que el cambio observado en los niveles de expresión (tres veces) no es capaz

de ser discriminado por el método de RT-PCR empleado. Pero si se analiza

esia disminución producida por hierro y se compara con el efecto que produce

este metal en otros sistemas productores de microcinas como el de colicina V,

se observa que la disminución de hierro tiende a activar la expresión de los

genes (Boyer y Tai, 1998) y no a disminuirla como en el caso de MceC del

s¡stema microcina E492. Esto haría interesante a futuro profundizar en el

mecanismo por el cual el hierro produce la disminución de la expresión de

MceC en fase estacionaria.

Por otra parte, el análisis bioinformático de la secuencia de los genes del

sistema productor de microcina E492 reveló la existencia de secuencias

consenso para la unión de la proteína reguladora Fur. Esto sugiere que la

expresión de los genes mceC, mceD, mceE, mceF, mceH y mcel podría ser

regulada por la proteína Fur en respuesta a la presencia o ausencia de hierro.
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Si bien el análisis de la expresión transcripcional reveló que los genes

involucrados en la maduración y exportación de la microcina no sufrían

regulación por hierro se decidió probar si las secuencias detectadas mediante

métodos bioinformáticos tenían algún s¡gn¡f¡cado biológico. Para ello se utilizó el

sistema de detección in vivo FUrTA (ensayo de titulación de Fu| encontrándose

que las cajas Fur presentes en la región promotora de los genes mceEy mceF

eran las únicas capaces de iener una func¡onal;d ad ¡n v¡vo. Sin embargo esta

funcionalidad no se correlaciona con los datos de expresión transcripcional, ya

que los genes mceE y mceF se transcriben tanto en fase exponencial como

estac¡onaria. Una posible explicación es que el putativo efecto regulatorio de la

proteína Fur es un cambio moderado en los niveles de expresión que no es

posible cuantificar por RT-PCR.

4.5. Modelo para la producc¡ón de microc¡na E492.

Los resultados obtenidos permiten postular el siguiente modelo para la

producción de microcina E492 (Fig. 31). La microcina E492 es sintetizada como

una preproieína (pre-MceA) a partir de un mRNA bicisirónico. Los producto§ de

los genes de maduración (MceC, Mcel y MceJ) part¡c¡pan de manera indirecta o

directa sobre pre-MceA propiciando un cambio conformacional necesario para

la síntesis de una microcina activa o para la síntesis de un cofactor que permita

obtener una microcina activa. Esto ocurre posiblemente durante la exportación.

La pre-MceA es exportada hacia el espacio extracelular mediante un sistema

transportador del tipo ABC constituído por las proteínas del sistema microcina
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F¡9. 31. Modelo de la síntesis de microc¡na E492, La microcina E492 (MceA) es sintetizada
como un pre-proteína (pre-MceA) a part¡r de un mRNA bicistrónico. La pre-MceA sufre un
proceso de maduración por acción de las proteínas MceC, Mcel y MceJ y posteriormente es
procesada y exportada por MceG, MceH y TolC obteniendose microcina E492 act¡va (MceA). La
protéína de inmunidad (MceB) es s¡ntet¡zada a part¡r del mismo mRNA que la microcina E492.
En ausencia de alguna de las proteínas de maduración la microcina se produce y exporta en
forma inactiva, como la se producida en fase estacionaria. OM, membrana externa; lM,
membrana intema.
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MceG y MceH y la proteína del huésped TolC. Durante este proceso de

exportación se procesa el péptido líder de pre-MceA. En el medio eltracelular la

microcina E492 activa ejerce su acción bactericida sobre la célula blanco. Para

prevenir que la microcina eierza su acción sobre la célula productora el sistema

sintetiza la proteína de inmunidad (MceB). Esta proteína previene la acción de

la microcina extracelular interactuando con TonB o con MceA o con ambos en

la membrana interna, imp¡diendo de esta manera que la microcina forme un

poro en la membrana citoplasmática y mate a la célula.

Durante la fase estacionaria de crecimiento no hay transcripción del mensajero

para los genes de maduración mcel y mceJ. Por lo tanto no están presentes las

proteínas de maduración Mcel y MceJ y los niveles de MceC también decrecen,

pero no tan drásticamente. La pre-MceA s¡ntetizada en fase estacionaria no

sufre el proceso de maduración y por tal mot¡vo se exporta al extracelular una

microcina que no posee la conformación adecuada y que por tanto es inactiva.

Alguno de los eventos propuestos en este modelo requieren confirmación

experimental. En este sentido el próximo paso es demostrar la manera en que

las proteínas de maduración actúan sobre MceA para producir una microcina

activa.

4.6. Pérdida de inmunidad a la microcina durante la fase estacionaria de

crecimiento.

El fenotipo de pérdida de inmunidad durante la fase estacionaria de crecimiento

observado en cepas de E. coll que portan el plasmidio pJl no está asociado a la



l2-5

falta de la proteína de inmunidad (MceB) en d¡cha etapa det crecimiento

bacteriano, ya que se detectó que el mRNA que cod¡fica para MceB se

transcribe en fase exponencial, exponencial tardía y estacionaria.

El plasmidio pJl sólo posee los genes mceA, B, C, D y E del sistema microcina

E492; por lo tanto, la cepas de E. coli que llevan este plasmidio producen sólo

microcina intracelular la que no pude exportarse por falta de los genes mceG y

mceH que codifican para el aparato exportador.

La microcina intracelular producida está involucrada en el fenotipo de pérdida

de inmunidad en fase estacionaria, ya que al emplear células transformadas

con un plasmidio que carece del gen de microcina (mceA) y que posee los

genes mceB, C, D y E, éstas siempre son inmunes a la microcina agregada

exógenamente. Es más, al agregar copias extras del gen mceB a la célula

bacter¡ana que porta el plasmidio pJl, también se revirtió el fenotipo, ya que la

mayor cantidad de proteína de inmunidad contrarrestaría el efecto de la

microcina producida durante la fase estacionaria. Pero la microcina intracelular

no da cuenta por sí sola del fenotipo observado, ya que una célula que porta un

plasmidio que tiene sólo los genes mceA y mceB es s¡empre inmune. Es más, si

se emplea una cepa que lleva los genes mceABC. también es inmune y si se

utiliza una cepa mceABE o una cepa con los genes mceABDE se obt¡ene un

fenotipo inmune.

El análisis de sensibilidad a la microcina en mutantes por transposición para los

genes exportadores rnceG y mceH (np108 y np203) reveló gue no se produce el

fenotipo de pérdida de inmunidad en fase estacionaria. Por lo tanto, la ausencia
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de exportación de la microcina más la presencia de los productos de los genes

mceC, mceD y mceE serían los responsables del fenotipo de pérdida de

inmunidad en fase estacionaria en la cepa E. coli VCS257pJl.

Esto nos lleva a postular que la microcina sintetizada, al no poder exportarse

por falta de los genes de exportación, se acumula a nivel intracelular y ésta

acumulación asociada a la participación de dos o más proteínas interfieren con

el papel normal que cumple la proteína de inmunidad de proteger a la célula.
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5. CONCLUSIONES

La organización genética del sistema productor de microcina E492 en el

plasmidio pJAM434 está formada por 10 genes agrupados en 7 unidades

transcripcionales: mceBA, mceC, mceD, mceE, mceF, rnceHG y mceJlHG.

La microcina E492 organizada en un operón bicistrónico junto con la

proteína de inmunidad, se sintetiza tanto en fase exponencial como

estac¡onaria de crecimiento

o Durante la fase estacionaria se sintetiza microcina E492 inactiva debido a la

ausencia de la transcripción de los genes mcel y mceJ involucrados en la

maduración de la microcina E492. El gen mceC también disminuye su

expresión en esta fase.

o La ausencia de h¡erro no tiene un efecto directo sobre la expresión

transcripcional y traduccional de la microcina E492 y su inmunidad, ni

tampoco sobre la expresión transcripcional de los otros genes del sistema.

De todas las regiones promotoras que presentaban secuencias de unión al

regulador Fur detectadas por análisis bioinformático en el sistema microcina
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E492, se comprobó experimentalmente que sólo las localizadas en los

promotores de los genes mceEy mceF tienen 'funcionalidad in vivo.

La disminución en la expresión traduccional med¡ada por hierro de MceC

observada utilizando fusiones traduccionales no está correlacionada con la

putativa caja Fur localizada en la zona promotora del gen rnceC.

o La sensibilidad a la microcina E494 durante la fase estacionaria de

crecimiento de cepas de E. coli que portan el plasmidio pJ l, no está

asociada con una pérdida de la transcripción del gen de inmun¡dad (mceB),

sino a un efecto propio de la microcina intracelular sintetizada por estas

cepas producto de la carencia de las proteínas de exportación y a la acción

coniunta de las proteínas MceC, MceD y MceE.
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