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RESUMEN
La microcina E492 es una bacteriocina de baja masa molecular producida por Klebsiefla
pneumoniae RYC492. La produccion de bacteriocinas es un fenomeno que €S
determinante en el equilibrio de las poblaciones de microorganismos. Para el caso de la
produccion de microcina E492 activa, los puntos asociados a su regulacién son variados
dado el complejo sistema genético que lo conforma. En esta tesis se decidié caracterizar
los puntos de regulacién que existen asociados a la sintesis de microcina E492
estudiando la regulacion de la expresion de los genes mceBA, codificantes para la
proteina de inmunidad y de microcina E492, respectivamente. Ambos genes conforman
una sola unidad transcripcional, cuyo promotor esta rio arriba de mceB. Utilizando una
fusion de la unidad mceBA con lacZ (MceBA'-'LacZ) se pudo establecer que la expresion
aumenta de dos a tres veces en fase estacionaria de crecimiento. Este aumento en fase
estacionaria responde a un promotor interno en el gen mceB, el cual aumenta la
transcripcion de mceA en fase estacionaria, determinado por qRT-PCR, lo cuai lleva a un
aumento en los niveles de MccE492 en esta misma fase. Por otro lado, la expresion

trascripcional y traduccional de mceB es constitutiva.

Fusiones traduccionales de lacZ a distintas regiones de la unidad mceBA y anallsis
transcripcionales permitieron plantear un modelo donde la estabilidad del ARNm de esta
unidad transcripcional dependeria de la eficiencia o acoplamiento traduccional de ambos
ORFs. Una fusion de facZ al primer codon de mceB generd valores de expresion
traduccional similares a los de las fusiones de facZ a distintas regiones internas de mceA.
Sin embargo, fusiones de JacZ a los codones 21, 86 y 95 de mceB generaron valores de
expresién traduccional notablemente menores a los de la fusion de lacZ al primer coddn

de mceB. La disminucion traduccional observada se corresponde con una diminucion en
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los niveles de ARNm. Al parecer si mceA no es traducido la estabilidad de! ARNm de la

unidad meceBA disminuye.

Se estudio el efecto de los productos genicos del sistera productor de MccE492 sobre 1a
expresion de los genes mceBA y se establecio mediante ensayos de Miller e inmunoblot
que el producto codificado en el gen orfX, tiene un efecto represor sobre la expresion de
la fusién MceBA-LacZ. Este ofecto se corresponde con una menor produccion de
MccE492 activa, fo cual se establecié al observar una disminucion del tamarfio de halos
inhibicién de crecimiento de una cepa productora de MccE492 activa transformada con un
plasmido portador del gen orfX. Adicionalmente se observo quée e! hierro es determinante
en la expresion de orfX. Es asl que proponemos que la expresion de mceBA esta

determinada por hierro a traves del efecto que este tiene sobre orfX.

En su conjunto estos resultados ponen de manifiesto la complejidad asociada a la
regulacion de la expresion génica de la unidad transcripcional mceBA, donde existen
elementos en cis, como promotores internos que generan patrones de regulacién
diferencial para la produccion de MccE492, estructuras internas en mceBA que generan
un grado de regulacion post-transcripcional a nivel de la estabilidad del ARNm que serfa
dependiente de la traduccion de ambos ORFs y regulacion en frans por algunos de los

mismos componentes del sistema productor de MccE492, como es OrfX.
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' ABSTRACT

Microcin E492 is a low molecular mass bacteriocin produced by Klebsiella pneumoniae
RYC402. Bacteriocin production is a determinant phenomenon in the dynamics of
microorganism populations. Production of active microcin E492 requires several contro!
points because of the complexity of its genetic system. The regulation of gene expression
of mceBA genes, encoding to immunity protein and MccE492 respectively, was
characterized. Both genes conform a transcriptional unit. Using translational fusions of
lacZ to mceBA it was observed that the expression of these genes increased about two o
three times in stationary phase. This increase was due to an internal promoter in the mceB
gene that allowed the increase of meeA transcription in stationary phase, assessed by
gqRT-PCR experiments. The rise in mRNA level for mceA gene generated the i'ncrement of
MccE492 production in this phase, meanwhile the mRNA and protein level for mceB gene

were constitutive in exponential and stationary phase.

jacZ fusions to different regions of mceBA unit and transcriptional analysis allowed to
establish a model in which the mRNA stability of this unit rely of translational coupling of
both ORFs. lacZ fusion to the first codon of mceB gene generated similar gene expression
values than these fusions to internal regions of mceA gene. However, lacZ fusions to
codons 21, 86 and 95 of mceB gene decreased the franslational expression compared to
jacZ fusion to first codon of meeB. This variation was also seen ata transcriptional level. It

seems that the absence of mceA translation diminishes mRNA stability of the mceBA unit.

We characterized the effect on the expression of mceBA of the gene products of microcin
E492 system. We established that the product encoded by orfX gene is a repressor of
mceBA gene expression, consequently decreasing the production of active MccE492. orfX
expression is affected negatively by iron concentration, and in tumn, if iron decreases orfX
expression increases affecting mceBA gene expression

Xiv




Altogether our results show the complexity of the gene expression regulation of mceBA
genes. There are cis elements, like internal promoters that allow a differential regulation of
MccE492 production, compared to the immunity production, internal structures in mceBA
that regulate the mRNA stability, dependent on translation of both ORFs, and trans

elements like OrfX from the microcin E492 genetic system.
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1. INTRODUCCION

1.2. Bacteriocinas

Los microorganismos producen y secretan al ambiente una gran variedad de moléculas
antibiticas las que permiten la mantencion de un equilibrio poblacional entre diversas
especies de éstos. Dentro de estas moléculas se encuentran una gran variedad de sub-
productos del metabolismo, como el peroxido de hidrogeno, amonio o el acldo lactico,
enzimas bacterioliticas tipo lisozimas, antibiéticos no ribosomales y las bacteriocinas.
Estas tltimas conforman un grupo de péptidos o proteinas sintetizados ribosomalmente
con actividad bactericida sobre un acotado espectro de bacterias, especificamente, sobre
bacterias relacionadas filogenéticamente a la bacteria productora, la cual es inmune a la
bacteriocina que produce [1]. Este hecho las distingue de otros antibidticos de naturaleza
no-ribosomal, como los aminoglucosidos (i.e. kanamicina, gentamicina) o las fetraciclinas,
ambos producidos por Actinobacterias del género Streplomyces los cuales tienen efecto

sobre un amplio especiro de bacteras, tanto Gram-negativas como Gram-positivas.

Estudios han mostrado que las bacteriocinas o péptidos tipo bacteriocinas serian bastante
ubicuas entre los microorganismos, encontrandose en los principales linajes de Bacteria,
Archaea (arqueocinas) y Eukaria (Eukariocinas). Respecto a esto se ha llegado a plantear
que el 99% de ias bacterias produciria al menos una bacteriocina [2,3], de tal manera qLie
el efecto de estos péptidos antibidticos sobre la dinamica de las poblaciones y las

comunidades bacterianas es de considerable interés desde un punto de vista biologico.




1.2.1. Bacteriocinas de bacterias Gram-negativas

La mayor parte de las bacteriocinas desctitas en bacterias Gram-negativas son de la
familia de las Enterobacteriaceae, principalmente de Escherichia coli. De hecho, sobre 30
tipos de bacteriocinas se han descrito solo en E. coli [4]. Dentro de estas bacteriocinas se
distinguen dos tipos principales, las colicinas y las microcinas. Las colicinas por un lado
son polipéptidos de gran tamafio molecular (25-80 kDa) producidos por E. coliy que se
encuentran codificados en plasmidos colicinogénicos de la cepa productora. En dichos
plasmidos ademas se encuentran genes gue codifican para proteinas que otorgan
inmunidad especifica a dicha colicina y genes que codifican para proteinas asociadas a la
lisis de la bacteria, fenémeno que permite la liberacién de la colicina al medio extraceiular.
La regulacién de le expresion de los genes codificantes para colicinas se ha visto que esta
principalmente dado por el sistema de respuesta SOS de E. coli, inducido por dafio al
ADN y mediado por RecA y el represor transcripcional LexA [5]. Por otro lado las
microcinas son bacteriocinas de baja masa molecular (menor a 10 kDa), las cuales
pueden estar codificadas tanto en un plasmido como en el cromosoma de la bacteria
hospedera, son hidrofébicas, resistente a la accion de proteasas, estables al calor y a pHs
extremos, caracteristicas que comparten con algunas de las bacteriocinas producidas por
bacterias del acido lactico (Gram-positivas) [6,7]. Dentro de sus determinantes genéticos
también existen genes codificantes para proteinas de inmunidad especifica para cada
microcina y ademas para sistemas de exportacion tipo ABC totaimente dedicados a este
tipo de bacteriocina. Ademés algunas microcinas estan sujetas a modificacién post-
traduccional, donde los genes codificantes para dicho proceso estdn en los mismos

sisternas genéticos codificantes para 1a microcina.




Dentro de los mecanismos de accion de las bacteriocinas de bacterias Gram-negativas
encontramos una amplia gama, desde actividad nucleasa de ADN, ARNr y ARNt hasta
actividad formadora de poros en la membrana citoplasmatica. Otros blancos de estas
bacteriocinas son el peptidoglicano, como es el caso de la colicina M que posee actividad

muramidasa, o la DNA girasa que es inhibida por la microcina B17 [7].

Escherichia coli no es la Unica bacterla Gram-negativa productora de bacteriocinas, otros
ejemplos se han descrito también en Yersinia pestis (pesticinas), Enterobacter cloacae
(cloacinas), Serratia marcescens (marscecinas), Kiebsiella pneumoanie (klebicinas),
Photorhabdus luminiscencens (lumisinas), Pseudomonas sp. (pyiocinas) y Vibrio sp.
(vibriocinas), las cuales presentan una gran similitud a las colicinas por lo que se les ha
llamado bacteriocinas tipo colicinas [5,7]. Sin embargo en algunas cepas de K
pneumoniae también se ha descrifo la produccion de microcinas, particularmente de una

denominada microcina E492 [8].

1.3. Microcina E492

La microcina E492 (MccE492) es un polipéptido antibittico con actividad formadora de
poros producido por Kiebsiella pneumoniae RYCA492 [8-11]. Se ha mostrado
experimentalmente que este polipéptido tiene efecto bactericida sobre otros miembros de
la familia Enterobacteriaceae, particularmente del género Salmonella, Enterobacter,
Citrobacter, Escherichia y Klebsiella [9]. La forma activa de la MccE492 se encuentra
modificada por la adicion post-traduccional de un siderdforo catecolico en el extremo
carboxilo terminal de la proteina, particularmente de una molécula tipo-salmoguelina [12].
Esta molécula es un trimero ciclico de dihidroxibenzoilserina (DHBS), conocida como
enteroquelina, a la cual se le ha afadido una molécula de glucosa a partir de UDP-

glucosa [13]. La MccE492 al ser reconocida por receptores de siderdforos catecolicos en
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la célula blanco atraviesa la membrana externa hasta alcanzar la membrana

cifoplasmética, donde ejerce su actividad formadora de poros.

1.3.1. Organizacién genética del sistema productor de Microcina E492

Los genes asociados a la produccion, inmunidad, exportacion y modificacion post-
traduccional de MccE492 se encuentran en un fragmento de 13741 pb en el cromosoma
de K. pneumonias RYC492 (accesion number: AF063590, Fig.1), fragmento que ademas
estaria formando parte de una isla gendmica de sobre 20 kb en el mismo cromosoma.
Estos determinantes genéticos han sido clonados y expresados en E. coli, presentando

las mismas caracteristicas fisiologicas que en K. pneumoniae RYC492 [14,15].

A los genes del sistema productor de microcina E492 se les ha denominado mce, por
microcina E, mas una letra. Los genes mceBA conforman una unidad transcripcional de
aproximadamente 600 pb, siendo el gen mceB codificante para la proteina de‘z inmunidad
de 95 aminoacidos y el gen mceA codificante para la microcina E492 de 99 aminoacidos,
con una masa molecular de 9.56 kDa, en su forma no modificada y no procesada [15,17].
Ambos genes estan solapados por 14 nucleétidos, vale decir el sitio el unién al ribosoma 'y
el primer ATG del gen mceA esta interno en el extremo 3’ de meceB. Los genes mceCy
mceD presentan homologia con el locus iroA de Salmonella entérica y E. coli uro-
patogénica, asociados a la sintesis y transporte de salmoquelina en estas bacterias. Por
un lado mceC codifica para una glicosil transferasa, homologa a iroB de S. entérica, la
cual transfiere glucosa desde UDP-giucosa a una molécula de enteroquelina y mceD
codifica para una esterasa de salmoquelina férrica, homéloga a iroD de la misma bacteria,
la cual lineariza el trimero de DHBS glicosilado [17]. El gen mcel codificaria para una
proteina con actividad acetiliransferasa, relacionada a HiyC, del sistema hemolisina de E.

coli [17]. El gen miceJ no muestra homologia con ninguna proteina conocida, sin embargo




mceB orfl.  orfX mceG mceF

mceC mceD mceE mceJ mcel mceH orfK

—>
—>

Figura 1. Sistema genético de produccion de Microcina E492. Los genes coloreados
representan los ORFs con funcién ya descrita. La direccién de las flechas indica la direccion de la
transcripcion. Las flechas negras indican las unidades policistronicas. La estructura de este mapa

esta basada en andlisis de secuencias del cromosoma de K.pneumoniae RYC492 [16].




en conjunto con mcel codifican para un complejo proteico que une covalentemente el
trimero de DHBS C-glicosilade al extremo carboxilo terminal de microcina E492, en el
residuo de serina 84. [17,18]. Estos genes ademas conforman una sola unidad
transcripcional. Los genes mceHG, los cuales conforman también una unidad
transcripicional, codifican para un sistema de secrecion tipo | o exportador ABC, donde
mceG codificaria para una proteina de union a ATP, mientras que mceH codificaria para
la proteina accesoria y que en conjunto con TolC, permiten la exportaciéon dedicada al
medio extracelular de la microcina E482, tanto Ia forma modificada como [a no modificada
[17]. Estos genes también conforman parte del mismo transcrito con los genes mceJl. En
adicion el gen orfX, ubicado 138 pb rfo arriba de mcedJl, también conforma parte de esta
unidad. Es asi como la transcripcién de los genes orfXmceJiHG es iniciada desde el

mismo promotor, rio arriba de orfX (Fig. 1) [17,19].

Respecto a la exportacion de MccE492, ésta puede ser exportada en su forma modificada
como no modificada y como ocurre con los exportadores ABC, el paso del sustrato
(MccE492) al medio extracelular est asociado al reconocimiento especifico de un péptido
sefial y a su posterior clivaje, que en este caso corresponde a un motivo de doble glicina
en el extremo amino-terminal de la proteina, lo que deia una proteina de 84 aminoacidos
[15]. Es asi como en el medio extracelular es posible encontrar microcina no modificada
en su carboxilo-terminal con una masa de 7,887 kDa o modificada post-traduccionalmente
con una masa de 8,7 kDa. Ademas se han descrito ofras formas modificadas de la
microcina y que corresponden a los distintos oligomero de DHBS, tanto monomérica,

dimérica como trimérica, todas glicosiladas [12].

En la célula blanco la MccE492 modificada reconoce € interactia con los receptores de
sideréforos catecolicos FepA, Fiu y Cir localizados en la membrana externa, lo que

acoplado a un gradiente de protones y a la proteina TonB en el espacio periplasmatico
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permite el ingreso de MccE492 hasta la membrana citoplasmatica [20-21]. Es en este
espacio donde la microcina ejerce su actividad formadora de poros, la cual podria estar

asociada a la generacion de oligémero de MccE492 [22].

Otros genes han sido identificados en el sistema productor de MccE492, pero cuyo efecto
en la produccion de MccE492 activa no ha sido dilucidado. Este es el caso de los genes
mceE y mceF, sobre los cuales no se ha podido encontrar mutantes que afecten la
produccion de microcina £492 activa. Se han identificado ademas una serie de pequefios
ORFs con homologia a algunos genes encontrados en los sistemas produciores de
microcinas cromosomales, H47, 147 y M, que se han denominado orfL, orfK, orfS2, orfS3y
orfX [23]. Respecto a orfX, no se le ha encontrado funcion conocida, sin embargo
presenta una fuerte identidad con el gen mchX del sistema productor de microcina H47.
Ei gen mchX se encuentra 68 pb rio arriba de la unidad transcripcional mchiB, siendo el
gen mchi el codificante para la protefna de inmunidad y el gen mchB codificante para la
proteina estructural de microcina H47. mchX tiene un tamafio de 120 pb y codifica para
una protefna de 39 aminoacidos. A través del uso de los genes reporteros phoA 'y lacZ se
demostré que este gen se traduce y que estaria asociado a su propia regulacion,
aumentando su expresion, y a la regulacion de la unidad mchiB [24]. Esto ultimo porque
los genes mchX y mchiB formarian parte del mismo operon, produciéndose una
autoregulacién positiva de michX, lo cual implica también una regulacion positiva de los
genes tio abajo. El gen orfX por su parte se encuentra 137 pb rio arriba de la unidad
transcripcional meeJ! (Fig. 1), genes que estan asociados a la maduracion de la microcina
E492. orfX tiene un tamafio de 108 pb, codificante para una protelna de 35 amino&cidos.
Es posible entonces que orfX pueda tener un efecto regulador de la expresion de los
genes mcedl, y se desconoce si pueda tener un efecto regulatorio sobre la unidad

transcripcional mceBA, la equivalente a mchiB.




1.4. Biologia molecular dela produccién de microcinas

Para el caso de bacteriocinas de bacterias Gram-negativas no son muchos l0s ejemplos
sobre regulacion de la expresion génica asociada a la produccion de ésta. Para el caso de
las colicinas en general se sabe que su produccion esta fuertemente determinada por la
respuesta SOS inducida por dafio al ADN, a través de! represor LexA y la recombinasa
RecA. Sin embargo otras variables ambientales también modulan la expresion de los
operones codificantes para colicinas, como estrés inducido en fase estacionaria, represion
catabélica, respuesta astringente, anaerobiosis, estrés térmico, presencia de tiamina, etc.
[5] Para el caso de las microcinas solo se han descrito algunos ejemplos. La produccion
de las microcinas B, C y J, todas codificadas en plasmidos de algunas cepas de E. coli,
son reguladas dependiendo de la fase de crecimiento [25]. En fase exponencial la
expresion de los operones codificantes para cada uno de estas microcinas es reprimido
mientras que en fase estacionaria es inducido. Respecto a este fenomeno y a la
respuesta a otras variables ambientales se han identificado varios factores
transcripcionales asociado a su regulacion, como Crp, Lrp Ihf, OmpR, el factor o®, H-NS

[25-27].

La produccion de MccE492 activa es dependiente de la fuente de carbono y de la fase de
crecimiento. Particularmente se ha mostrado que su produccion es méaxima cuando las
bacterias son crecidas en medio minimo M9 suplementados con citrato 0 lactato como
fuente de carbono [8,28]. Ademas, a diferencia de todas las otras microcinas descritas, la
MccE492 es producida en su forma activa principaimente en fase exponencial de
crecimiento [8,14], esto pese a que la unidad transcripicional mceBA se expresa durante
todo el crecimiento de la célula, como ha sido mostrado de manera cualitativa por RT-
PCR [29]. Sin embargo pese a que la transcripcién de la unidad mceBA es iniciada desde
un promotor ubicado rio arriba del gen mceB, al eliminarlo la expresion de la microcina se
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mantiene, como fue mostrado a traves del uso de fusiones traduccionales con el gen lacZ.
Esto pone de manifiesto que los puntos de regulacion asociados a la produccion de
MccE492 activa y como esta se relacionan con variables ambientales son de notable
complejidad. En el laboratorio recientemente se han realizado estudios caracterizando el
rol que tendria el hierro a través del factor trancripcional Fur, en la regulacion de la
expresion de los genes de la maduracion mceJ! [19], que demuestran como una variable
ambiental es determinante en la produccion de MccE492 activa. Sin embargo, hay pocos
estudios respecto a la regulacion en la produccién de microcina E492 desde la unidad

transcripcional mceBA.




Hipotesis

- La expresion de la unidad transcripcional mceBA esta regulada por la fase de
crecimiento.

. Existe un promotor alternativo que se localiza al interior de la unidad
transcripcional mceBA..

- El producto codificado en orfX controla la expresion de la unidad transcripcional y

mceBA.
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Objetivo general

A partir de la informacién planteada anteriormente el objetivo de esta fesis es llevar a
cabo estudios acerca de la regulacidn en la produccion de MccE492, especificamente
sobre la expresion de los genes mceBA, codificantes para la proteina de inmunidad y

MccE492, respectivamente.

Objetivos especificos

. Caracterizar de manera cuantitativa, a través de fusiones traduccionales con
genes reporteros, el efecto de la fase de crecimiento sobre la expresion
traduccional de la unidad transcripcional mceBA.

. Caracterizar de manera cuantitativa, través gRT-PCR, el efecto de la fase de
crecimiento sobre la expresion transcripcional de los genes mceB y mceA.

- Establecer puntos de control interno en la unidad transcripcional mceBA asociados
a la produccion de MccE492, particularmente a través de la identificacion de
promotores internos presentes en dicha unidad.

. Caracterizar el efecto de orfX sobre la expresion traduccional de la unidad mceBA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Las enzimas de restriccion, los marcadores de peso molecular para ADN en rango 1kb y
100pb y la T4 DNA ligasa fueron adquiridos en New England Biolabs (Ipswich, MA,

Estados Unidos)

La Tag DNA polimerasa y el anticuerpo anti-B-galactosidasa fueron comprados en

Invitrogen (Carlsband, California, Estados Unidos)

La polimerasa Pfu ultra I, fue adquirida en Stratagene (California, Estados Unidos). Los

desoxirribonucleotidos trifosfato fueron comprados en Omega Bio-Tek (Estados Unidos).
Anticuerpos policlonales anti B-galactosidasa fueron compradaos en Invitrogen.

Antcuerpos secundario anti-rabbit conjugado a peroxidasa (HRP) fue comprado en Santa

Cruz Biotechnology.

Anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado a fosfatasa alcalina fue adquirido en Sigma.
El NBT fue comprador en Sigma-Aldrich

El BCIP fue comprador en US Biological.

El estandar de peso molecular de proteinas para SDS-PAGE fue adquirido en Thermo-

Scientific.

Las membranas de nitrocelulosa VSWP025000 con poro de 0,025 pm fueron adquiridas

en Millipore (Estados Unidos).
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La pelicula autorradiografica X-OMAT BT Film, se obtuvo en Kodak (Windsor, Colorado,

USA).
La agarosa es de Fermelo Blotec (Santiago, Chile).
El cloranfenicol fue comprado en Andrémaco (Santiago, Chile)

La triptona y el extracto de levadura fueron comprados en Mo Bio Laboratories, Inc.

(Carlsbad, California, Estados Unidos).

El cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de amonio, cloruro de calcio, fosfato de
sodio mono y dibasico, fosfato de potasio mono y dibasico, hidroxido de sodio, acetato de
sodio, azul de bromofenol, cloroformo, etanol, metanol, acido acético, isopropanol,

glucosa y peréxido de hidrogeno fueron comprados en Merck (Darmstadt, Alemania).
Ei fenol saturado acido fue comprado en Winkler.
El TRIzol fue comprado en Ambion (Life Technologies).

El sulfato de magnesio fue comprado en Winkler.

D e 0
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El ONPG fue comprado en Sigma.

El B-mercaptoetanol fue comprado en Merck.

La tiamina, acido p-cumérico, TEMED, 2,2 dipiridil fueron comprados en Sigma-Aldrich

(St. Louis, Missouri, Estados Unidos).
La glicina fue comprada en Omnipur.
El Tris fue comprado en Amresco.

Los reactivos de grado técnico: acido acético, etanol y metanol se compraron en TCL
(Santiago, Chile).
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Los casaminoécidos y el agar (Bactoagar) se compraron en Becton (Sparks, Maryland,

Estados Unidos).

La Ampicilina, kanamicina, IPTG se compré en US Biological, Swampscott, MA, USA.
El Cloramfenicol fue comprada en Laboratorios Andrémaco S.A.

La Tetracicilina fue comprada en Benguerel.

La Estreptomicina fue comprada en Laboratorios Chile

La bisacrilamida fue comprada en Amresco.

Los reactivos EDTA, Tween 20, glicerina (glicerol) y X-gal fueron comprados en Winkler

Ltda. (Santiago, Chile)
El SDS fue comprado en Merck.

Las cubetas para electroporacion se compraron en BioRad Laboratories Inc. (Hercules,

California, Estados Unidos).

2.1.2. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas y plasmidos utilizados en este trabajo son listadas en la tabla 1 y 2,
respectivamente. La cepa E. coli ZK1000 fue gentilmente facilitada por el laboratorio del
Dr. Roberto Kolter, Department of Microbiology and Inmunology, Harvard Medical School,

Boston, Massachuseits, USA.
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en esta trabajo

Cepas

Genotipo

Referencia

Escherichia coli

BW25113

JW5437

ZK1000

Top10

DH5a

BL21(DE3)

JacP  rmBru  AlacZwys
hsdR514 A(araBADAHgg)
A(r ha BADLD?B)

BW25113 ArpoS::kan

rpoS::kn

F mecrA A{mrr-hsdRMS-
mrcBC) @80lacZAM15
AlacX74 nupG  recAt
araD139 Aara-leu)7697
galE15 galK16 msL (St")
endA1 N

F endA1 ginV44 thi-1 recA1
relA1 gyrA96 deoR nupG
@80/acZAM15  A(lacZYA-
argF)U169 hsdR17 (r m)
N

F- ompT gal docm lon
hsdSg(re- ms) A(DE3[/acl
facUV5-T7 genel ind1
sam7 min5])

Datsenko y Wanner, 2000.

Coleccion Keilo

Roberto Kolter

Invitrogene

Promega

Novagen
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmido Descripcion Referencia

pHCT79 Cosmido  derivado  de Hohn y Collins, 1980
ColE1. De proposito general
(AmpR, Tet?)
Plasmido con origen de

pACYC184 replicacién  p15A (CmR, Changy Cohen, 1978
Tet®). Proposito general.

pUC18 Plasmido con origen de

pMceBA'-LacZ

pMceBA'-LacZ (A)

pMceBA18'-'LacZ

pMceBA3'-‘LacZ

pMceB'-'LacZ

pMceB86'-'LacZ

pMceB21'-'LacZ

replicacion p15a (Amp’). De
proposito general.

Derivado de pACYC184.
Tiene clonada una fusion
traduccional entre la serina
84 de mceA y lacZ (Cm)

Derivado de pMceBA'-
‘LacZ. Se reemplazd el gen
cat por el gen bia del
plasmido pUC18 (Amp')

Derivado de pMceBA’-
‘LacZ. Posee una fusion
entre Thr 18 de MceA y lacZ
(Cm")

Derivado de pMceBA'-
‘LacZ. Posee lacZ fusionado
al tercer coddn de mceA.

Derivado de pMceBA'-
‘LacZ. Posee lacZ fusionado
al gltimo coddén de mceB.

Derivado de pMceBA'-
YacZ. Posee una fusion
entre Thr 86 de MceB y lacZ
(Cm’).

Derivado de pMceBA’-
‘LacZ. Posee lacZ fusionado
al coddn 21 de meeB.

Gutiérrez, 2012

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabaio

Este trabajo
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pMceB2'-LacZ

pAPBEQ"-‘LaCZ

pAPg-LacZ

pAPBz’-‘LacZ

pReportero

pJAM229

pJAM434

pJi

Derivado de pMceBA'™-
‘LacZ. posee una fusion
entre Thr 2 de MceB y lacZ
(Cm’)

Derivado de pMceBA'-
‘LacZ. Posee una delecion
de 218 pb que elimina el
promotor de la unidad
mceBA y los primeros 36
aminoacidos de MceB (Cm")

Derivado de pMceBA'-
‘LacZ. Posee una delecion
gue abarca solo la region -
35 y -10 del promotor de la
unidad trascripcional
mceBA.

Derivado de pAPga-LacZ.
Posee fusionado /acZ al
segundo codén de mceB.

Construccion sintética que
contiene 90 de la region 5’
de mceB rio arriba del
reportero a-facZ y rio abajo
de un termminador de Ia
transcripcion de  origen
ribosomal. Todo clonado en
pUCS7 entre Xbal y Aval.

Derivado de pHC79. Posee
clonado un fragmento de
13.7 kb que contiene a los
genes dque permiien la
produccion de  MccE492
activa.

Posee un fragmento intermno
Xhol  (6.8kb) invertido
respecto a pJAM228, con el
gen orfX trunco.

Derivado de pJAM434.
Posee los genes
mceA,B,C,D,E y el gen orfX
trunco.

Este frabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Wilkens y cols., 1997.

Wilkens y cols., 1997.

Wilkens y cols., 1997.
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pMccEA492

pT5-orfiX

pOrfX-'LacZ

pUC57

Derivado de pHC7S. Posee
todos los genes del sistema
productor de MccE492, en
la misma orientacién que en
K. pneumoniae RYC492.

Derivado de pUC57. Posee
la region sintética T5-orfiX
clonada en pUC57.

Fusién que contiene flacZ
fusionado al tltimo coddn
de orfX, clonado en
pACY184 {Cm®)

Plasmido obtenido por
digestion con Ascl de pTS-
orfX. Vector vaclo.

Gonzalez, 2011

Este trabajo

Gutierrez S., 201.

Este trabajo

18




Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo

Partidor Secuencia (5’ —» 3’) Observaciones

LacZ-Pelic-F GCTGACACAATGGCGGCCGCGAACCCGTCGTTT  Notl
TACAACGTC

MceA-18-R CCTAGTCCTGGGGCGGCCGCTGGTCTCTCCTGC  Nofi
ACCAAAAGC

MceA-3-R CGTGATGCTAGAGCGGCCGCTTTCTCTCATTCTT  Notl
AGCTCCATTTATTG

MceB-Car-R  GCCCTGTTTGATGCGGCCGCTTGTAAGTATCAC Notl
TACGTTAATTGCTATTGC

MceB-Car-R2 GCTGCTGCCGTGCGGCCGCTTCCCACCAGATAC  Nodl
ACTTTTGTTAATGG

MceB-ATG-R GACTGTAAGGAAGCGGCCGCTTGTCATAAGTTT Notl

mceA real Fw
mceA real Rv
mceB real Fw
mceB real Rv
rrsG real Fw
rrsG real Rv
rpoD real Fw
rpoD real Rv
Del-Pro-F1

Del-Pro-F2

TATCCGTTAACTGAAGC

GCAGGAGAGACCGATCCAAATACT
ACAGGGATGGGGACATTTACAGGA
TTTCTTTTCAGTCATGGCGTTCTG
ACCGTAACTTCCCACCAGATACAC
CTGGTCTTGACATCCACGGAAGTT
TCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTC
TGCCGAAGCAGTTTGACTACCT
TTTCCGACCACGGCTTGTTCAT
GGTCTGGTCGTAAGCTTGCAGAGAACGCGAAAC  Hindlll
AAAGTTATTGT

CGTGCTGCGTGAAGCTTATCAATGCGCTTCAGT  Hindlll
TAACGG
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Del-Pro-R CGGTGGTTACGCAAGCTTCGGCGCTTGATACGA Hindlll
TGTG

P3' GCCTGACACAGGTTACATAAAAGACTG

En negrita se muestra la secuencia reconocida por le enzima de restriccion correspondiente
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2.2. Métodos

2.2.1. Medios de cultivo

Medio minimo M9 suplementado. Na;HPO, 6 g/L, KHPO, 3 g/L, NaCl 0.5 g/L, NH4CI 1
g/lL, suplementado con CaCl, 0.1 mM, MgSOx7H:O 1mM, tiamina 4 pg/mL,
casaminoacidos 0.1% piv, glucosa 0.2% p/v. En casos particulares se agregd ademas

citrato 0.2% p/v.

Medio LB. Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10g/L y NaOH 3.5 mM

final.
Placas LB agar. Medio LB suplementado con 1.5% p/v de Bactoagar.

Placas LB agar X-gal. Placas LB agar fueron suplementadas con 40 pg/mL final de X-gal

preparado previamente en dimetilformamida.
Agar blando. Medio LB suplementado con 0.7 % pfv de bactoagar.

Placas de césped. Sobre placas LB-agar se agregaron 4 mL de agar blando inoculado

con 200 pL de un cultivo de noche de E. coli BL21 (DE3).

Antibiéticos. Cuando fue necesario, los medios de cultivo fueron suplementados con los
antibiéticos correspondiente a las siguientes concentraciones finales: ampicilina 100
pg/mL, cloramfenicol 50 pg/mL, kanamicina 50 pg/mlL, estreptomicina 50 pg/mbL y

tetraciclina 10 pg/mL preparados segtin lo descrito por Sambrock y Russel, 2001 [30].
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2.2.2. Deteccién de actividad anfimicrobiana

La actividad bactericida fue evidenciada al picar colonias de los clones de interés sobre un
césped sensible de E. cofi BL21(DE3) crecido durante toda la noche (O.N.) en medio LB
suplementado con los antibioticos correspondientes a 37°C. Las placas fueron incubadas
durante toda la noche a 37°C para luego registrar la aparicion de halos de inhibicién sobre

el césped sensible.

2.2.3. Extracci6n y purificacién de acidos nucleicos

2.2 3.1. Extraccion de ADN plasmidial (mini preparacién)

Para la extraccion de plasmidos a partir de volimenes bajos de cultivo (5 mL) se utilizd

E.Z N.A.® Plasmid DNA Mini Kit | (OMEGA bio-tek), segln las instrucciones del fabricante.

2.2.3.2. Extraccion total de ARN

Diferentes cepas de E. cofi transformadas con el plasmido portadores de distintas
fusiones de facZ a la unidad transcripcional mceBA fueron crecidas en medio minimo MS
suplementado con glucosa, a 220 rpm y 37°C. A Ia fase de crecimiento indicada se
tomaron 30 mL de cultivo y fueron centrifugados a 7000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se
descarté el sobrenadante, el precipitado de células fue congelado en un bafio de metanol,
previamente enfriado a -80°C, y luego guardado a -80°C hasta su uso. Sobre el
precipitado se agregaron 3 mL de TRIzol® y un volumen equivalente de ~0.5 mL de perlas
de vidrio de 0.1 mm. Los fubos fueron agitados en un vortex durante 6 a 8 minutos para
resuspender y romper las células. Luego se agregaron 0.6 mL de cloroformo frio y se dejo
incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. La mezcla fue repartida en tubos
eppendorf y luego se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se retir6 la fase

acuosa y se transfirio a otro tubo. Sobre este tubo se agregé 1 volumen de Isopropanol
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frlo para precipitar el ARN. E! tubo se agitd por inversidn hasta homogeneizar la mezcla y
se dejé a temperatura ambiente por 15 minutos. Se centrifugd a 14000 rpm por 15
minutos a 4°C y se removié el sobrenadante. Para eliminar las sales y los restos de
isopropanal se lavo el precipitado de ARN con 750 pL de etanol 70% frio y se mezcld por
inversion. Se centrifugd nuevamente a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C y se descarto el
sobrenadante. Se dejo secar a temperatura ambiente hasta que no hubiese rastros de
etanol. Se resuspendié el precipitado de ARN en 30 pL de agua libre de RNAsas (Life
Technologies™) y finalmente se procedi6 a medir su concentracion en un
espectrofotémetro Nanodrop. La integridad del ARN obtenido fue analizada en un gel de
agarosa 1%. La presencia de ARN ribosomales (ARNr) vista como dos bandas definidas
(23S y 16S) fue indicador de que no hubo degradacién del ARN durante la extracclon.

Una vez verificado esto, los tubos fueron guardados a -80°C hasta su posterior uso.

2 2 4. Electroforesis de 4cidos nucleicos

ARN, ADN plasmidial, productos de PCR y digestiones con enzimas de restriccion fueron
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa. La electroforesis se llevé a cabo
en una camara horizontal utilizando amortiguador TAE (Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20
mM, EDTA 2mM). La composicion de agarosa varié dependiendo del tamafio del acido
nucleico a analizar, desde 1 a 2% de agarosa disuelta en amortiguador TAE. Para cargar
la muestra en el gel se utilizd amortiguador de carga (10mM Tris-HCI, 0.03% azul de
bromofenol, 60% glicerol, 60 mM EDTA) en una proporcion 1:1 en relacion al volumen de
ADN. Para poder evidenciar las bandas, el gel, tefiido previamente con GelRed™

(Boitium), fue colocado en un transiluminador UV y luego fotografiado.
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2.2.5. Tratamiento con enzimas de restriccion y ligacion de fragmentos de ADN

Para digerir fragmentos de ADN se utilizaron 10U de enzima para 500 ng de plasmido. El
tiempo de digestion fue desde 3 hrs hasta toda la noche a 37°C, dependiendo de la

enzima de restriccion utilizada.

Para la reaccion de ligacién de fragmentos de ADN el buffer correspondiente se diluy6 10
veces en un volumen total de 20 pL el cual incluia ademas 2 L de T4 DNA ligasa. Para
propositos de clonamiento se utilizaron cantidades equimolares de inserto y de vector (70
fmol), digeridos previamente con la enzima de restriccion correspondiente. El tiempo de
ligacién fue de al menos una hora a temperatura ambiente (~20°C) o incluso durante toda
la noche a la misma temperatura. Una vez pasado el tiempo el producto de ligacion fue

luego transformado sobre distintas cepas quimiocompetentes de E. coli.

2.2.6. Amplificacién de fragmentos de ADN por PCR

En un volumen total de 50 L se agregaron 5 pL de amortiguador de PCR 10X, 1,5 pL de
MgCl, 50mM, 1 pL de dNTP 10mM, 2,5 pL de partidores 10 yM, 50-100 ng de tempiado y
0,5 pL (2.5U) de Tag DNA polimerasa. Las condiciones 6ptimas de amplificacion fueron
las sigulentes: 5 minutos a 95°C para denaturar completamente el templado y luego 30
ciclos de 45 segundos a 95°C para denaturar el ADN, 30 segundos a (Tm-5)°C para la
hibridacién con los partidores y 90 segundos a 72°C para la elongacion. Finalmente se
incub6 durante 5 minutos a 72°C. Para la amplificacion de fragmentos de gran tamafio
(sobre 4 kb) y para clonamiento se reemplazo la enzima Taq por una Pfu Ulira li Fusion
HS DNA polymerase (Agilent Technologies), la cual posee una tasa de error 20 veces
menor que fa Tag DNA polimerasa. En 50 pL de reaccidon se agregaron 5 pL de
amortiguador Pfu (incluye MgClp), 1,25 pL de dNTP, 1 L de partidor 10 uM, 100 ng de

templado y 1 pL de Pfu DNA polymerase. El programa estandar fue: 16 minutos a 95°C y
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luego 30 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a (Tm-5)°C y 30 segundos/kb a

72°C. Finalmente se incubd 5 minutos a 72°C.

Para PCR de colonia el protocolo es esencialmente el mismo al descrito anteriormente
con la diferencia que no hay un templado purificado. Se mezclaron todos los componentes
para el PCR en un tubo y luego se suspendid una fraccién de colonia bacteriana fresca
sobre la solucién. Se prosiguié con el programa de PCR antes descrito para la Tag

polimerasa.

2.2.6.1. Deleciones por PCR

A partir del plasmido pMceBA-lLacZ y pAPps-LacZ se generaron una serie de
mutaciones por delecion a través de PCR utilizando partidores divergentes. Los partidores
utilizados contienen ademas sitios de restriccion para digerir y luego autoligar. El producto
de PCR fue purificado desde un gel de agarosa, digerido con las enzimas de restriccién
correspondientes y finalmente aufoligado y transformado en diversas cepas

quimiocompetentes de E. cofi.

2.2.7. Preparacién de células quimiocompetentes

A partir de un pre-indeulo de E. cofi crecido O.N. a 37°C se inocularon 50 mL de medio LB
en una dilucién 1/100. El cultivo fue crecido hasta alcanzar una D.Oggo de 0.5-0.7 y fue
colocado en hielo por 5 minutos. El cultivo fue luego centrifugado a 7000 rpm por 30
minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el precipitado de células fue resuspendido
en 15 mL de una solucién de CaCl-MgCl, 20mM-80mM previamente enfriada en hielo.
Las células fueron precipitadas nuevamente a 7000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se
descartd el sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 4 mL de CaCl, 0.1M

previamente enfriado en hielo. Finalmente se agregaron 70 uL. de DMSO, se mezclo y la
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solucién fue alicuotada en volimenes de 50 pL. Los tubos fueron guardados a -80°C

hasta su posterior uso.

2.2.8. Transformacién de bacterias por golpe de calor

50 pL de celulas quirﬁiocompetentes fueron descongeladas en hielo. Luego sobre estas
se agregaron entre 50 y 100 ng de plasmido y se mezclé suavemente. Los tubos se
dejaron incubando en hielo durante 30 minutos. Pasado ese tiempo se aplicé un golpe de
calor incubando las células durante 45 segundos a 42°C. Las células fueron luego
devueltas al hielo y mantenidas durante 3 minutos. Finalmente se agregaron 500 pL de
medio LB y se dejo incubando en agitacion durante una hora a 37°C. Una vez transcurrido
ese tiempo se plaquearon entre 100 y 200 pL de células transformadas en placas LB
suplementadas con el antibiético correspondiente y se dejaron creciendo durante toda la

noche a 37°C.

2.2.9. Deteccion de ARNm por qRT-PCR

2.2.9.1. Tratamiento con DNAsal

Para eliminar cualquier traza de ADN presente en la solucion de ARN purificado se tratd
esta con DNAsal (Life Technologies™) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el
tratamiento se utilizaron 8 U de DNAsa | para 10 ug de acido nucleico y se dejo
incubando durante 1 hora a 37°C. Luego para eliminar la DNAsa | de la solucién, se diluyé
la solucién con 4 volumenes de agua libre de nucleasas seguido por un volumen de fenol
acido/cloroformo 1:1 y se agité vigorosamente en un vortex. Se centrifugd a 14000 rpm
por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa se retiro y se colocd en otro tubo. Para precipitar el
ARN se agrego 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2y se agité suavemente.
| uego se agregé 1 volumen de isopropanol frio, la mezcla se agité por inversion y se dejé

incubando por 15 minutos a temperatura ambiente. Luego la solucion se centrifugd a
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14000 rpm por 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se descarto y el precipitado de ARN se
lavo con 750 pL de etanol 70%. La solucién se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos a
4°C, el sobrenadante se descarté y el precipitado se dejo a temperatura ambiente hasta
que no hubiese rastros de etanol. Finalmente el precipitado fue resuspendido en 30 pL de
agua libre de nucleasas, se midi6 su concentracion y se revisé su integridad en un gel de

agarosa. Los tubos fueron guardados a -80°C hasta su posterior uso.

2.2.9.2. Sintesis de ADNc

Para la etapa de transcripcion reversa se utilizo Superscript® Il First-Strand Synthesis
SuperMix for gRT-PCR (Life Technologies™) con “random primers” (componentes del kit),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reaccion de transcripcion reversa se
utilizaron 1,5 ug de ARN y se dejo por 30 minutos a 50°C. La reaccion fue detenida a
80°C por 5 minutos y luego los fubos fueron colocados en hielo por 10 minutos.
Posteriormente para eliminar cualquier traza de ARN unido a ADNc la solucion fue tratada
con RNAsa H por 20 minutos a 37°C. El ADNc fue guardado a -20°C hasta su posterior
uso. Paralelamente se aplic el mismo tratamiento a la misma cantidad de ARN pero sin
transcriptasa reversa, como control del tratamiento de DNAsal. Si el tratamiento con
DNAsal fue efectivo estas muestras sin RT no debiesen amplificar durante la etapa de

PCR.

2.2.9.3. Amplificacién por PCR en tiempo real

Para llevar a cabo la reaccién de PCR se utilizo el equipo Agilent Mx3000P gPCR system.

La reaccién de PCR fue llevada a cabo en tubos de 200 pi con tapa transparente (TCL,
Tecnologia y Ciencia) utilizando SensiMix™ SYBR Hi-ROX Kit. La mezcla de reaccién fue

preparada segtn las indicaciones del fabricante, utilizando 100 ng de ADNc de templado y
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50 nM de partidor en 20 pL de reaccion. Los partidores utilizados son mostrados en la
tabla 3. El programa de PCR fue el siguiente: 95°C por 10 minutos para la activacion de la
polimerasa y luego 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 15 segundos y 72 °C por

15 segundos.

2.2.9.3.1, Especificidad de los partidores

Una vez terminada la reaccién de PCR se registra la disminucion de fluorescencia
respecto a un aumento de temperatura desde los 70 hasta los 94°C. Luego se grafica la
variacién de fluorescencia respecto a la variacion de temperatura como funcion de la
temperatura (-AF/AT v/s T) lo que debiese generar un Uunico pico solo si los partidores
generaron un solo amplicon. Este pico tendra una temperatura determinada
principalmente por el largo del amplicon y por el contenido G-C de este. Cualquier
inespecificidad de los partidores sera evidenciado por la presencla de mas un pico en el
mismo grafico con distinta temperatura, sugiriendo la presencia de mas de un producto de

PCR.

2.2.9.4. Cuantificacién de expresién génica relativa

Para cuantificar la expresion génica a nivel transcripcional se utilizo el método planteado
por Pfaffl, 2001 [31,32]. El modelo matematico permite calcular una relacion de expresion
de un gen de interés en una condicién experimental (tratada) comparada a una situacion
control (no tratada), todo relativo a la expresion de un gen de referencia en las mismas
condiciones. Se espera que la expresion del gen de referencia sea invariable en estas
condiciones. Los parametros de comparacién son el Ct (cycle treshold) para cada
condicion y la eficlencia del PCR para cada partidor. La ecuacion para dicho modelo es la

siguiente:
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N EiACti
Relacién = ErACt

Donde los sublndices iy rindican gen de interés y de referencia respectivamente,
E = Eficlencia del PCR (0.9 - 10) Yy AC = (C{ {control) — C, (tratadg)).

El gen de referencia permite nomalizar cualquier variacion de expresion observada en el
gen de interés, descartando asi cualquier error experimental. En todos los casos se
utilizaron genes de referencia cuya expresién se observé experimentalmente que era

invariable en las condiciones tratadas.

2.2.9.5. Cuantificacion de la actividad -galactosidasa

El protocolo seguido es similar al desctito por Miller, 1992. Los ensayos de Miller fueron
realizados todos en triplicado. En la fase de crecimiento indicada se tomaron entre 0,1y
0,5 mL de cultivo previamente enfriado en hielo. Estos fueron disueltos en Buffer Z (60mM
Na,HPO, 40 mM NaH,POp2H,0, 10 mM KCi, 1mM MgS80.,x7H,O, 50mM p-
mercaptoetanol), hasta completar 1 mL de solucion. Sobre ésta se agregaron 20 yl de
SDS 0.1% y 20 pL de cloroformo, para permeabilizar las células, mezcla que fue luego
agitada por 15 segundos en un vortex y posteriormenie equilbrada en un bafo
termorregulado a 30°C por 5 minutos. Pasado ese tiempo se agregaron 200 L de ONPG
4 mg/mL previamente enfriado en hielo y la reaccion se detuvo cuando la solucién se
torné de color amarilla, agregande 500 pL de NaCOj; 1M, registrando el tiempo desde

que se agregd el ONPG hasta que la reaccion fue detenida.

Luego los tubos fueron centrifugados por 2 minutos a 14000 r.p.m. Se tomd el
sobrenadante y se registrd la absorbancia a 420 nm (longitud de onda a la cual absorbe el

o-nitrofenol) y a 550 nm, para asegurarse que no hay células en e! sobrenadante, las
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cuales pueden dispersar luz, alterando asi la absorbancia a 420 nm. La actividad §-
galactosidasa fue calculada utilizando Ia siguiente ecuacion:

Agz0%1000

Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller) = Ao X EXV
600

Donde A4z corresponde a la absorbancia a 420 nm, Agoo @ la absorbancia a 600 nm, t el
tiempo que demora la solucion en tornarse amarilla (en minutos) y V el volumen de

muestra (en mililitros).

2.2.9.6. Extraccion total de proteinas

A la DOgy Indicada se tomo un volumen equivalente al reciproco de la DO, con el fin de
tener en cada extraccion para cada fase de crecimiento una cantidad similar de células.
Este volumen fue centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 100 pL de buffer de carga (63 mM Tris-
HCI, glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0.0025%, B-mercaptoetanol 5%, pH 6,8).
La solucién fue calentada a 95°C por 5 minutos y 10 pL del extracto total fueron cargados

en un SDS-PAGE al 10%.

2.2.9.7. Inmunoblot

2.2.9.7.1. Electrotransferencia

Para poder observar especificamente las proteinas de interés se realiz6 una transferencia
tipo Western. Para esto el gel fue lavado con abundante agua destilada una vez
terminada la electroforesis. Luego, este junto con la membrana de nitrocelulosa, fueron
incubados con amortiguador de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM y 20%
metanol) por aproximadamente 5 minutos. El cassetffe de fransferencia junto con las
esponjas fue incubados en el mismo amortiguador. Sobre la esponja del casselte se
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colocaron 3 tres capas de papel filtro. Luego sobre éstas capas se colocé ila membrana de
nitrocelulosa y sobre ésta el gel. Finalmente sobre el gel se colocaron ofras tres capas de
papel filtro, el cassette fue cerrado y colocado en una camara de electrotransferencia. La
camara fue llenada con amortiguador de transferencia y se procedio a transferir a 300 V'y

400 mA (corriente constante) por 90 minutos a -20°C.
2.2.9.7.2. Desarrollo inmunolégico

Una vez terminada la transferencia la membrana fue incubada toda la noche en leche
descremada al 5% en TBS-Tween (Tris-HC! 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.1%, pH
7.5) a 4°C. Al dia siguiente la membrana fue lavada tres veces por 10 minutos con TBS-
Tween e incubada por una hora con anticuerpo primario (anti-B-galactosidasa) diluido
1000 veces en leche 5% (10mL). Luego la membrana fue lavada tres veces por 10
minutos con TBS-Tween e incubada por una hora con anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa o fosfatasa alcalina, diluido 5000 veces en leche 5%. Finalmente la membrana
fue lavada tres veces con TBS-Tween antes de revelarla. Para poder detectar [a proteina
GroEL (control de carga) la membrana fue lavada toda la noche con TBS-Tween. La
membrana fue incubada por una hora con anticuerpo anti-GroEL diluido 10000 veces en

leche 5%. Luego se incub6 con anticuerpo el secundario como se describio anteriormente.
2.2.9.7.3. Revelado por quimioluminiscencia

Para evidenciar la presencia de la proteina de interés la membrana fue incubada en una
solucién que contenia 10 mL de amortiguador Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0, 50 yL de luminol
250mM (en DMSO), 25 pL de acido p-cumarico 90 mM (en DMSO) y entre 3-5 UL de
peréxido de hidrégeno, para iniciar la reaccién de quimiolumniscencia. La membrana fue

expuesta ante un film autorradiografico entre 5 y 60 segundos dependiendo de la cantidad

de proteina existente en la muestra inicial.
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2.2.9.7.4. Revelado por fosfatasa alcalina

Para evidenciar la presencia de la proteina GroEL como control de carga la membrana fue
incubada con 10 mL de buffer FAL (Tris 100mM, NaCl 100 mM y MgCl; 5 mM) por 5
minutos. Luego la membrana fue incubada con otros 10 mL de FAL que contenian 66 pL
de NBT 1.5% (en dimetilformamida 75%) y 33 pL de BCIP 1% (en dimetilformamida
100%). Se esperd hasta que aparecieran bandas color violeta y la reaccién se detuvo con

agua destilada.
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3. RESULTADOS

3.1. Unidad transcripcional mceBA

Los genes mceBA conforman una sola unidad transcripcional de 572 pb pero que se
solapan estando por 14 nucleétidos y cuyo promotor se encuentra rio arriba del gen mceB
(Fig. 2). Ambos genes estan solapados, no estan en el mismo marco de lectura para la

traduccion.

El gen mceB posee un tamafio de 287 pb que codifica para la proteina de inmunidad de
10.94 kDa y el gen mceA posee un tamafic de 299 pb y codifica para la microcina E492

de 9.56 kDa en su forma no procesada.

Mediante experimentos de RT-PCR se determiné que ambos genes conforman una
unidad transcripcional y que esta unidad se expresa tanto en fase exponencial como
estacionaria de crecimiento [29], sin embargo no existen datos cuantitativos respecto a su

expresion transcripcional y traduccional.

Para estudiar de manera cuantitativa la expresion de los genes mceBA se utilizé el gen
reportero facZ. Se generd una fusion fraduccional entre el codon nimere 84 del gen mceA
y el reportero lacZ, obtenido desde pPelican. A dicha fusion se le denominé MceBA'-‘LacZ
(Fig. 3). Esta fue clonada en el plasmido pACYC184, generando el plasmido pMceBA'-
‘LacZ. Este plasmido fue transformado sobre distintas cepas de Escherichia coli y se
realizaron ensayos de B-galactosidasa segin los descrito por Miller (1992) para poder
cuantificar la variacion de la expresion traduccional de los genes mceBA en distintas

condiciones.
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RBS

mceB

Figura 2. Unidad transcripcional mceBA. P indica el promotor de la unidad transcripcional
meceBA, +1 indica el sitio de inicio de la transcripcion (STS) para dicha unidad y RBS indica el sitio

de unién al ribosoma para cada ORF.
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RBS
P +1

mceB

Figura 3. Esquema de la fusion traduccional MceBA'-'‘LacZ. El gen reportero /acZ esta
fusionado traduccionalmente al codén 84 de mceA. Como consecuencia de esto, la traduccién de

lacZ depende del RBS y ATG de mceA.
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Para tener un panorama general se evalué como varia la expresion de la fusion MceBA'-
‘LacZ durante 24 horas de crecimiento. Para ello la cepa E. coli BW25113 portadora del
plasmido pMceBA'-'LacZ fue crecida en medio minimo M9 suplementado con glucosa
0.2% coﬁo fuente de carbono a 37°C y se tomaron muestras a distintos tiempos para

realizar los ensayos B-galactosidasa (Fig. 4)

Se observa que durante las primeras 5 horas de crecimiento (fase exponencial) no existe
una variacién importante en la actividad B-galactosidasa, sin embargo pasado este tiempo
comienza a aumentar significativamente la expresién de la fusibn MceBA'-'LacZ, hasta
alcanzar en fase estacionaria un valor de entre dos a tres veces los valores obtenidos en
fase exponencial (después de 10 horas de crecimiento). Al parecer existiria, por lo menos
a nivel traduccional, una induccién o un aumento en la expresion de la fusibn MceBA'-
‘LacZ hacia fase estacionaria. Dado este aumento en fase estacionaria de crecimiento se
estudid el efecto que podria tener el factor sigma de fase estacionaria (c°) sobre la
expresion de los genes mceBA. Para ello se utilizé una cepa mutante ArpoS, denominada
E. coli JW5432, obtenida desde la coleccion Keio. Esta cepa fue transformada con el
plasmido pMceBA~‘LacZ y se realizaron ensayos B-galactosidasa a distintos tiempos

durante su crecimiento (Fig. 5).

Como puede observarse no existe una importante variacion sobre la actividad observada
en la cepa mutante ArpoS (JW5432) respecto de la cepa parental (BW25113). Solo para
algunos tiempos se encontraron diferencias estadisticamente significativas, las cuales no

son mayor a 1.5 veces.
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Figura 4. Actividad B-galactosidasa de la fusion MceBA'-‘LacZ durante el crecimiento de E.
coli BW25113. En (A) se muesira la variacidon de la actividad 3-galactosidasa en Unidades Miller
(UM) durante 24 hrs de crecimiento y en (B) la correspondiente curva de crecimiento. Densidad
dptica a 600 nm (DOgo) expresada en escala logaritmica. Cada punto corresponde a 3 muestras

independientes.
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Figura 5. Andlisis de la expresion de la fusién MceBA-LacZ en un hospedero ArpoS. Los
circulos negros muestran la variacion en la actividad B-galactosidasa de la cepa BW25113 (rpoS™)
y los circulos blancos sobre la cepa E. coli JW5432 (ArpoS). En (B) se muestra la curva de
crecimiento para cada cepa. DOgg expresada en escala logaritmica. Cada punto corresponde a

tres muestras independientes. *p<0.05.
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En la figura 4B se muestra que tampoco existe mayor efecto en la cinética de crecimiento
de la cepa ArpoS. Al hacer este mismo experimento sobre ofra cepa mutante del mismo
gen, pero esta vez generada por transposicion (E. coli ZK1000, R. Kolter), se observa el
mismo efecto (dato no mostrado), mostrando que no hay efecto del fondo genético del

hospedero sobre la expresion de la fusion MceBA'-LacZ.

Estos resultados indican que el factor ¢° no estaria asociado al aumento en la expresion

de los genes mceBA en fase estacionaria.

Una posible explicacion es que este aumento en fase estacionaria esté relacionado a la
variacion en la concentracion de algun nutriente en el medio, como la fuente de carbono,
de nitrégeno o alglin micronutriente, como hierro, magnesio, etc, y que esta variacion

tenga un efecto sobre la actividad de algin regulador de la expresion génica.

3.2. Efecto del citrato sobre la expresion de la fusién MceBA’-‘LacZ

Antecedentes previos muestran que la produccion de microcina E492 activa estd

modulada por la fuente de carbono presente en el medio [8, 28]. Particularmente se ha
demostrado que la condicion éptima para la produccion de MccE492 activa es creciendo
K. pneumonaie RYC492 en medio minimo M9 suplementado con citrato. El mismo efecto
se observa en cepas de E. coli recombinantes portadoras del sistema productor de
MccE492. Estos estudios fueron hechos titulando la actividad de MccE492 producida y no

se cuantifico la expresion génica a nivel trascripcional y traduccional [8,28].

Por esta razén se evalud el efecto que podria tener el citrato sobre la expresion de la
fusion MceBA'-LacZ. Para ello se crecié un cultivo de E. coli BW25113 pMceBA’-'LacZ en
medio M9 suplementado con glucosa 0.2% y citrato 0.2%. Paralelamente se crecié el

mismo cultivo en medio M9 suplementado solo con glucosa como fuente de carbono (Fig.
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8). Y se tomaron muestras en fase exponencial (Exp.) temprana, tardia y estacionaria de

crecimiento.

Se observa que la expresion de la fusion MceBA'-'LacZ es similar en ambas condiciones
de crecimiento, con vy sin citrato, aunque levemente incrementada (1,2 veces en fase
estacionaria) en presencia de citrato en el medio. Este resultado muestra que a nivel de la
expresion traduccional no existiria un efecto importante sobre la produccion de MccE492
en presencia de citrato. Es decir el citrato no tendria un efecto sobre la sintesis de
MccE492, pero es probable que el efecto observado en términos de produccion de
microcina E492 activa sobre células crecidas en medio suplementado con citrato pueda
estar asociado a la regulacién de la expresién/produccion de otros genes del sistema
productor de MccE492 como pueden ser los genes de la maduracion Esta posibilidad no
sera revisada en esta tesis. Cabe recordar que los puntos de regulacion pueden ser
variados ya que la produccién de microcina E492 activa involucra sintesis, modificacion

post-traduccional y exportacion.
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Figura 6. Efecto del citrato sobre la expresion de la fusion MceBA’-‘LacZ. Se tomaron

muestras en tres fases de crecimiento distintas. Exponencial temprana (DOgg 0.5), exponencial

tardia (DOgoo 1), estacionaria (24 hrs de crecimiento). *p<0.05, **p<0.01.
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3.3. Busqueda de un posible promotor interno en la unidad transcripcional
mceBA ‘

Como se menciond anteriormente, se ha descrito experimentalmente por RT-PCR que los
genes mceBA conforman una unidad transcripcional, cuyo promotor, determinado a partir
de experimentos de Primer Extension, se encuentra rio arriba de mceB. Sin embargo al
analizar la secuencia del gen mceB utilizando el servidor Virtual Footprint se encuentran al
menos tres posibles promotores tipo 6’ de la ARN polimerasa (Fig. 7). Esto podria sugerir
la presencia de un promotor intemo en el gen mceB que estd controlando
diferencialmente la transcripcion del gen mceA. Uno de los promotores se encontraria en

los primeros 80 pares de bases de mceB'y los otros dos en [os tltimos 100 pb de mceB.

Para demostrar experimentalmente la funcionalidad de estos posibles promotores se
realizaron una serie de deleciones a partir de la fusidn MceBA'-‘LacZ utilizando PCR con
partidores divergentes, direccionados en contra de la region a eliminar. La primera
delecion generada abarca el promotor de la unidad mceBA (Pg) vy los primeros 80 pb de
mceB. A esta nueva fusion se le denomind APggy'-LacZ (Fig. 8). Como se puede observar
existe una disminucidon de mas de 100 veces en la actividad $-galactosidasa obtenida en
la fusion APggy’-‘LacZ. Ademas, en el inmunoblot revelado por quimicluminiscencia, no se

logrd registrar la presencia de B-galactosidasa.

Este resultado indica que al menos en la region rio abajo de los primeros 80 pb de mceB

no habria regidn alguna que pemmita el inicio de la transcripcion.
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Figura 7. Posibles promotores interno en el gen mceB. Los promotores encontrados por Virtual
Footprint corresponden solo a la secuencia -10 reconocida por la subunidad o’ de la ARN
polimerasa, ya que esta region seria la mas conservada en los promotores reconocidos por este
factor sigma. Bajo el esquema se muestran estas posibles secuencias -10 para los tres posibles
promotores, P4, P, y Pa, internos en mceB. P, corresponde al promotor de la unidad transcripcional
mceBA. Se muestra la secuencia -10 obtenida a partir de la matriz de peso desde el servidor

Virtual Footprint.

43




(A)

(B)

Po

1e+5

1e+4 4

1e+3 4

1e+2

Actividad B-galactosidasa (UM)

mmm pMceBA'-'LacZ

— pAPRgQ*-'LacZ I

1e+1

Exp.temprana Estacionaria

Fase de crecimiento

(C)

Fase de crecimientn

Exp. Temprana Estacionaria

P -P P =P

B-gal ' ‘
GroEL ) ,.. ‘.

Figura 8. Evaluacién de los posibles promotores P2’ y P3’ en la fusion APgg’-‘LacZ. En (A) se

muestra la region eliminada por PCR divergente (corchete) para generar la fusion APggy'-'LacZ. En

(B) el ensayo de Miller expresado en escala semi-logaritmica. En (C) se muestra el inmunoblot con

anticuerpos anti-B-galactosidasa y anticuerpos anti-GroEL como control interno del inmunoblot.
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Sin embargo, si se elimina solo la regioén promotora de la unidad mceBA (Po) y se dejan el
gen mceB completo, los niveles de expresion son comparables al de la fusién MceBA'-

‘LacZ (Fig. 9).

Para aseguramos que el resultado anterior (Fig. 9) es debido a un promotor interno en
meceB y no a algun posible promotor rio arriba del promotor Py, se genero una nueva
fusion a partir de APga-LacZ, en la cual facZ es fusionado traduccionalmente al primer
codén de mceB (Fig. 10A). Esta fusion elimina toda la unidad mceBA, dejando solo el
primer codon de mceB. A esta nueva fusion se le denomindé APg;-'LacZ. Si el efecto
mostrado en la figura 9 es debido a un promotor interno en meeB, en la fusion APgy-‘LacZ
no debiese haber expresion, ya que no contiene el gen mceB. Por el contrario si el efecto
visto en la figura 9 es dado por un promotor rio arriba de Py, en la fusién APgs'-LacZ

debiese haber expresion.

Con esta ultima fusion se observa una pérdida absoluta en [a expresion traduccional, lo
cual descarta que rio arriba del promotor de la unidad mceBA (P) exista otro promotor, y
ademas sugiere fuertemente que en los primeros 80 pb de la region codificante de mceB
existe un promotor, ya que al eliminar tanto esta regién como el promotor Py la expresion
traduccional cae drasticamente. Sin embargo al eliminar solo el promotor Py la expresién

es comparable a la de la fusion MceBA’-'LacZ.

Para comprobar que la region interna en los primeros 80 pb de mceB contiene un
promotor, independiente y suficiente para el inicio de la transcripcién, se disefid una
construccion sintética desde la cual dicha regién de 80 pb fue aislada y clonada rio arriba
del reportero a-facZ (Fig. 11), contenido en el plasmido pUC57. A este plasmido se le

denomind pReportero.
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Figura 9. Evaluacién del posible promotor P1 en la fusién APg,’-‘LacZ. En (A) se muestra el
esquema de la region eliminada. A esta nueva fusion se le denominé APgs-'LacZ. Esta fusion
conserva el STS de la unidad mceBA y el RBS de mceB. En (B) el ensayo de Miller
correspondiente. A través de analisis de t-student no se encontraron diferencias significativas entre

la fusion MceBA'-‘'LacZ y APgs-'LacZ en las tres fases de crecimientos estudiadas (p>0.1).
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Figura 10. Evaluacion de la fusion APg,’-‘LacZ. En (A) se muestra un esquema de las regiones
eliminadas (corchetes) para generar la fusion APg;-'LacZ. Esta nueva fusién no contiene el
promotor Py y solo deja el RBS y el primer ATG de mceB fusionado traduccionalmente a /acZ. En
(B) se muestra el ensayo de Miller correspondiente. En (C) se muestra el inmunoblot

correspondiente.
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Este plasmido fue usado luego para fransformar E. coli DH5a, cepa que posee el genotipo
lacZAM15, el cual contiene y expresa la porcion w-lacZ, para la a-complementacion. Si la
region de 80 pb permite el inicio de la transcripcién, la porcidn a-facZ se expresaray en un
hospedero facZAM15 se observara actividad B-galactosidasa, mediante la aparicién de
colonias azules en una placa LB suplementada con X-gal como sustrato (Fig. 12). Como
se observa ademés en la figura 11, la region de 80 pb esta flanqueada por dos sitios
BamHI, esto con el propésito de realizar un control vacio para la posible region promotora.
La digestién con BamHlI, autoligacion y transformacion de E. cofif DH5a con el resultante
plésmido debiese dar colonias blancas sobre una placa LB suplementada con X-gal (Fig.

12). A esta segundo plasmido se le denominé pAP-Reportero.

La construccién pReportero en E. coli DH5a generd solo colonias azules en placas LB X-
gal. Por el contrario, al transformar pAP-Reporterc en la misma cepa se observa solo la
aparicién de colonias blancas (Fig. 12). Estos resultados muestran que en los primeros 80
pb de mceB existe una region promotora (P;) y que de manera independiente permite el
inicio de la transcripcion de cualquier region que este rio abajo. En el caso particular de Ia

unidad meceBA, involucraria una expresion/transcripcion diferencial del gen mceA.
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promotora

Figura 11. Esquema de la construccion sintética P1-reportero. La posible regién promotora fue
flanqueda con dos sitios BamH| para poder eliminarla y realizar un control vacio. La construccion
posee ademas un terminador ribosomal localizado rio arriba del posible promotor, para asegurar
que la expresion de a-lacZ esta dada exclusivamente por esta region de 80 pb y no por alguna
secuencia que se encuentre en el vector pUC57. Este fragmento fue clonado entre los sitios Xbal y
Aval de pUCS57, para dar origen al plasmido pReportero. Abreviaciones: X: Xbal, A: Aval, B:

BamHl.
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Figura 12. a-complementacién para pReportero y pAP-Reportero. E. coli DH5a fue
transformado con pReportero o con pAP-Reportero y 26 colonias de cada una fueron picadas

sobre una placa LB suplementadas con X-gal.
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Dada la existencia de este segundo promotor interno en mceB, surge la pregunta si este
promotor genera el mismo patron de transcripcién que el promotor Po. Para responder
aquello se realizaron analisis de los niveles de ARNm a través de qRT-PCR, comparando
los niveles de transcritos de fase estacionaria respecto a fase exponencial de crecimiento.
Para la etapa de gPCR se utilizaron partidores que amplifican el gen mceB y el gen mceA
por separado y se compararon sus patrones de expresion se compararo en fase

exponencial (DOsqg 0.7) y estacionaria de crecimiento (24 hrs) (Fig. 13).

La expresion transcripcional del gen mceB no varia significativamente en fase
estacionaria respecto a fase exponencial, sin embargo los niveles de ARNm del gen mceA
muestran un aumento promedio de 11.5 veces hacia fase estacionaria respecto de la fase
exponencial. Estos resultados sugieren que ademas de existir un promotor interno en el
gen mceB, éste responde diferencialmente, al menos en la fase de crecimiento, lo que se
traduce en un patrén diferencial de expresion traduccional del gen mceA, generando

mayor cantidad de MccE492 en dicha fase.
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Figura 13. Expresion transcripcional de los genes mceBA en fase exponencial y estacionaria
de crecimiento. Se exirajo ARN total desde E. coli BW25113 pMceBA'-‘LacZ crecida en medio LB,
en fase exponencial (DOgq 0.7) y estacionaria de crecimiento (DOgg 2.7). En (A) se muestra un
esquema de la regién amplificada para cada reaccion de gPCR, en la cual p1y p2 amplifican el
gen mceB y p3 y p4 amplifican el gen mceA. El templado utilizado fue el plasmido pMceBA’-'LacZ.
P1 indica la regiéon promotora en los primeros 80 pb de mceB. En (B) se grafica la variacion en los
niveles de ARNm de mceB y mceA en fase estacionaria respecto a fase exponencial de
crecimiento, todo normalizado por un control interno. En este caso fue rpoD, el cual se demostro
experimentalmente que su expresion no varia en las condiciones tratadas (para mas detalles ver la
seccion Materiales y Métodos). Cada valor corresponde al promedio de tres experimentos
independientes. Significancia estadistica dada por valores de p-value < 0.05. p (mceA) = 0.938, p

(mceB) = 0.034. El grafico fue generado utilizando el software REST® 2009 [32].
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3.4. Fusién de JacZ a distintas regiones de la unidad transcripcional mceBA

Como se mostré anteriormente existe un promotor interno (P4} en mceB el cual comanda
diferencialmente la expresion del gen mceA, y que responde a la fase de crecimiento, a
diferencia del promotor de la unidad mceBA (Py). A partir de esto, se decidio evaluar que
ocurre a nivel traduccional con la expresién comandada por el promotor Py. Para ello, se
fusioné lacZ al primer coddn de meceB, dejando solo el promotor Py, el RBS de mceB y su

primer ATG. A esta fusidn se le llamo MceB2'-‘LacZ (Fig. 14).

En fase exponencial, la fusion MceB2'-'LacZ presento valores comparables a los de la
fusion MceBA'-‘LacZ, con una leve variacion. Esta diferencia puede estar relacionada a
gue en la fusion MceBA'-‘LacZ la traduccion de /facZ estd dada por el RBS de mceA,
mientras que en la fusion MceB2'-‘LacZ la traduccion esta dada por el RBS de mceB.
Puesto que ambos sitios de unidn al ribosoma son distintos, se podrian generar patrones
de expresién traduccional distintos. Sin embargo existe una diferencia importante en fase
estacionaria. En la fusion MceB2'-LacZ no se observa un aumento significativo de la
expresion en esta fase, a diferencia de la fusion MceBA'-'LacZ donde el aumento es al
menos de dos veces. Este resultado es consistente con los analisis transcripcionales
mostrados en [a figura 17, donde se puede ver que los niveles de ARNm de mceB no
aumentan significativamente en fase estacionaria a diferencia de mceA. La variacion
observada al comparar la fusion MceBA'-‘LacZ con MceB2'-'LacZ se deberia a dos
efectos: el efecto dado por dos RBS distintos y por la presencia del promotor interno en

meeB, el cual responde a la fase de crecimiento.
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Figura 14. Expresion traduccional de la fusion MceB2’-‘LacZ. En (A) se muestra la region
eliminada por PCR divergente (corchete) para generar la fusion MceB2'-'LacZ. La nueva
construccion posee lacZ fusionado al primer coddn de mceB, la cual conserva el RBS de mceBy el

promotor de la unidad mceBA (Py). En (B) el ensayo de Miller correspondiente. *p<0.05, **p<0.01.
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Se decidi6 evaluar si existe un efecto en la expresién de la fusion de facZ a distintas
regiones internas de mceB. Para ello se comparo el patrén de expresion traduccional de
la fusion MceB2'-‘LacZ con dos fusiones internas en mceB, como la fusién MceB21'-'LacZ
y MceB'-LacZ, las cuales poseen /acZ fusionado al codén 21 y 95 de meeB,
respectivamente. En ambos casos se observa una disminucion importante en la expresion
(Fig. 15) de entre 5 y 10 veces, respecto de la fusion MceB2'-LacZ, a lo largo de todo el
crecimiento. Este efecto es observado tanto en ensayos de Miller como en inmunoblot. EI

mismo efecto es observado al fusionar /acZ al codén 86 de mceB (resultado no mostrado).

Para complementar este estudio, se fusiond /acZ al gen mceA, de tal manera que su
expresion traduccional ahora dependa del RBS y el ATG de dicho gen (Fig. 16). Al
fusionar facZ al codon 3 y 18 de miceA la expresion traduccional aumenta en fase

estacionaria y en una magnitud similar a la fusion MceBA'-'LacZ.

Este resultado es interesante, puesto que el codon 3 de mceA esta exactamente en la
misma region del coddon 95 de mceB (fusidon MceB'-LacZ), teniendo en consideracion que
ambos genes conforman una unidad bicistronica. Se observa una disminucion en la
expresion traduccional en las fusiones traduccionales que estan en el mismo marco de
lectura con mceB o que depende del RBS y ATG de este gen, pero al hacer fusiones en
la misma region de la unidad transcripcional pero cuya traduccion depende del RBS de
mceA, la expresion traduccional aumenta. Estos resultados sugieren un grado de
regulacién posf-transcripcional o traduccional asociado a la expresion de los genes

mceBA.
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Figura 15. Fusion de /acZ a distintas regiones de mceB. (A) Regiones eliminadas (corchete)
para fusionar /acZ al codon 21 y 95 de mceB. (B) Comparacion de la expresion traduccional de las
fusiones MceB2'-‘LacZ, MceB21'-‘LacZ y MceB'-‘LacZ. **p<0.01, comparando la fusién MceB2'-
‘LacZ con Mce21'-‘LacZ y MceB'-‘LacZ, para las tres fases de crecimiento estudiadas. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entres las fusiones MceB21’-‘LacZ y MceB'-
‘LacZ, en las tres fases de crecimiento estudiadas (p>0.1) (C) Inmunoblot correspondiente a cada

ensayo de Miller utilizando anticuerpos anti B-galactosidasa y anti GroEL como control interno.
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Figura 16. Fusion de lacZ a distintas regiones de mceA. (A) Esquemas de las regiones
eliminadas (corchetes) para fusionar /acZ a los codones 3 y 18 de mceA. La fusién MceBA3'-'LacZ
es similar a la fusién MceB'-‘LacZ, ya que en ambos casos lacZ esta fusionado a la misma region
del ARNm, pero en la primera la traduccion de /acZ depende del RBS de mceA, mientras que en la
segunda depende del RBS de mceB. (B) Comparacion de la expresion traduccional de las fusiones

MceBA'-‘LacZ, MceBA3'-‘LacZ y MceBA18'-'LacZ. *p<0.0, **p<0.01.
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Para estudiar si la disminucién en los niveles de proteina observado en las fusiones de
lacZ a mceB estan asociadas a una disminucion en los niveles de ARNm, se hicieron
analisis de qRT-PCR utilizando partidores para el gen mceB y se compararon los niveles
de transcritos del plasmido pMceBA~‘LacZ y pMceB'-'LacZ en fase estacionaria (Fig. 17).
Se observa una disminucién significativa de 3 veces en la cepa portadora del plasmido
pMceB'-LacZ respecto a la fusion MceBA'-LacZ. Este fenémeno se repite al utilizar una

fusién de facZ al coddn 86 de mceB (dato no mostrado).

Estos resultados sugieren una disminucion en la estabilidad del ARNm de la unidad

mceBA cuando no se inicia la traduccion de mceA,

Estos resultados permiten plantear una hipétesis en que la estabilidad def ARNm de la
unidad mceBA depende de la traduccién de mceA o de mceB, vale decir, la degradacién
del ARNm de esta unidad estaria dependiendo del acoplamiento traduccional existente

entre mceB y mceA.
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Figura 17. Expresién transcripcional de la fusion MceBA’-‘LacZ vs MceB’-‘LacZ. Las células
portadoras de los plasmidos pMceBA'-LacZ y pMceB'-‘LacZ fueron crecidas hasta fase
estacionaria en medio M9 suplementado con glucosa desde donde se exirajo ARN total. Para el
gPCR se utilizaron partidores que amplifican solo el gen mceB, utilizando las fusiones MceBA'-
‘LacZ y MceB'-‘LacZ como templado. Se grafican los niveles de transcritos de la fusion MceBA'-
‘LacZ comprada con la fusion MceB'-‘LacZ, todo normalizado por la expresion del gen rrsG.en
ambas muestras (para mas detalles ver seccion Materiales y Métodos). La desviacion estandar
corresponde a tres replicas independientes para cada fusion. p = 10, El grafico fue generado

utilizando el software REST® 2009 [32].
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3.5. Efecto de los productos génicos del sistema productor de MccE492 sobre la
expresion de los genes mceBA

Estudios anteriores mostraron que el fenotipo de inmunidad otorgado por el producto del
gen mceB podria tener un grado de regulacién por otros componentes del sistema
productor de MccE492 [33]. Sin embargo no existe un estudio que muestre en qué punto
radica esta regulacion. Por ello se estudié el efecto que podria tener la presencia de los
demas genes del sistema productor de microcina E492 sobre [a expresion de los genes
mceBA. Para ello se co-transformd la cepa BW25113.pMceBA’-LacZ con distintos
plasmidos recombinantes portadores de distintas versiones y regiones del sistema

productor de microcina E492.

El primer plasmido que se prob6 fue pJAM229 el cual contiene todos los genes del
sistema productor de microcina E492, clonados en el cdésmido pHC79 (Fig. 18), con
excepcidén de mceF, que tiene una delecién de la regidn amino terminal. Como control
vacio se co-transformé la cepa BW25113 pMceBA'-LacZ con el césmido pHC79. Se
observa una notable disminucién de al menos 10 veces en la expresién traduccional de
los genes mceBA en la cepa co-transformada con el plasmido pJAM229 respecto del
vector vacio. Para acotar cuales podrian ser el o los genes regulan la expresion de los
genes mceBA se utilizé el plasmido pJdl, que contiene solo parte del sistema productor
(Fig. 18). El plasmido pJl posee solo los genes mceAB,C,D,E y el gen orfX trunco,
clonados en el cosmido pHC79. Se observa que no existe mayor variacion en la expresion
de los genes mceBA en presencia del plasmido pJl, sugiriendo que al menos los genes
que se encuentran clonados en este plasmido no estarian asociados a la regulacion de [a
expresion de los genes mceBA, y que por lo tanto el efecto observado con el plasmido
pJAM229 estd asociado a la presencia de alguno de los genes que no estan clonados en

pdl.
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Figura 18. Efecto del sistema productor de MccE492 sobre la expresion de la fusion MceBA-
LacZ. (A) Sistema JAM229. Este contiene todos los genes del sistema productor de MccE492 tal y
como en el cromosoma de K. pneumoniae RYC492 pero con una delecion del gen mceF en la
region amino-terminal (estrella). (B) Se co-transformé la cepa E. coli BW25113 con los plasmidos
pMceBA'-LacZ y pJAM229 y se realizaron ensayos B-galactosidasa a distintas fases de

crecimiento. Como control vacio se utilizo el cosmido pHC79, vector donde fue clonado el sistema

productor de microcina E492.
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Figura 19. Efecto del sistema JI sobre la expresion de los genes mceBA. (A) Esquema del
sistema clonado en pJl. Este posee solo los genes mceABCDE del sistema productor de MccE492.
Este plasmido confiere inmunidad a MccE492 pero no produce microcina activa. (B) Se co-
transformoé la cepa E. coli BW25113 con los plasmidos pMceBA'-'LacZ y pJl y se realizaron

ensayos B-galactosidasa en distintas fases de crecimiento.
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3.6. Efecto de OrfX sobre la expresion de los genes mceBA

Los resultados anteriores muestran que alguno de los componentes del sistema

productor de MccE492 tiene un efecto negativo sobre la expresion traduccional de la
fusion MceBA-LacZ, y que estos reguladores no estan en los genes presentes en el
sistema pJl. Dentro de las microcinas de origen cromosomal, el sistema genético de
produccién de la microcina H47, producida por E. coli H47, presenta un alto grado de
similitud con el sistema productor de microcina E492 (Fig. 20). Tanto su organizacion
transcripcional como su distribucién genética son muy similares [34]. En relacién a esto, el
gen orfX, ubicado rio arriba de los genes mced!, presenta un alto grado de identidad con
el gen mchX del sistema productor de microcina H47. Este Ultimo esta ubicado rio arriba
de la unidad transcripcional mchiB, equivalentes a la unidad mceBA del sistema productor
de microcina E492. Estudios previos demuestran que el producto codificado en mchX
regula la expresion de los genes mchiB, y que ademas se autoregula [24]. Esto nos lleva
a pensar que el producto codificado en orfX podria tener un rol regulatorio sobre la

expresion génica, en este caso de los genes mceBA.

Para explorar esta posibilidad se utilizo el plasmido pUC57 el cual contiene clonado el gen
orfX rio abajo del promotor T5, inducible por IPTG y rio arriba de un terminador de la
transcripcion del fago T7, todo clonado en pUCS7 (Fig. 21). Esta construccién se llamo
pT5-0rfX y se utilizd para co-transformar E. coli BW25113.pMceBA’-'LacZ. Se realizaron

ensayos B-galactosidasa e inmunoblot en presencia y ausencia de IPTG.

En la figura 21 se observa que hay una disminucion de dos a fres veces en la actividad -
galactosidasa cuando el medio es suplementado con 1mM de IPTG. Esta disminucion se
condice con una disminucidn en los niveles de proteinas lo cual se observa utilizando

anticuerpos anti-B-galactosidasa.
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Figura 20. Comparacion de los sistema productores de Microcina E492 y Microcina H47. Los

colores indican el homologo funcional para cada gen de ambos sistemas. En gris los genes cuya

funcién no ha sido establecida.
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Figura 21. Efecto de orfX sobre la fusion MceBA’-‘LacZ. En (A) se muestra un esquema de la
construccion sintética T5-orfX. (B) Efecto de la construccion T5-orfX sobre la fusion MceBA'-‘LacZ.
La barra gris muestra la cepa E. coli BW25113 pMceBA'-'LacZ pT5-orfX crecida en presencia de
1mM de IPTG y la barra negra sin IPTG. En (C) un inmunoblot en las mismas condiciones. Como

control interno del inmunoblot se utilizo GroEL. *p<0.05, **p<0.01.
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Si el producto codificado en orfX tiene un efecto negativo sobre la produccion de
microcina E492, se espera que esta disminucién en la produccion lleve también a una

disminucién en la actividad bactericida.

Para comprobar esta hipotesis, se co-transformaron las células portadoras del plasmido
pMccE492 con el plasmido pT5-oriX-33AM. El primer plasmido contiene todo los genes
asociados a la produccién de MccE492 activa, tal como se encuentran en el cromosoma
de K. pneumoniae RYC492, mientras que el segundo contiene el fragmento T5-o0rfX
clonado en el plasmido p33AM, un plasmido derivado de p13A, que es compatible con los
plasmido portadores del sistema productor de microcina E492 activa, los cuales son
derivados de ColE1. Colonias de esta cepa y de otras en las que se reemplazd el
plasmido pT5-orfX-33AM por p33AM, como control vacio, fueron picadas sobre un césped
sensible de E. coli BL21(DE3) crecido en una placa LB suplementada con 2 mM de IPTG.
Se midid el halo de inhibicién de crecimiento sobre el césped sensible utilizando el
software ImageJ y se graficaron los resultados como porcentaje de area respecto al
control vaclo (Fig. 22). Aunque se aprecia una disminucion en el area del halo de
inhibicién en la cepa que sobre expresa orfX, esta no es significativa. Se realizé el mismo
experimento, pero utilizando el plasmido pJAM434 como sistema productor de MccE492.
En este sistema se observa un efecto mas marcado que el observado con el sistema
pMccE492, con una disminucién a un 37.5% respecto al control vacio (Fig. 23). El sistema
JAM434 contiene todos los genes asociados a la produccién de MccE492 activa sin
embargo un fraghento de 6.8 kb, que contiene a los genes mceJIHGF y parte de orfX, se
encuentra invertido respecto al sistema clonado en pMccE492 (Fig. 23). Como
consecuencia de esto, se genera un promotor débil que disminuye la expresion de los

genes de la maduracién (mceJ!) y deja a orfX trunco.
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Figura 22. Efecto de OrfX sobre la produccién de Microcina E492 activa. (A) sistema clonado
en pMccE492. Este se encuentra tal como en el cromosoma de K. pneumoniae RYC492 con el gen
mceF restaurado respecto a JAM229 (ver Fig. 1). (B) Se picaron 55 colonias sobre un césped
sensible de E. coli BL21(DE3), luego utilizando el software ImageJ se midieron los halos de

inhibicién generados. p>0.1.
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Figura 23. Efecto de OrfX sobre el sistema productor JAM434. En (A) se muestra un esquema
del sistema JAM434. En éste un fragmento Xhol (6.8kb) esta invertido respecto a los clonados en
pMccE492. Esto deja a los genes mceJIHG y orfK invertidos y a orfX truncos. (B) Se picaron 55
colonias de E. coli BW25113 pJAM434 pT5-orfX-33AM y E. coli BW25113 pJAM434 p33AM sobre

un césped BL21(DE3). p<0.05.
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El efecto final es que la produccién de MccE492 activa disminuye, posiblemente por una

disminucion en la expresién de los genes de la maduracion y de la exportacion.

Al co-trasformar con el plasmido pT5-0rfX-33AM una cepa portadora del sistema JAM434
se complementa el efecto generado por orfX sobre la expresion de los genes mceBA, ya
que este sistema no contiene a la version activa de orfX. Este contrasta con el caso del
sistema clonado en pMccE492, donde este efecto no es observado posiblemente porque
este sistema ya expresa onfX de manera activa, de manara que su efecto regulatorio
sobre mceBA esta "titulado”. Es por ello que en el caso de pJAM434 se observa esta
disminucién significativa en el &rea del halo de inhibicién, pues la expresion de orfX

provendria solo desde pT5-orfX-33AM.

3.6.1. Efecto del hierro sobre la expresion de la unidad mceBA

Trabajos previos en el laboratorio establecieron que orfX conforma una sola unidad
transcripcional con los genes de la maduracién mcedJ!, encontrandose rio arriba de éstos
(Fig. 1) y con el promotor rfo arriba de orfX. se demostré que la expresion de los genes
de la maduracion mceJ! es afectada por los niveles de hierro en el medio a través del
factor transcripcional Fur. Los experimentos se realizaron utilizando fusiones
traduccionales de /acZ al primer codén de mceJ, en cepas mutantes Afury en presencia o
ausencia de hierro en el medio [19]. Si el hierro tiene un efecto sobre la expresion de los
genes mceJ/ también la deberia tener sobre la expresion de orfX, ya que ambos
conforman una sola unidad transcripcional. Para comprobar esta suposicion se crecieron
célutas portadoras de la fusion traduccional pOrfX'-‘LacZ, la cual contiene facZ fusionado

al primer ATG de orfX, en presencia y ausencia del quelante de hierro dipiridil (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto de la carencia de hierro sobre Ia expresién de orfX. Cepas de E. coli Top10
portadoras de la fusion OriX-'LacZ, la cual contiene facZ fusionado al ultimo codén de orfX,

fueron crecidas en presencia o ausencia del quelante de hietro 2,2 dipiridil (200 pM). **p<0.01.
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Se observa un importante aumento en la expresion traduccional de esta fusién, fo que
indica que el hierro, a través de Fur, reptime la expresion de orfX al igual como ocurre en
la fusién MceJ1’~‘LacZ. Este ultimo resuitado es interesante ya que hace pensar sobre la
existencia de un circuito regulatorio que involucre al hierro y la expresion de los genes

mceBA a través de OrfX.
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4. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la regulacion de la produccién de microcina
E492 y su proteina de inmunidad, especificamente a nivel de la regulacion de la expresion
de los genes mceBA. Unos de los aspectos a estudiar fue el efecto del citrato en la
produccion de microcina E492 y el comportamiento en distintas fases de crecimiento,
examinando la expresion de los genes mceBA. Tanto para K. pneumoniae RYC492 como
para cepas de E. coli portadoras de los sistemas productores de MccE492 la produccion
de MccE492 activa aumenta por la presencia de citrato en el medio de cultivo y también
durante fase exponencial [8,28]. En este trabajo mostramos que pese a que la presencia
del citrato es determinante en la produccion de MccE492 activa, este no afecta
significativamente la expresion de los genes mceBA (Fig. 6). K. pneumoniae utiliza el
citrato como fuente de carbono, pues posee codificado en su cromosoma, al igual que en
Salmonelia enterica y en la mayoria de las enterobacterias descritas, los genes asociados
al transporte de citrato. Sin embargo en el caso particular de E. cofi esto no es asi. Solo
algunas cepas recombinantes o portadoras de plasmidos que contienen los genes para el
transporte del citrato pueden metabolizarlo [35,36]. Es decir, el efecto dado por el citrato
no estarfa asociado a su metabolismo como fuente de carbono ya que las cepas de E. coli
que utilizamos en el laboratorio no crecen utilizando solo citrato como fuente de carbono.
Un fenémc:zno que sin embargo es ubicuo en enterobacterias es el transporte de citrato-
farrico [35,37]. En este caso el citrato forma un complejo con el ion Fe® y a través de una
cascada de sefializacion mediada por las proteinas FecABCDE pemnite el ingreso de
hierro al citoplasma de la bacteria, pero no de citrato. Una de estas proteinas, Fecl, es
considerado como un factor sigma altenativo, cuya produccién esta mediada por los
niveles de hierro en la célula y el cual al unirse a la RNA polimerasa permite la
transcripcion de los genes asociados al transporte de hierro desde el extracelular hasta el

citoplasma. De esta manera, este sistema podria ser una alternativa que medie la
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produccién de microcina E492, a través de la regulacion de la expresién de algunos de los

genes del sistema productor de MccE492.

Respecto a la dependencia de la fase de crecimiento, a través del uso de fusiones
traduccionales con facZ, demostramos que [a produccion de microcina E492 aumenta en
fase estacionaria de crecimiento. Dicho aumento no guarda relacion con el factor sigma
de fase estacionaria (c%), como se demostrd al estudiar la fusién MceBA-‘LacZ en un
hospedero ArpoS (Fig. 5). Este aumento de expresién en fase estacionaria se demostro
que responde a un segundo promotor (P4) interno en mceB, que le otorgarfa a mceA un
patrén de expresion diferencial respecto de mceB, pese a que ambos conforman una sola
unidad transcripcional (Fig. 2). Los expetimentos con las fusiones MceBA'-'LacZ y APga-
‘LacZ (esquema resumen, Fig. 26) demostraron que este promotor es interno en mceB, y
que responde a fase estacionaria. Por otra parte, con la fusién MceB2'-LacZ, cuya
transcripcion esta dirigida solamente por el promotor de la unidad mceBA (Pg), no se
observo el aumento en fase estacionaria (Fig. 26). Este efecto es corroborado por un
analisis transripcional a través de qRT-PCR (Fig. 13). De esta manera se muestra como el
gen mceB se expresa constitutivamente tanto a nive! transcripcional como traduccional,
en ambas fases de crecimiento, mientras que la expresion transcripcional de mceA
responde a la fase de crecimiento aumentado en fase estacionaria lo que se traduce en
mayor cantidad de proteina MccE492 en esta fase. Las consecuencias fisiologicas de este
aumento en fase estacionaria son aln desconocidas pero podrian estar asociadas a la
agregacién de la MccE492, la cual se ha mostrado que forma fibras amiloides
principalmente en fase estacionaria. Esta agregacién contribuye importantemente a la
perdida de actividad bactericida en esta fase, ya que se ha demostrado que estas fibras
no tienen actividad bactericida [38]. En forma andloga se ha descrito que la formacién de

fibras curli, un tipo de fibra amiloide asociadas a adhesion celular y la generacion de
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biopeliculas en E. coli, ocurre en fase estacionaria. La generacion de biopeliculas es una
consecuencia de la perdida de motilidad celular. Esta pérdida esta dada por la generacion
de cascadas regulatorias que responden a sefiales ambientales, en la cual participan
reguladores de la expresion de los componentes del flagelo (operon fIRDC), (P)PPGpp, &l
factor o°, acumulacion del mensajero c-di-GMP, y reguladores de la produccién de los
componentes de las fibras curli (genes csgBAC). En general durante la entrada a fase
estacionaria existe inhibicion en la produccién de los componentes del flagelo v una
induccion en la produccién de los componentes de las fibras curli, mediado en gran parte
por el factor o® [39,40]. E! efecto final como respuesta ai estrés fisiologico propio de fase
estacionaria es la disminucion en la produccién de flagelo, por tanto en la motilidad, y en
el aumento en la produccion de fibras curli y por tanto en la adhesion celular lo que lleva
finalmente a la agregacion celular. Es posible entonces que el aumento en la produccién
de MccE492, como fibra amiloide, contribuya o esté relacionado a la agregacion celular

en K. pneumoniae RYC492 en fase estacionaria.

Otro fenémeno interesante se observa al fusionar /acZ a distintas regiones de la unidad
transcripcional mceBA (esquema resumen, Fig. 26). Al fusionar el reportero a los codones
21 y 95 de mceB la expresion traduccional cae de 5 a 10 veces durante todo el
crecimiento respecto de la fusion MceB2'-LacZ. Sin embargo, al fusionar facZ a los
codones 3, 18 y 84 de mceA la expresion traduccional se recupera respecto a MceBA'-
‘LacZ. Al comparar los niveles de ARNm de mceB de la fusion MceB'-‘LacZ respecto a la
fusién MceBA-LacZ, estos caen 5 veces. Este resultado transcripcional es importante
pues la proteina de la inmunidad MceB es una proteina integral de membrana [41]. Este
hecho puede ser determinante en los niveles de actividad B-galactosidasa obtenidos, pues
el hecho de que la quimera MceB-'LacZ se direccione a la membrana puede afectar la

tetramerizacion de la enzima y por lo tanto la actividad de esta [42]. También puede
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ocurrir que al eliminar ciertas regiones de la proteina de inmunidad, como en las fusiones
MceB21-'LacZ y MceB'-LacZ, la quimera pueda ser mas proclive a degradacion
proteolitica, lo que explicaria los bajos hiveles de proteinas observados en los
inmunoblots (Fig. 15C). Sin embargo, la disminucion significativa de los niveles de ARNm
en estas fusiones, hace pensar en otras posibilidades (Fig. 17). Un modelo para explicar
este fenémeno es que la estabilidad del ARNm de la unidad transcripcional mceBA
dependa del acoplamiento traduccional de ambos genes, la cual se perdi6 en la ausencia
de traduccion de mceA. Esto pemnitiria que la célula produzca menos protefna de
inmunidad cuando por ejemplo no se traduce o no produce microcina E492. En cambio,
cuando se estd produciendo MccE492 activamente la produccién de proteina de
inmunidad aumenta. El acoplamiento ftraduccional en operones es un fendmeno
caracteristico en bacteria lo cual permite mantener una relacién constante entre las
proteinas producidas desde el mismo operan, todo en el contexto de una sefial ambiental

y la generacién de un fenotipo particular [43].

Respecto al sistema productor de MccE492 se demostré que existen componentes en
este que regulan negativamente la expresion de la unidad mceBA. Particularmente
mostramos el rol regulatorio del gen orfX sobre la expresion de los genes mceBA. Se
demostré que el producto codificado en orfX tiene un efecto represor en la expresion de la
fusion MceBA'-LacZ, lo que se traduce en una disminucién en la produccion de MccE492
activa (Fig. 21-23). En esta tesis y en otros trabajos se establecié que la exprt:zsién de los
genes de la maduracion meceJl y orfX esta regulada por la disponibilidad de hierro en el
medio de cultivo [19]. Esto genera un circuito regulatorio donde el hierro a través del
represor Fur reprime la expresion de oriX'y de los genes meedl, lo que genera una mayor
expresion y produccion de MccE492 cuando hay disponibilidad de hierro, como es en la

fase exponencial.
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Dado que el efecto de OrfX sobre la produccion de MccE492 se evalud solo a nivel
traduccional, tanto con ensayos B-galactosidasa, inmunoblots como el efecto in vivo en
cepas portadoras del sistema productor de MccE492, no es posible saber en qué punto de
la regulacién de la expresion génica actia. No sabemos si actia sobre la franscripcion o
traduccién, o en algtn paso intermedio entre ambos procesos. Al hacer analisis de
dominios de union a ADN no se encontraron ninguno de los tipicos dominios, como
clerres de leucina, a pesar que OrfX contiene leucinas en las posiciones 7, 14, 21 y 28. Si
es que OrfX se une el ADN, es posible que lo haga en forma de oligébmero, ya sea con
subunidades de la misma proteina o de otras proteinas, pues OrfX tiene una baja masa
molecular (3.81 kDa), ademas no es posible afirmar que el efecto visto con los sistemas
productores de MccE492 sobre la expresion traduccional de la fusion MceBA’-LacZ (Fig.
18, 19) este dado unicamente por ei producto codificado en el gen orfX. Esta propuesta se
sustenta en que la disminucidn en la expresion traduccional de la fusion MceBA'-‘LacZ en
presencia de todo el sistema productor de MccE492 es de almenos de 10 veces, en tanto
cuando se sobrexpresa orfX la disminucion es solo entre dos a tres veces. Estos
resultados sugiere que podrian existir otros componentes del mismo sistemna productor de
MccE492 que independientemente o en conjunto con OrfX afecten la produccion de

MccE492.

En su conjunto los resultados nos permiten plantear un modelo sobre [a regulacién en la

expresion de los genes mceBA por OrfX (Fig.27), El efecto de OrfX sobre la expresion de
los genes mceBA ocurre probablemente sobre el promotor Py, ubicado rio arriba de la
unidad mceBA, ya que si bien es cierto al inducir la expresion de orfX la expresioén de la

fusion traducccional MceBA-'LacZ disminuye, tanto en fase exponencial como
estacionaria, aun existe un aumento en fase estacionaria en estas condiciones. Puesto

que el aumento en esta fase estaria dado por el promotor interno en dicha unidad (P4), es
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posible entonces que OrfX actie a nivel del promotor Py disminuyendo los niveles de
mRNA de dicha unidad, mientras el promotor P4 sigue respondiendo a fase estacionaria.
Este efecto de OrfX seria mayor en ausencia de hierro 0 en un medio pobre para este
elemento, ya que la expresion de orfX, medida a nivel traduccional, es aumentada en
ausencia de hierro. Por lo tanto es esperable que al disminuir la cantidad de hierro en el
medio, la cantidad de MccE492 producida también disminuya en conjunto con la proteina
de inmunidad, debido al efecto que OrfX tiene sobre el promotor Pe. Es probable que al
disminuir los niveles de hierro en el medio el efecto general en la bacteria sea “priorizar” la
sintesis de los sistemas de captacién de hierro, como los del sistema Ent, asociado a la
produccion de enteroquelina, mas que la produccion de MccE492 activa u oftros
elementos que no serian esenciales en dichas condiciones, Por otro lado el promotor P4
pareciera no responder a los niveles de hierro. Dicho promotor interno podria responder a
factores transcripcionales que a su vez responden a cambios en las condiciones del
medio, como pH, osmolaridad, disponibilidad de nutrientes, oxidacién, etc. Este fendmeno

es reminiscente al el de rpoS, codificante para el factor o°, cuya expresion aumenta en
fase estacionaria. Este gen conforma una unidad transcripcional con el gen nipD, el cual
estd ubicado rio arriba de rpoS [44]. Intemo en nipD existe un promotor que es el que
permite el aumento en la expresion de rpoS en fase estacionaria, mientras que ei
promotor de la unidad transcripcional, el cual esta rio arriba de nipD, mantiene constante

la transcripcion. Dicho promotor interno (Pres) responde a factores trancripcionales tales

como Fis, el cual reprime la transcripcion de rpoS en fase exponencial. Por otro lado el
sistema de dos componentes BarA/UvrY activa la transcripcion de rpoS en fase
estacionaria, actuando sobre este promotor [44,45]. Respecto de tener promotores en

tandem frente a la unidad mceBA, es plausible pensar que al bajar la transcripcion desde

el promotor Py, por ejemplo por accién de OrfX, existe una menor grado de “interferencia
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franscripcional’ entre las RNA polimerasas, es decir al haber menos RNA polimerasas
transcribiendo desde P, existe menor interferencia con la unién de RNA polimerasa a P1.
E| fenémeno de interferencia transcripcional ha sido ampliamente descrito en la levadura
Saccharomyces cerevisiae [46,47], en donde un promotor ubicado rio abajo de otro,
presenta una baja tasa de union de la RNA polimerasa, dado por el constante flujo de esta
enzima desde el promotor rio armriba. Al haber una disminucién en la actividad
transcripcional del promotor rio arriba se permite la unién de la RNA poilmerasa al

segundo promotor, activando la transcripcion desde este promotor [47].

Es complejo establecer el papel biolégico que juega el aumento de Mcc492 en fase
estacionaria. Como se planted anteriormente, es posible que el aumento en la produccion
de MccE492, asociado a la produccion de fibras amiloides, puede tener un efecto en la
formacion de bio-peliculas en fase estacionaria, como ocurre con las fibras curli de E.
coli, las cuales también conforman fibras amiloides en esta fase. Es probable ademas
que la agregacion amiloide de la MccE492 disminuya el efecto deletéreo que puede tener
el aumento en la produccion de ésta en fase estacionaria sin un aumento en la proteina
de inmunidad. Respecto a esto en el laboratorio se ha mostrado que [a MccE492 agrega
formando fibras amiloides en el citoplasma. Entonces es posible que al aumentar la
produccion de MccE492 esta agregue en el citoplasma, lo que disminuya su actividad
bactericida y de esa manera no tenga un efecto toéxico sobre la célula productora, pese a
que los niveles de proteina de inmunidad no aumentan en esta fase. Este fendmeno da
cuenta de la disminucion de la actividad bactericida en fase estacionaria, explicado por la
agregacion amiloide, como una consecuencia de un aumento en la concentracion de

MccE492 no modificada en esta fase.
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Figura 25. Efecto de distintas fusiones de lacZ a distintas regiones de la unidad mceBA.
Grado de expresion traduccional mostrado como actividad B-galactosidasa en Unidades Miller

(UM): - (100-200UM), + (1000-2000UM), ++ (>10000UM). Los corchetes delimitan las regiones

eliminadas para generar las distintas fusiones.
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Figura 26. Regulacion de la expresion de los genes mceBA. El promotor de la unidad
transcripcional mceBA (Po) mantiene niveles constantes de la proteina de inmunidad MceB y de
MccE492 a lo largo del crecimiento de la bacteria productora. Es este promotor el que responderia
a OrfX, siendo reprimido por la accién de éste y cuyo efecto es la disminucion en los niveles de
proteina de inmunidad y MccE492. Probablemente este efecto es modulado por la disponibilidad
de hierro en el medio, el cual contribuye a la produccion de proteina de inmunidad y MccE492. Por
otro lado el promotor interno localizado en mceB (P+) responde a cambios en las condiciones del
medio permitiendo el aumento en los niveles de MccE492 en fase estacionaria de crecimiento.
Este aumento en la concentracion de MccE492 intracelular en fase estacionaria permitiria la
formaciéon de agregados amiloides intracelulares los cuales contribuyen a la disminucion en la
actividad bactericida de la MccE492, lo que compensaria la baja produccién de proteina de

inmunidad en esta fase.
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5. Conclusiones

El aumento en la produccién de MccE492 activa en medio suplementado con citrato no
guarda relacién con un aumento en la produccién de MccE492 desde la unidad

transcripcional mceBA.

En los primeros 90 pb de mceB se localiza un segundo promotor (P4) el cual dirige

diferencialmente la transcripcion del gen mceA en fase estacionaria.

La estabilidad del ARNm de la unidad mceBA transcripcional podria ser dependiente del

acoplamiento traduccional de ambos ORFs.

OrfX tiene un efecto modulador negativo sobre la produccion de MccE492, y este efecto

estarla sujeto a regulacion por los niveles de hierro en el medio de cultivo.
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