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RESUMEN

La microcina E492 es una bacteriocina producida y secretada de forma natural
por Klebsiella pneumoniae RYC492, que actia sobre cepas de la familia
Enterobacteriaceae a través de la formacién de canales idnicos en la membrana
interna, o que lleva a la despolarizacién de la membrana citoplasmatica de la célula
blanco. Para su produccién, procesamiento, exportacion e inmunidad se necesita de un
grupo de determinantes genéticos que se agrupan en un segmento de 13 kb dei
cromosoma de K. pneumoniae. Dentro de este grupo de genes se encuentran tres
marcos de lectura abierto cuya funcién adin no ha sido determinada: mceD, que es
homologo a una salmoquelina esterasa y participaria en alguna etapa de la
modificacién post traduccional de la microcina E492; el gen mceF, que tiene identidad
con proteinas de la familia de las prenil proteasas: y orfK, que codifica para una
proteina que tiene identidad con el gen estructural de ia microcina M y con su proteina
de inmunidad.

Para poder dilucidar la funcién de estos genes se decidié clonarlos en el
plasmido pBAD33, bajo el promotor pBAD inducible por arabinosa. De esta forma se
pudo estudiar el efecto de |a sobre-expresion de estos genes, para atribuir posibles
funciones en la produccion de microcina E492 activa. Debido a que no se disponia de
un plasmido que tuviera todos los determinantes genéticos para la produccion de
microcina E492 tal como éste se encuentra en el cluster de genes en K. pneumoniae,
fue necesario construir un nuevo plasmidio. Esta construccién se denominé pMccE492,
y la microcina purificada a partir de él mostré tener una mayor actividad que la obtenida

a partir de los demas sistemas.
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La sobre-expresion de MceD no tuvo un efecto sobre el crecimiento de la cepa
huésped en presencia o en ausencia de los distintos sistemas productores, sin importar
el medio de cultivo en el que se realizara el ensayo.

La sobre-expresion de MceF produjo un efecto negativo en la sobrevida de la
cepa huésped, en los distintos medios de cultivo utilizados y en presencia de los
sistemas productores pJEM15, pJAM229 y pJAM434. Este efecto no se observé al
utilizar el plasmido pMccE492 como productor de microcina. Se comparé la topologia
de la proteina MceF completa que se encuentra en el pldsmido pMccE492, y la de la
proteina MceF frunca que esta presente en los sistemas pJEM15, pJAM229 y
pJAM434. Se enconiré que ambas son proteinas de membrana, pero ia orientacion de
sus hélices transmembrana cambia. Este cambio afectaria la ubicacion de los
aminoacidos esenciales para la actividad proteasa putativa de la proteina, lo que
sugiere que la MceF trunca tendria afectada esta actividad. Esta proteina podria tener
dos posibles funciones: como proteasa que estimula una mejor exportacion de la
microcina; o indirectamente afectando algtn factor que estimula la produccién de la
microcina activa.

La sobre-expresion de la proteina OrfK afecta severamente la sobrevida de la
cepa huésped, en presencia o en ausencia de todos los sistemas productores de
microcina. Paraddjicamente se observé un efecto protector dado por la expresion
residual de esta proteina en un huésped con el plasmido pJAM434. Esta expresion
residual ademas le confiere inmunidad en la fase estacionaria de crecimiento a una
cepa con el plasmido pJl. Sin embargo, células que expresan solo OrfK no son
inmunes a la microcina, lo que sugiere que esta proteina estimula o aumenta la

actividad de la inmunidad presente en la cepa pJl.
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ABSTRACT

Microcin E492 is a bacteriocin produced and secreted naturally by Klebsiella
pneumoniae RYCA492, that acts in strains of the family Enferobacteriaceae through the
formation of ion channels in the inner membrane, which leads to the depolarization of
the cytoplasmic membrane of the target cell. For its production, processing, export and
immunity microcin E492 needs a group of genetic determinants that are in a 13 kb
segment of the chromosome of K. pneumoniae. Within this group we can find three
open reading frames without an assigned function: mceD, which is homologous to a
salmochelin esterase and it would participate in the post translational modification of
microcin; mceF, which has an identity to proteins of the prenil protease family; and orfK,
which encodes for a protein that has identity with the structural gene of microcin M and
its immunity protein.

To elucidate the function of these genes we decided to clone them in the plasmid
pBAD33 under the arabinose inducible promoter pBAD.. in this way we were able to
study the effect of the overexpression of these genes to confer them possible roles in
the production of active microcin. Because we didn’t have a plasmid with the complete
genetic determinants for the production of microcin E492 in its cluster as it can be found
in K. pneumoniae, it was necessary to make a new plasmid. This new system was
called pMccE492, and the microcin purified from this construction was more active that
the microcin purified from the other systems.

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

or without any producer system, in any medium used in these experiments.
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The overexpression of MceF affected negatively the survival of the host cell, in
every medium used and in presence of pJEM15, pJAM229 and pJAM434, producer
systems of mccE492. This effect wasn't observed in presence of the new vector
pMccE492. We aiso compared the topology of the complete version of MceF that we
can find in pMccE492 and the truncated form of the protein present in pJEM15,
pJAM229 and pJAM434. We found that both are membrane proteins, but the orientation
of its transmembrana helixes is different. This change also affects the location of the
essential amino acids for the putative protease activity of this protein, which suggest
that this activity is affected on the incomplete MceF. This protein could have two
possible functions: as a protease that stimulates the export of microcin; or indirectly as
a factor that stimulates the expression of active microcin.

The overexpression of the OrfK protein severely affects the survival of the host
cell, with or without any of the producer systems. However, the residual expression of
this gene in presence of pJAM434 translated in some kind of protective effect. This
residual expression was able to deliver protection to microcin E492 in presence of pJi
during estacionary phase of growth. However, cells that only express OrfK aren't
immune to the microcin, which suggests that this protein stimulates or increases the

activity of the immunity present in the pJ{ strain.



INTRODUCCION

1.1.Bacteriocinas

Las bacteriocinas son proteinas con actividad antibacteriana producidas por
bacterias Gram positivas y Gram negativas que son secretadas al medic extracelular,
en donde cumplen con su accién antibacteriana al interactuar con la célula blanco. Las
bacteriocinas sélo afectan a microorganismos de la misma especie o de especies
relacionadas a la célula productora (Reeves, 1965; Riley y Wertz, 2002). Las
bacteriocinas actian a través de diversos mecanismos, como son la inhibicién de la
transcripcion (Bellomio y cols., 2007), la degradacién de ADN (Toba y cols., 1988) o
formando poros en la membrana citoplasmatica (Lagos y cols., 1993; Braun y cols.,
2002; Cascales y cols., 2007).

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas se clasifican de
acuerdo a su masa molecular, y se pueden separar en dos grupos: las colicinas y las
microcinas (Baquero y Moreno, 1984). Las colicinas poseen una masa mayor a 10 kDa,
son producidas por cepas de Escherichia coli, los genes necesarios para su produccién
se encuentran en plasmidos y su expresion esta regulada por el sistema SOS (Riley y
Wetz, 2002). Las microcinas, por otra parte, son antibiéticos producidos por miembros
de la familia Enferobacteriaceae (Baquero y Moreno, 1984), con una masa molecular
menor a 10 kDa, resistentes a condiciones extremas de pH o temperatura y a algunas
proteasas, solubles en metanol, y no son inducibles por el sistema SOS (Kolter y
Moreno, 1992). Las microcinas son exportadas al medio extracelular, a diferencia de
las colicinas que son liberadas mediante la lisis de la célula productora (Braun y cols.,
2002). Los genes implicados en la expresion de las microcinas se organizan en

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



de la microcina, el gen de la inmunidad a la microcina, y el gen o genes responsables
de la salida de la microcina al medio extracelular (Koiter y Moreno, 1992). Las
microcinas se sintetizan como precursores y la mayoria es modificada post
traduccionalmente, por lo que ademéas existen los llamados genes de la maduracion

(Kolter y Moreno, 1992).

1.2. La microcina E492

1.2.1. Propiedades de la microcina E492

La microcina E492 (mccE492) es una bacteriocina producida y exportada de
manera natural por Klebsiella pneumoniae RYC492, que actia sobre cepas de la
familia Enterobacteriaceae (de Lorenzo, 1984). Su mecanismo de accion es a fravés de
la despolarizacion de la membrana citoplasmatica de la célula blanco (de Lorenzo y
Pugsley, 1985), debido a que esta microcina es capaz de formar canales idnicos
selectivos para cationes en bicapas lipidicas {(Lagos y cols., 1993).

La microcina E492 es producida en su forma activa solamente durante la fase
exponencial de crecimiento bacteriano (Orellana y Lagos, 1996; Corsini y cols., 2002),
a diferencia de otras microcinas que son producidas durante la fase estacionaria
principalmente (Kolter y Moreno, 1992). La forma no modificada de la mccE492 posee
una masa molecular de 7886 Da, un pl de 3,8 (Lagos y cols., 1999), es resistente al
tratamiento con tripsina, al pH acido y a temperaturas sobre los 90°C (de Lorenzo,
1984). Ademas, la mccE492 tiene la capacidad de inducir la apoptosis en lineas
celulares humanas (Hetz y cols., 2002), y de formar fibras tipo amiloide tanto in vivo

como in vitro (Bieler y cols., 2006; Marin, 2006).



1.2.2. Determinantes genéticos del sistema productor de la microcina E492

Los determinantes genéticos necesarios para la produccién, el procesamiento, la
exportacion y la inmunidad de la mccE492 se encuentran en un segmento de 13
kilobases (kb) del cromosoma de K. pneumoniae. Este segmento se clond y expresé
en E. coli, obteniéndose microcina con propiedades idénticas a la producida por
Klebsiella pneumoniae RYC492 (Wilkens y cols., 1997). Al analizar este segmento a
traves de un mapa de restriccidbn, mutagénesis al azar usando el transposén Tn5,
analisis bioinformatico y secuenciacion, fue posible identificar al menos 15 marcos de
lectura abiertos denominados mceA,B,C,D,E,J.I,H,G,F y orfK,L,52,5S3,X (Lagos y cols,
2009). Los genes mce se ordenan en seis unidades transcripcionales (Figura 1) (Lagos
y cols., 2001). Algunos de estos genes entre ellos mceF y orfK no son esenciales para
la produccion de mccE492 activa, sin embargo se decidié mantenerios en el cluster de
este sistema porque los sistemas de la microcina H47 y M poseen un homélogo de
mceF, también de funcién desconocida, y porque orfK es parte de la unidad
transcripcional que contiene los exportadores de la mccE492.

La primera unidad corresponde a los genes mceA y mceB. El gen mceA
corresponde al gen estructural de la mccE492, y codifica para una pre-proteina que es
procesada al momento de su exportacién en el amino terminal, produciéndose una
proteina de 84 aminoacidos (Lagos y cols., 2001). Existen dos aminodacidos que
potencialmente podrian funcionar como inicio de la traduccién en la pre-proteina: las
metioninas en posicién 1 y 5. Experimentos realizados en este laboratorio indican que
cuando se reempiaza la metionina 5 por otro aminoéacido no se observa produccion de

microcina, lo que sugiere fuertemente que esta metionina corresponde al inicio de la
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Figura 1. Esquema de los determinantes genéticos del sistema productor de la microcina
E492.

Las flechas representan la orientacidn de los distintos marcos abiertos de lectura que se
encuentran en el fragmento de 13 kb que contiene al sistema productor de la microcina E492,
En color morado se presentan los genes involucrados en la exportacion, mientras que en
amarillo y naranjo se muestran los relacionados con la maduracién. En azul esta el gen
estructural y el gen de la inmunidad. En verde y rojo estan los genes cuya funcién definitiva no
ha sido aun asignada, y en blanco se muestran los marcos abiertos de lectura mencionados en
el texto.



traduccion (Leiva, 2008). El gen mceB, por su parte, codifica para una proteina integral
de membrana (MceB) que confiere inmunidad ante la mccE492 (Lagos y cols., 1999).

Los genes mceC, mcel y mced estan involucrados en la maduracion de la
mccE492 (Lagos y cols.,, 2001). El gen mceC codifica para una proteina de 370
aminodcidos que es homdloga a una glicosiltransferasa; el gen mce! para una proteina
de 163 aminoacidos que tiene homologia con una aciltransferasa, y el gen meceJ
codifica para una proteina de 524 aminoacidos que no tiene homélogo con funcién
conocida (Lagos y cols., 2001). La proteina MceC transfiere una molécula de glucosa a
la enteroquelina para de esta forma dar origen a una molécula de saimoquelina, y las
proteinas McelJ unen covalentemente la salmoquelina al Gitimo aminoacido de la
mccE492, la serina 84 (Lagos y cols., 2009). La unidad mcelJ se transcribe en la fase
exponencial de crecimiento bacteriano, mientras que el gen mceC lo hace durante la
fase exponencial y la fase estacionaria (Corsini y cols., 2002)

El gen mceD codifica para una proteina de 414 aminoacidos que es homdloga a
una salmoquelina esterasa (Lagos y cols., 2009), mientras que el gen mcekE codifica
para una proteina de 114 aminoacidos sin funcién asignada, pero que presenta
identidad con Mch34, una proteina del sistema de MccH47, que promueve la
produccién de enteroquelina (Lagos y cols., 2009).

Los genes mceG y mceH constituyen una unidad transcripcional y se encuentran
involucrados en la exportacién de la mccE492. El gen mceG codifica para una proteina
de 698 aminoacidos que tiene alta identidad con los transportadores ABC del sistema
exportador del tipo |. El gen mceH codifica para una proteina de 413 aminodcidos que
corresponderia a la proteina accesoria del sistema de exportacion (Lagos y cois.,

2001). El gen orfK se localizaria al final de esta unidad transcripcional.



El gen mceF es el ditimo gen del sistema productor de la microcina y codifica
para una proteina que posee un 75% de identidad con la proteina McmM de los
sistemas de las microcinas H47 y M (Lagos y cols., 2009). No se ha determinado atn
experimentalmente una funcion para esta familia de proteinas debido a que no existe
un fenotipo claro asociado a la falta de esta proteina. Sin embargo, se ha encontrado
similitud de esta proteina con la familia de las prenil proteasas (Lagos y cois., 2009).
Por otro lado, los experimentos de nuestro laboratorio han sido realizados con una
version trunca de MceF, por lo tanto el efecto observado (aumento de la actividad
bactericida en una mutante por delecidon) debe ser confirmado.

En este sistema existen también otros marcos abiertos de lectura. OrfK codifica
para una proteina de 136 aminoacidos que tiene similitud tanto con a McmA, el gen
estructural de McmM, como con Mcml, su proteina de inmunidad. Se transcribe, pero
no entrega inmunidad frente a McmA ni tiene actividad antibacteriana (Lagos y cols,,
2009). OrfL codifica para un péptide de 89 aminoacidos que tiene un motivo doble
glicina en su amino terminal, lo cual es compatible con precursores que son clivados y
exportados a través de exportadores ABC, y su extremo carboxilo terminal es rico en
serinas y termina con el motivo glicina-serina, lo cual indica que este péptido
potencialmente podria sufrir una modificacién post traduccional por una molécula de
salmoquelina. El C-terminal de OrfL presenta una alta identidad con los C-terminal de
las microcinas E492, Mccl47, MccH47 y MccM (Lagos y cols., 2009). El alto grado de
identidad de OrfL y OrfK con bacteriocinas del tipo mccE492 los hacen buenos
candidatos a estudiar como posibles reguladores de la expresion de mccE492. OrfS2 y
orfS3 codificarian para proteinas truncadas con una significativa identidad con MchS2 y
MchS3, que son equivalentes a la Mccl47 y su inmunidad, respectivamente (Lagos y

cols., 2009).



1.2.3. Mecanismo de accion de la microcina E492.

Para ejercer su accion, la microcina debe cruzar la membrana externa de las
células sensibles y traslocarse al espacio periplasmatico a través de los sideréforos
tipo catecol FepA, Fiu y Cir (Strahsburger y cols., 2005). Estos receptores reconocen
sélo la forma modificada de la mccE492, y fa medificacion se lleva a cabo gracias a los
productos de los genes de maduracién mceClJ (Figura 2) (Thomas y cols., 2004,
revisado en Lagos y cols., 2009).

Una vez dentro del periplasma de la célula sensible, la mccE492 necesita de la
proteina TonB para ejercer su accion bactericida en la membrana interna (Pugsley y
cols., 1986; Lagos y cols., 2001). TonB es una proteina de 239 aminoacidos cuya
funcion es transducir la energia de la membrana interna a la membrana externa de Ia
célula, y que participa en el transporte activo de diversos sideréforos, metales y otros
nutrientes (Postle y Kadner, 2003). Esta transduccidon de energia involucraria el
acoplamiento de TonB al gradiente de protones en la membrana interna de la célula, y
al posterior cambio conformacional que se produciria en la proteina TonB y que haria
posible la interaccién de esta proteina con los receptores presentes en la membrana
externa (Postle y Held, 2002).

Para la transduccién de la energia, TonB necesita de las proteinas ExbB y ExbD,
que se localizan en la membrana interna de las células (Larsen y cols., 1999). Este
complejo entregaria energia a los transportadores presentes en ila membrana externa,
para que de esta forma puedan movilizar los sustratos hasta el periplasma (Postle y
Kadner, 2003). No estd claro el mecanismo por el cual ocurre la transferencia de

energia, ni tampoco las interacciones de las proteinas o su estequiometria en el
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Figura 2. Mecanismos de produccién, modificacion, exportacion y accion de la mccE492,

A) Modificado de Lagos y cols. (2009). Se muestra secuencialmente como la mccE492 es
modificada post traduccionalmente con una molécula de salmoquelina, pierde su péptido lider y
es exportada fuera de la célula productora. B) La mccE492 exportada en su forma modificada
es reconccida por receptores de membrana extema presentes en la célula blanco, ingresa en el
periplasma y forma el poro en la membrana interna de ésta. Si esta presente la proteina MceB
no puede formar el poro. Mi: Membrana Interna; ME: Membrana Extema.



complejo. Lo cierto es que ExbB y ExbD son necesarias para que ocurra el transporte y
contribuyen en la estabilidad de TonB (Ahmer y cols., 1995).

Ofra proteina esencial para la acciéon bactericida de la mccE492 es ManYZ, un
complejo proteico que forma parte del sistema de la manosa permeasa. Mutantes en
ManYZ son resistentes a la accion bactericida de la mccE492 (Bieler y cols., 2006). Se
cree que este transportador estaria actuando como una especie de chaperona para las
bacteriocinas en la membrana citoplasmatica (Lagos y cols., 2009).

Cuando la mccE492 se inserta en la membrana citoplasmatica de la célula
sensible, forma canales i6nicos que llevan a la despolarizacion de la célula, a la
pérdida de potencial de membrana y a una reduccion drastica de los niveles de ATP
(de Lorenzo y Pygsley, 1985; Lagos y cols., 1993; Baeza, 2003; Destomieux-Garzén y

cols., 2003).

1.2.4. El gen mceD

Como se dijo antes, el gen mceD codifica para una proteina de 414 aminoacidos
que es homologa a una salmoquelina esterasa de Salmonella enterica (Lagos y cols.,
2001). Esta proteina hidrolizaria la salmoquelina apo y férrica, participando de esta
forma en alguna etapa de la modificacién post traduccional de la mccE492 (Lagos v
cols., 2009), pero se desconoce su efecto sobre la actividad antibacteriana.

En nuestro laboratorio se realizaron una serie de experimentos utilizando la cepa
E. coli VCS257 p527, que tiene al gen mceD interrumpido por el transposén Tn5
(Strahsburger, 2004). Al sembrar colonias de esta cepa sobre un césped sensible a la
mccE492 se observd la presencia de halos de inhibicion de crecimiento. Sin embargo,

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



purificada no presentan actividad bactericida. Ademas, la produccién de microcina en
ausencia de mceD pareciera ser nociva para la célula, ya que los cultivos celulares
presentan un aspecto caracteristico de lisis celular. Esto sugiere que MceD seria
necesaria para favorecer la exportacion de la mccE492, y que su ausencia podria
traducirse en algun tipo de inestabilidad de membrana que llevaria a la lisis celular.
Programas de prediccion de topologia de proteinas como SOSUI (Mitaku e
Hirokawa, 1999) indican que MceD es una proteina citoplasmastica, con una
hidrofobicidad promedio de -0,155. Por otra parte, al utilizar el programa PSIPRED
(Jones, 1999; Bryson y cols., 2005) para predecir la estructura secundaria de la
proteina se obtuvo que la proteina presenta hélices y hebras a lo largo de toda su
secuencia. Las hélices son cortas, lo cual apoyaria la prediccién de que esta proteina

no tiene dominios transmembrana.

1.2.5. El gen mceF

Este gen codifica para MceF, una proteina de 230 aminoacidos que posee un
75% de identidad con la proteina McmM de los sistemas de microcinas H47 y M (Lagos
y cols., 2009). Como no existe un fenotipo asociado a la ausencia de esta proteina no
ha sido posible determinar experimentalmente su funcién. Los experimentos realizados
en nuestro laboratorio se hicieron con una versién trunca de MceF y por lo tanto los
efectos observados deben confirmarse.

Al hacer un andlisis de toda la secuencia de mceF no se encontrd identidad
significativa con otros genes. Sin embargo, al buscar dominios conservados en la
secuencia de MceF se vio que presenta el dominio conservado Abi entre los

aminoacidos 125 y 215. Esta superfamilia Abi estd formada por proteinas que son
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probablemente proteasas, especificamente CAAX prenil proteasas del tipo Il. También
se encontrd identidad con proteasas al someter a la secuencia de [a proteina a un PSI-
BLAST (Position Specific lterative BLAST) y a una busqueda de proteinas ortologas
utilizando el programa COGNITOR (Tatusov y cols., 2000). Esta dltima busqueda
entregd como resultado que MceF pertenece a un grupo de proteinas cuya funcion
predicha seria una proteasa de membrana. Programas de prediccion de topologia de
proteinas indican que MceF es una proteina de membrana con 6 dominios

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

1.2.6. El gen orfK

El gen orfK codifica para una proteina de 136 aminoacidos cuyos ultimos 59
aminoacidos son similares a McmA, proteina estructural de McmM, y sus primeros 75
aminoacidos tienen similitud con Mcml, su proteina de inmunidad. Esta proteina se
sintetiza, pero no entrega inmunidad frente a McmA ni tiene actividad antibacteriana
{Lagos y cols., 2009).

Los estudios de secuencia aminoacidica a través de programas de prediccion de
topologia de proteinas sugieren que OrfK seria una proteina integral de membrana que
tiene 3 hélices transmembrana, con su extremo amino terminal hacia el periplasma y el

carboxilo hacia el citoplasma de la céluia.

La sobre-expresion de genes puede utilizarse para dilucidar su funcién, ya que en
ocasiones es posible relacionar la mayor cantidad de proteina a un fenotipo en la
bacteria, y de esta forma encontrar su funcién. Un ejemplo reciente es el estudio del
gen ramA de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344 (Bailey y cols., 2010).

Esta estrategia fue utilizada en esta tesis para ver si los productos de los genes mceD,
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mceF y orfK estan relacionados con la produccién o regulacién de la actividad de la
microcina.

El estudio de la sobre-expresién se lievd a cabo sobre distintas cepas que
producen mccE492. En nuestro laboratorio se trabaja con tres versiones del sistema
productor de mccE492, que no corresponden al “cluster” tal como se encuentra en el
genoma de Klebsiella. El sistema pJAM229 es un derivado de pJ que contiene todos
los genes para la produccion de mccE492 activa, pero el gen mceF se encuentra
incompleto. El sistema pJEM15 deriva de pJAM229, tiene triplicado el fragmento Sall
que contiene los 5 Gltimos amincacidos de mceG y a los genes mceF y orfK, y es muy
buen productor de microcina; mientras que pJAM434 tiene un segmento invertido que
deja a los genes mceJIGH orfK bajo el control de un promotor que es mas débil que su
promotor natural. Este sistema es un pobre productor de mccE492 (Figura 3).

Se requiere por lo tanto de un sistema que tenga todos los determinantes
genéticos para la produccién de mccE492 tal como este se encuentra en Klebsiella
pneumoniae. El plasmido parental pJ los posee, pero trabajar con este plasmido
presenta muchos problemas: los cultivos liquidos no crecen en una dilucion mayor a
1:10, y las densidades opticas que alcanza son bajas al compararlas con los demas
sistemas productores; y por otro lado el inserto clonado es de aproximadamente 40 Kb,

lo que dificulta su manipulacién genética.
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Figura 3. Esquema de los determinantes genéticos de los distintos sistemas productores
de microcina E492 existentes en el laboratorio.

Las flechas representan la orientacién de los distintos marcos abiertos de lectura tal como se

encuentran en los distintos sistemas productores de microcina E492. El asterisco que se
observa en el gen mceF indica que se trata de la version incompleta del gen.
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HIPOTESIS

A partir de estos antecedentes bibliograficos se puede postular que los productos
de los genes mceD, mceF y orfK podrian afectar la produccion de microcina E492
activa. Por lo tanto, el clonamiento de los genes mceD, mceF y orfK en el plasmido
pBAD33, que es un vector que permite la sobre-expresion de estos genes entregara
informacién que permitird inferir si estas proteinas interactuan con el sistema de la
produccion de mccE492 activa, y de esta manera obtener informacion acerca de su

funcién en la produccién de microcina.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar experimentalmente el efecto de la sobre-expresidon de los genes mcefF,

mceD y orfK sobre cepas productoras de microcina E492.

Objetivos Especificos.

1. Construccién de un plasmido con todos los determinantes genéticos del sistema de
la microcina E492 que contenga el gen mceF completo, para efectuar las
comparaciones en un sistema equivalente al que se encuentra en Kiebsiella.

2. Clonamiento de mceD, mcefF y orfK en el plasmido pBAD33.

3. Determinar el efecto de ia sobre-expresion de mceD, mceF y orfK sobre el
crecimiento y viabilidad de cepas productoras de mccE492.

4, Determinar el efecto de la sobre-expresion de mceD, mceF y orfK sobre la

produccion de mccE492 activa.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Las enzimas de restriccién Sall y Hindlll, los marcadores de peso molecular para
fragmentos de ADN de escala 100 pb y 1kb, y la enzima DNA Ligasa T4 fueron
compradas en New England Biolabs (Ipswich, MA, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Taq y los partidores disefiados en este trabajo
fueron comprados en Invitrogen (Carisbad, California, Estados Unidos).

La enzima polimerasa de ADN Pfu fue comprada en Stratagene (California,
Estados Unidos).

Los desoxirribonuclebtidos trifosfato fueron comprados en Omega Bio-Tek
(Estados Unidos).

Las membranas de nitrocelulosa VSWP025000 utilizadas para remover las sales
de los acidos nucleicos antes de electroporar se compraron en Millipore (Estados
Unidos).

La agarosa fue comprada en Fermelo Biotec (Santiago, Chile).

El cloramfenicol 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, hidréxido de sodio, azul de bromofenol, cloroformo, alcohol
isoamilico, etanol, metanol, acido acético, isopropanol, acetonitrilo, arabinosa, glucosa

y perdoxido de hidrégeno fueron comprados en Merck ( Darmstadt, Alemania).
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La tiamina, acido p-cumarico, TEMED, glucosa y tricina fueron comprados en
Sigma Chemical Co (St.Louis, Missouri, Estados Unidos).

Los reactivos de grado técnico: el acido acético, el etanol, el metanol y el acido
clorhidrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).

Los casamino&cidos y el agar se compraron en Becton (Sparks, Maryland,
Estados Unidos).

La ampicilina se comprd en US Biological, Swampscott, MA, USA.

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

Los reactivos EDTA, Tween 20, glicerina, glicerol, y fenol fueron comprados en
Winkler Ltda. (Santiago, Chile).

Las cubetas para la electroporaciéon se compraron en BioRad Laboratories Inc.
{Hercules, California, Estados Unidos).

La Silica Gel 100-C18 fue comprada en Waters Corporation (Estados Unidos).

El kit para la cuantificacion de proteinas Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit
fue comprado en Pierce Chemical Company (Rockford, IL, Estados Unidos).

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

Unidos).

2.1.2. Cepas bacterianas

En fa tabla 1 se describen las distintas cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

2.1.3. Plasmidos y vectores

En la tabla 2 se describen los distintos plasmidos y vectores utilizados en este

trabajo.
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Tabla 1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Fuente
rrmB DElacZ4787 HsdR514 DE(araBAD)567 - ;
BW25113 DE(rhaBAD)568 rph-1 Coleccién Keio
BL21 (DE3) F-ompT rB mB Novagen
DP50,sup F[supE44, supF58, hsd53(rB mB),
VCS257 dapD8, lacY1, ginvV44, D(gal-uviB)47, tyrT58, Stratagene

gyrA29, TonAS3D(thyAS57)]

Tabla 2. Plasmidos y vectores utilizados en este trabajo.

Plasmidos

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pBAD33

Plasmido derivado de pACYC184 que permite
modular la expresidn transcripcional de genes.
cm'.

Guzman y cols., 1995

pJEM15

Derivado de pJAM229, posee la triplicacion de
un fragmento interno Sall de 2,5 Kb {doble copia
de mceF). Es un sobre-productor de MccE492
activa. Amp'.

Wilkens y cols., 1997

pJAM229

Derivado de pJ digerido con Xhol. Contiene los
genes para la produccién de MccE492 activa.
Amp".

Wilkens y cols., 1897

pJAMA434

Derivado de pJ, posee un fragmento interno
Xhol invertido con respecto a pJAM229. Es un
pobre productor de la MccE492 activa. Amp'

Wilkens y cols., 1997

pd

Plasmidio que tiene los genes para Ia
produccién de microcina activa. Construido en el
cosmidio pHC79 empleando el DNA
cromosomal de K. pneumoniae RYC492
digerido con Sau3A. Amp'

Wilkens y cols., 1997

pJRS1

Derivado de pJAM228. Contiene una delecidn
del gen mcefF y de algunos aminoécidos de
mceG. Amp'

Wilkens y cols., 1997
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Plasmido

Caracteristicas relevantes

Fuente ¢ referencia

pBAD33-mceD

Derivado de pBAD33. Lleva entre los sitios de
restriccion Sall e Hindlll un fragmento de 1450
pb gue corresponde al gen meeD. Cm'.

Este trabajo

pBAD33-mceF

Derivado de pBAD33. Lleva entre los sitios de
restriccion Sall e Hindfll un fragmento de 998 pb
que comresponde al gen mceF. Cm'.

Este trabajo

pBAD33-orfK

Derivado de pBADZ33. Lleva entre los sitios de
restriccion Sall e Hindfll un fragmento de 679 pb
que comresponde al gen orfK. Cm'.

Este trabajo

pMccE492

Derivado de pJRS1. Lleva en el sitio Sall un
fragmento de 1640 pb que corresponde a los 5
tltimos aminodcidos de mceG, y a los genes
orfK y mceF. Contiene todos los genes del
cluster de la microcina y produce microcina
activa. Amp".

Este trabajo

pJi

Derivado de pJAM229. Contiene una delecidon
con Bsf\Vi de 6,8 kb. Contiene los genes
mceABCDE. Amp".

Wilkens y cols., 1997
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2.1.4. Partidores

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

2.2. Métodos

2.2.1. Medios de Cultivo

Caldo Luria (LB): Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L, NaOH
3,5 mM.

Medio Minimo M9: Na2HPO4 6 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4CI 1 g/L.

Medio M9 suplementado: El medic M9 se suplementd con CaCk 0,1 mM,
MgSQax7H20 2 mM, citrato de sodio 0,2% p/v, tiamina 1 g/ml, casaminoacidos 1 mg/mi
y glucosa 0,2% p/v.

Placas de agar: Se prepararon las placas con medio LB y 1,5% p/v de agar agar.
Agar Blando: Se preparé con medio minimo M9y 0,7% p/v de agar agar.

Placas de césped: Sobre placas de agar se esparcieron 4 mL de agar blando fundido

en el que se incluyd 100 pL de un cultivo bacteriano crecido hasta fase estacionaria.

Las cepas bacterianas que portan plasmidos recombinantes y/o transposones
con resistencia a antibi6ticos se crecieron en medio liquido o en placas suplementadas
con los antibicticos correspondientes, que se utilizaron a las siguientes
concentraciones finales: ampicilina 100 ug/mL, cloranfenicol 50 pg/mL, tetraciclina
10 pg/mL, kanamicina 50 ug/mL, estreptomicina 10 pg/mL y el &cido nalidixico a

10 pg/mL. Estos fueron preparados segtin lo descrito por Sambroock y cols. (1989).
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Tabla 3. Partidores utilizados en este trabajo para las reacciones de

secuenciacioén.

PCR y

Partidor Secuencia §'->3’

mceG_sal ATGAGGCTACCAGTTCACTCG
mceF_salR CGTCTTGAAGGTCGACGAATTCAGGACAATTTCAGAAGG
mceF_salF CCCGGGCACTAAGCTTTCAGTTGCCGGGAGCAGG
mceD_salF CATATTCAGAGTCGACACCAGCGGTATGTAAACGGG
mce_hindR TAACTTCTCTAAGCTTGAAGGACATTACTGAGTGGG
orfk_hindR TGCTCCCCCAAAGCTTCCACAGAAAACCTTGAAGATCC
pBAD33 F CGGCAGAAAAGTCCACATTGA
pBAD33 R AAAATCTTCTCTCATCCGCCA

pJ1 GCCAGGGCCAGTTATATTCATGAT

pd2 GCCGATCTAACGAACATATACCT

Subrayados se encuentran los sitios de restriccion para Hindlll, y en negrita para Sall
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2.2.2. Técnicas moleculares

Los procedimientos de biologia molecular no detallados, como el aislamiento de
ADN gendmico y plasmidial, la preparacion de células -electrocompetenies,
transformacion mediante electroporacion, digestion con enzimas de restriccion, PCR,
etc., se realizaron utilizando meétodos estandarizados (Sambrook y col., 1989; Ausubel

y col., 1992).

2.2.3. Generacion de las construcciones plasmidiales

En el caso de los genes mceD, mceF y orfK, se utilizdé el plasmidio pBAD33 para
hacer a las construcciones compatibles con los plasmidios que contienen a los
sistemas productores de mccE492, y para poder controlar la expresion de los genes al
agregar arabinosa o glucosa al medio de cultivo. El gen mceD fue clonado utilizando
como templado el plasmido pJ y los partidores mceD_sal F y mceD_hindR. El producto
de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion Sall y Hindlll, y se ligd en estos
mismos sitios presentes en el plasmido pBAD33, dando como resultado la construccién
pBAD33-mceD. De igual manera se clonaron los genes mceF (partidores mceF_salF y
mceF_salR) y orfK (partidores mceG_sal y orfk_hindR) en el plasmido pBAD33,
obteniéndose de esta forma las consfrucciones pBAD33-mceF y PBAD33-orfK,
respectivamente.

En el caso de la construccion para reconstituir el sistema completo de la
microcina E492 en el plasmido pJRS1, se utilizé como templado el plasmido pJ y los

partidores mceG_sal y mceF_salR. El producto de PCR se digiridé con la enzima de
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restriccion Sall y se clond en el sitio Sall del plasmido pJRS1, dando como resultado el
plasmido pMccE492.

Todas las construcciones mencionadas fueron completamente secuenciadas. Las
construcciones en el plasmido pBAD33 se secuenciaron con los partidores pBAD33 F y

pBAD33 R, mientras que pMccE492 se secuencio con pJ1y pJ2.

2.2.4. Purificacion de microcina E492

La mccE492 utilizada en este trabajo fue purificada mediante el protocolo de
purificacion que se utiliza en este laboratorio para altas cantidades de mccE492. Se
activaron 50 g de Silica Gel 100-C18 con 300 mL de acetronitrilo 100% y se mantuvo
con agitacion a 4°C durante toda una noche. La resina se dejo decantar por 30 minutos
y se retird el acetonitrilo, agregando en su lugar 300 mL de agua nanopura. Se
centrifugaron a 8000 g durante 30 minutos 4 litros de cultivo de la cepa productora
crecida en medio M9 suplementado con citrato y glucosa a 37°C y en agitacion de
220 rpm, y el sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de polietersulfona a la
temperatura de 4°C. Posteriormente, a este filtrado se le agregé la resina activada y se
agité por 20 minutos a 4°C. El contenido se deposité en un embudo Biichner que tenia
un papel filtro y que se encontraba acoplade a un matraz Kitasato, utilizando presion
negativa. La resina fue lavada con 100 mL de metanol y luego con 100 mL de
acetonitrilo 25%. La mccE492 fue eluida con lavados sucesivos de acetonitrilo 30%,

40%, 50%, 60%, 70% y 100%.

23



2.2.5. Cuantificacion de microcina E492

La concentracion de la mccE492 utilizada en este trabajo se determind utilizando
el kit Micro BSA Protein Assay Reagent (Pierce) siguiendo las indicaciones del
fabricante y usando como estandar la BSA del mismo kit. Se construyé una curva de
calibracion con la proteina BSA en el rango de concentracion de 0 a 10 pg/mL. Las
muestras de microcina se concentraron para evaporar el acetonitrilo, y posteriormente
se hicieron varias diluciones de la muestra concentrada (2, 4, 10, 20 y 100 veces). Se
adicionaron 500 pL del reactivo de Bradford a 500 pL de muestra para obtener un
volumen final de 1 mL. Se midié la absorbancia de la mezcla a 596 nm en un
espectrofotémetro Hewlett Packard 8452A. A partir de la ecuacion de la curva de

calibracion se interpol6 el valor de la concentracion de las muestras de microcina.

2.2.6. Deteccion y cuantificacion de la actividad bactericida de la MccE492

2.2.6.1. Deteccion de la actividad bactericida

La deteccion de la actividad bactericida se realizd sembrando las colonias
provenientes de los clones que se deseaban analizar sobre una placa de agar LB con
un césped sensible de E. coli BL21 (DE3) crecido en medio LB hasta fase exponencial
con los antibiéticos correspondientes. Luego de incubar las placas a 37° C durante
14-16 h, la actividad bactericida se visualizé por la aparicion de halos de inhibicion de

crecimiento sobre el césped sensible.

24



2.2.6.2. Cuantificacién de la actividad bactericida mediante el método de Ia

dilucion critica

Para cuantificar la actividad bactericida de la microcina se realizaron diluciones
seriadas de las muestras en base 2 en agua nanopura estéril. Se tomaron alicuotas de
5 ylL de cada una de las diluciones y se depositaron sobre placas de agar LB con un
césped sensible de E. coli BL21 (DE3), que se formé con 4 mL de agar blando fundido
y 200 pL de un cultivo en medio LB crecido hasta fase exponencial con los antibiéticos
correspondientes. Las placas se incubaron a 37° C durante 14-16 h, y el titulo de la
muestra se expresd como el reciproco de la potencia en base 2 de la dltima dilucion

que presentd un halo de inhibicién del crecimiento sobre el césped indicador.

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

Los geles se prepararon con tres fases: separadora, espaciadora y
concentradora. El gel separador consisti6 en 16,5% de acrilamida (3% de
entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1% y glicerol al 10%. El gel espaciador
se prepard con 10% de acrilamida (3% de entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8,5,
SDS 0,1%. E! gel concentrador contenia 3% de acrilamida (3% de entrecruzamiento),
Tris-HC! 1 M pH 8,5; SDS 0,1%. A cada una de estas soluciones se les agregé 0,033%
de APS y 2,2 mM de TEMED. La solucién de corrida para el catodo fue Tris-HCI 0,1 M

pH 8,5, Tricina 0,1 My SDS 0,1% y para el anodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9.
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2.2.8. Western Blot

2.2.8.1. Electrotransferencia y exposicion a anticuerpos

Las proteinas del gel del SDS-PAGE se transfiieron a una membrana de
nitrocelulosa durante 90 minutos a 100 V, 500 mA y -20°C utilizando amortiguador de
transferencia (Tris-HCI 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20%). La membrana fue
bloqueada con leche descremada al 5% en TBS-Tween (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl
150 mM, Tween 0,1%) durante 1 hora con agitacion. Luego se incub6 con el anticuerpo
primario policlonal de conejo contra el fragmento C-terminal de la microcina
[SGSGYNSATSSSGSGS] en una dilucién 1:1000 durante 1 hora, seguido por 3
lavados con amortiguador TBS. A continuacién se incubé por 1 hora con el anticuerpo
secundario anticonejo preparado en cabra y conjugado a peroxidasa (dilucion 1:2.000).
La membrana se reveld mediante quimioluminiscencia. Como marcador de peso
molecular se utilizdé una muestra de microcina purificada a partir del sistema productor

pJEM15.

2.2.8.2. Quimioluminiscencia

La membrana se revelé en 10 mbL de Tris-HCI 100 mM pH 8,5, con 50 pL de
luminol 250 mM (preparado en DMSO) y 22 pL de acido p-cumarico 90 mM (preparado
en DMSO). La reaccion de quimioluminiscencia se inici6 agregando 5 JL de peréxido
de hidrégeno al 30%. La membrana se expuso con los films autoradiograficos entre 20

segundos y 1 minuto, dependiendo de intensidad de la sefial obtenida.
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2.2.9. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento fueron construidas de dos formas. El primer caso
corresponde a cultivos crecidos a 37°C y 200 rpm en 50 mL de LB o medio MO
suplementado, con una dilucién inicial de 1:100 y 1:20 a partir de un cultivo “over
night’, respectivamente. En los tiempos indicados se tomaron alicuotas de 1 mL de
cultivo para medir su DOgy en un espectrofotometro Hewlett Packard 8452A.

Las curvas de crecimiento también fueron construidas utilizando placas de
cultivo, en donde se crecieron cultivos a 37°C y 900 rpm en un agitador de placas
Heidolph Titramax 101 (Merck). En este caso, 1 mL de un cultivo de noche fue
centrifugado y resuspendido en glicerol 100% hasta quedar 50%. Esta preparacion se
usé para inocular con una dilucién 1:100, en los tiempos indicados, los 300 pL de LB
que fueron utilizados en cada pocillo de la placa de cultivo. La lectura de las placas se
llev6 a cabo al final del experimento, transfiriendo 100 pl del cultivo a placas de ELISA
Pure Grade (Brand) y midiendo la DOgsy en €l lector de ELISA Epoch (Biotek).

En este trabajo todos los graficos muestran la misma escala de densidad 6ptica
medida a 600 nm, y que pertenece a la medida con el lector de ELISA. Para poder
hacer esto, se hicieron curvas de crecimiento de tres cepas distintas por triplicado en
placas de cultivo y en matraces al mismo tiempo. Con estos datos se busco la relacion
entre los distintos grupos de datos obtenidos, y se llegé a la relacion entre las
mediciones en el espectrofotometro y en el lector de ELISA: las medidas en el
espectrofotémetro son 7,39 + 1,48 veces mas altas que las medidas en el lector de
ELISA. Se utilizé este nimero para transformar todos los datos a la misma escala, para

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

2.2.10.1. Induccién y preparacion de las muestras

Se crecieron por duplicado cultivos de las cepas a estudiar en 30 mL de LB con
los antibiéticos correspondientes a 200 rpm y 37°C hasta que alcanzaron una DOgy de
0,6-0,7. En este momento se agregé arabinosa hasta quedar 0,2% final a uno de los
cultivos duplicados, y los cultivos se dejaron crecer en las mismas condiciones por 4
horas. Transcurrido este tiempo, se midié la DOgy de nuevo y esta informacion se
utilizé para tomar muestras de los cultivos celulares de forma normalizada de acuerdo
a los valores medidos. Estas muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a méaxima
velocidad a 4°C. El precipitado obtenido fue resuspendido en 100 pL de amortiguador

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

2.2.10.2. Separacion de las muestras en geles SDS PAGE

Para la separacion de las proteinas se utilizaron geles SDS-PAGE con dos fases:
separadora y concentradora. El gel separador consistié en 12,5% de acrilamida, Tris
HCI 1M pH 8,8, SDS 0,4% vy glicerol al 1,25%. El gel concentrador contenia acrilamida
al 5,07%, Tris HCI 1M pH 6,8, SDS 0,4%. La solucién de corrida fue Tris 0,25 M, glicina
1,918 M y SDS 1%. Como marcador de peso molecular se utilizé PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder de Fermentas. Las proteinas fueron visualizadas a través de

tincion de plata y tincion con azul de coomasie.

2.2.11. Ensayos de sobrevida sobre placas

En este ensayo se utilizaron cuatro tipos de placas: LB arabinosa 0,2%, LB

glucosa 0,1%, M9 arabinosa 0,2% y M9 glucosa 0,1%. Se crecieron cultivos de las
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cepas a estudiar en medio LB con los antibiéticos correspondientes a 37°C hasta que
alcanzaron una DQOgg de 0,4-0,5. Con estos cultivos se hicieron diluciones en base 10
y se depositaron alicuotas de 5 pL de cada dilucion por triplicado en distintos tipos de
placas. Estas placas se incubaron a 37°C por toda la noche, y luego se contaron

colonias para obtener las unidades formadoras de colonia correspondientes a cada

caso.
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RESULTADOS

3.1 Construccién del plasmido pMccE492.

Para reconstituir el sistema completo de la microcina E492 se utilizd como base
el plasmido pJRS1, al cual se le adicioné el fragmento de DNA faltante (Figura 4A)
Este fragmento fue obtenido por amplificacion con PCR, usando como templado el
plasmido pdJ, y utilizando los partidores mceG_sal y mceF_salR (Figura 4B). Luego de
optimizar la reaccion se obtuvo un producto de PCR de 1640 pb, que corresponde a los
5 ultimos aminoacidos de meceG y a los genes mceF y orfK. Este producto de PCR se
digiri6 con la enzima de restriccion Sall, obteniéndose un fragmento de DNA del
tamano esperado (Figura 5A). El plasmido pJRS1 también se digirié con la enzima de
restriccién Sall, cuyo Gnico sitio de restriccién corresponde a 1a zona del gen mceG que
se encuentra truncado en esta construccién. Como se esperaba, esta digestion
linealiz6 al plasmido, lo cual fue observado en un gel de agarosa 1% (Figura 5B).

Se realiz6 una reaccion de ligacion entre el plasmido pJRS1 digerido con Sall y el
producto de PCR digerido con la misma enzima. Esta ligacién se disefid para dar como
resultado al “cluster” completo de la microcina E492. El producto de ligacién se
concentrd antes de ser utilizado para transformar la cepa de E. coli BW25113. Las
transformantes fueron incubadas en placas de agar LB suplementadas con ampicilina,
para seleccionar a ias gue habian incorporado el plasmido. En la secciéon 3.2 se
describe como se seleccioné un clon que posteriormente fue enviado a secuenciar

para comprobar que se habia logrado la construccion correcta.
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Para la reconstruccion del sistema completo de la microcina E492 se utilizé pJRS1 como base,
al cual se le adiciond el fragmento de DNA faltante, el cual fue obtenido por amplificacién por
PCR a partir de pJ. A) Plasmido pJRS1. B) Plasmido pJ, a partir del cual se obtuvo el fragmento
de 1640 pb que corresponde a parte del gen mceG, a orfK y mceF completos. Este producto
PCR fue digerido con la enzima de restriccién Safl, al igual que el plasmido pJRS1, lo que
permitid realizar una reaccion de ligacion entre el plasmido digerido y el producto de PCR
digerido con la misma enzima.

Figura 4. Construccién del plasmido pMccE492
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Figura 5. Patrones de digestion de los productos necesarios para reconstruir el cluster
completo de la microcina E492.

A} Patrdn de digestion obtenido al tratar el producto de PCR amplificado con los partidores
mceG_sal y mceF_salR con la enzima de restriccion Sall, y posterior electroforesis en gel de
agarosa al 2,5%. Canil 1: MceGKF sin digerir. Canill 2: MceGKF digerido con Sall. Marcador de
peso molecular escalera de 100 pb. B} Patron de digestion obtenido al digerir el pldsmido
pJRS1 con la enzima de restriccidn Sall, resuelto con un gel de agarosa al 1%. Carril 1:
Plasmido pJRS1 sin digerir. Carril 2: Plasmido pJRS1 digerido con la enzima de restriccién Sall.
Marcador de peso molecular escalera de 1 kb.
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3.2 Caracterizacion de la cepa BW25113 pMccE492

3.2.1. Determinacién de la actividad bactericida de BW25113 pMccE492

Los transformantes obtenidos en 3.1 fueron sembrados en placas de agar LB
suplementado con ampicilina para seleccionar de esta forma a los que habian
incorporado el plasmido. Sin embargo, podia darse el caso de que las células hubieran
incorporado solo pJRS1, puesto que presenta resistencia a ampicilina, por lo que se
debié realizar otro ensayo para comprobar que se habia incorporado ademas el
fragmento amplificado por PCR.

Como ya se menciond, el sistema con pJRS1 no produce microcina activa, pues
aunque se produce el precursor éste no se puede procesar y exportar al medio
extracelular debido a que tiene el gen mceG trunco en el extremo carboxilo terminal.
MceG corresponde al transportador de tipo ABC que utiliza la microcina para llegar al
medio extracelular. La construccion deseada, denominada pMccE492, tiene el sistema
de la microcina completo, por lo que las células transformadas con este plasmido son
capaces de producir y exportar mccE492 (Figura 6). Por lo tanto, para seleccionar
clones que produzcan mccE492, los transformantes obtenidos fueron sembrados sobre
un césped de BL21 (DE3) sensible a la accidn de la mccE492, y se observd que de
200 clones analizados, sélo 3 clones fueron capaces de producir un halo de inhibicion

de crecimiento. Estos fueron los clones considerados para la secuenciacion.
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BW25113 pJEM15 BW25113 pJAM229 BW25113 pJAM434

BW25113 pJRS1 BW25113 pMccE492

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

Colonias de las cepas indicadas fueron sembradas sobre un césped de la cepa sensible a la
mccE482 BL21 (DE3). Se utilizaron como controles células transformadas con los sistemas
productores de mccE492 ya existentes en el laboratorio; pJEM15, pJAM229 v pJAM434. Las
colonias aca mostradas son representativas del total estudiado.



3.2.2. Purificacién de microcina a partir de E. coli BW25113 pMccE482 y

determinacion del titulo de la actividad antibacteriana

Se purificé microcina a partir del sobrenadante de la cepa BW25113 pMccE492
utilizando el procedimiento descrito en Métodos. Las muestras obtenidas eluidas a
diferentes concentraciones de acetonitrilo desde una matriz de C-18 fueron sometidas
electroforesis e inmunoblot (Figura 7). El procedimiento utilizado es el habitual para
purificar mccE492 a partir de los distintos sistemas productores de mccE492.

Para determinar la actividad bactericida de la purificacion se utilizé el ensayo de
dilucién critica sobre la cepa sensible E. cofi BL21 (DE3). Se observé actividad
bactericida sobre este césped en todas las eluciones entre 40% y 100% de acetonitrilo.
La elucién con acetonitrilo al 50% fue la que tuvo mayor actividad, hasta una dilucién
de 512 veces. Se midié ademas la concentracion de la microcina presente en las
distintas eluciones obtenidas durante el proceso de purificacién y los resultados
obtenidos fueron coherentes con los titulos de actividad bactericida observados, es
decir, las eluciones con mayor titulo de actividad bactericida también fueron las que

presentaron las mayores concentraciones de mccE492.

3.2.3. Comparacion de las curvas de crecimiento de los distintos sistemas

productores de mccE492.

Para proseguir con la caracterizacion de este nuevo plasmido productor de
mccE492 se realizaron curvas de crecimiento para esta cepa en medio LB. Estas se
compararon con las obtenidas para cepas transformadas con los demas sistemas

productores de mccE492 (pJEM15, pJAM229, pJAM434) vy con el plasmido pJRS1,
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30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 7: Western Blot de mccE492 eluida con diferentes concentraciones de acetonitrilo
purificada a partir del sistema pMccE492

La purificacién de la mccE492 se realizd utilizando la matriz hidrofébica C-18, y posterior elucion
con distintas concentraciones de acetonitrilo. Se realizd una electroforesis de la mccE492
eluida, y las proteinas separadas por este SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. E! revelado se hizo por electroguimicluminisencia como se describe en Métodos.
En la figura se indican las muestras analizadas a partir de eluciones con distintas
concentraciones de acetonitrilo.



ademas de la curva de la cepa huésped BW25113 (Figura 8). Estas curvas de
crecimiento se realizaron tal como se explicé en la seccién de Métodos, midiendo la
DOgno de los cultivos en el lector de ELISA Epoch.

Tal como se esperaba a partir de resultados previos, las curvas de crecimiento de
las cepas con los sistemas productores pJEM15 y pJAM229 muestran un crecimiento
similar al de la cepa huésped (sin ningln plasmido). Lo mismo ocurre con la cepa que
fue transformada con el plasmido pMccE492. Sin embargo, este comportamiento no se
observa en las cepas transformadas con los plasmidos pJAM434 y pJRS1. El sistema
pJRS1 no tiene completo el gen que codifica para el transportador utilizado para la
exportacion de la microcina, lo que implica que la mccE492 se acumularia en el interior
de la célula, y esto podria afectar su crecimiento. EI comportamiento de la cepa que
porta el plasmido pJAM434 podria tener una explicacién similar, pues el cambio en la
disposicién del fragmento que contiene a los genes mceJIHGKF se encuentran bajo el
control de un promotor mas débil que su promotor natural. Esto lieva a un cambio en la
tasa de transcripcion de estos genes, que incluyen a mceGH que son los de
exportacién, por lo que la produccién de la microcina puede ser mayor que la
exportacion de esta misma, con una acumulacion que le resultaria toxica, y por lo tanto
con una disminucion de la velocidad de crecimiento. Sin embargo, al final de las curvas
obtenidas para las cepas con pJRS1 y con pJAM434 se ve una recuperaciéon en el
crecimiento. Esto podria deberse a la seleccion de un mutante capaz de exportar
microcina o de resistir a su acumulacion en el interior de fa célula, o a algan fenémeno

de adaptacion fisiolégica a este stress.
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Figura 8: Curvas de crecimiento de cepas productoras de mccE492,

Los cultivos se realizaron en medic LB a partir de una dilucién 1:100 de un cultivo de noche en
todos los casos. Las curvas de crecimiento fueron realizadas por triplicado, y se graficaron los
valores comrespondientes al promedio de las tres mediciones obtenidas para cada caso. Las
mediciones se realizaron utilizando un lector de ELISA Epoch (Biotek).
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3.3. Clonamiento de los genes mceD, mceF y orfK en el plasmido pBAD33.

Para estudiar el efecto de la expresion de los genes mceD, mceF y orfK sobre las
cepas productoras de mccE492, estos genes fueron clonados en el plasmido pBAD33.
Este plasmidio se escogi6 porque es compatible con los sistemas productores de
mccE492 existentes en el laboratorio, y porque es posible controlar la expresion génica
a través del uso de arabinosa y glucosa. Este vector posee el promotor ara, que
permite inducir la expresion del gen al crecer las células transformadas en presencia
de arabinosa, y reprimirla completamente cuando hay glucosa en el medio de cultivo.

El gen mceD fue clonado utilizando al vector pJ como templado de PCR, y con
los partidores mceD_salF y mceD_hindR. El producto de PCR obtenido luego de la
optimizacion de la reaccion fue de 1450 pb, que corresponde al gen completo. Para
clonar los genes mceF y orfK también se usé pJ como templado, junto a las parejas de
partidores mceF_salF y mceF_salR y mceG_sal y orfk_hindR, respectivamente. En
estos casos se obtuvieron productos de PCR de 990 pb para mceF y de 679 pb para
orfK. Todos estos productos de PCR fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Sall y Hindlll, y los productos de digestion se analizaron en geles de agarosa al 2,5%
(Figuras 9A, 9B, 9C). Ei plasmido pBAD33 también fue digerido con las mismas
enzimas de restriccion y analizado en un gel de agarosa al 1% (Figura 9D).

Se realiz6 una reaccion de ligacion entre el plasmido pBAD33 digerido con las
enzimas de restriccion Sall y Hindlll, y los distintos productos de PCR obtenidos
previamente que estaban digeridos con las mismas enzimas. De esta forma se
obtuvieron los vectores pBAD33-mceD, pBAD3-mceF y pBAD33-orfK.

El producto de ligacion se concentrd y se usé para transformar la cepa de E. coli

BW25113. Estas transformantes se incubaron en placas de agar LB suplementado con
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Figura 9. Patrones de digestién de los productos de PCR y del plasmido necesario para el
clonamiento de los genes mceD, mceF y orfK.

A) Patrén de digestién del producto de PCR con el gen mceD tratado con las enzimas de
restriccion Sall y Hindlll, y posterior electroforesis en gel de agarosa al 2,5%. Carril 1: Producto
de PCR sin digerir. Carril 2; Producto de PCR digerido con Sall. Carril 3: Producto de PCR
digerido con Safl y Hindlll. B) Patrén de digestion obtenido al tratar el producto de PCR con el
gen mceF con Sall y Hindlll, y resulto con gel de agarosa al 2,5%. Carril 1: Producto de PCR
sin digerir. Carril 2: Producto de PCR digerido con Safl. Caril 3: Producto de PCR digerido con
Sall y Hindlll. C) Patrén de digestion obtenido al tratar el producto de PCR con el gen orfK con
Sall y Hindlll, y posterior electroforesis en gel de agarosa al 2,5%. Carril 1: Producto de PCR sin
digerir. Carril 2: Producto de PCR digerido con Sall. Carril 3: Producto de PCR digerido con Safl
y Hindill. Marcador de peso molecular escalera de 100 pb. D) Patron de digestion obtenido al
digerir el plasmido pBAD33 con Sal y Hindlll, resuelto con un gel de agarosa al 1%. Carril 1:
Plasmido pBAD33 sin digerir. Carril 2: Plasmido pBAD33 digerido con Sall. Canil 3: Plasmido
pBAD33 digerido con Sall y Hindlll. Marcador de peso molecular escalera de 1 kb.
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cloramfenicol para seleccionar a las células que habian incorporado el plasmido.
Posteriormente se realizaron digestiones con enzimas de restriccion y reacciones de
PCR para comprobar la presencia del plasmido con el gen deseado en los clones
seleccionados. Se secuencié el DNA plasmidial de los clones que dieron positivo para
todas estas pruebas. Se comprobé que en los tres casos se obtuvieron construcciones

correctas.

3.4. Caracterizacion de las cepas E.coli BW25113 transformadas con los

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

3.4.1. Determinacién de la actividad bactericida de E.coli BW25113 con pBAD33-
mceD, pBAD33-mceF y pBAD33-orfK en presencia de los distintos sistemas

productores de mccE492

Los transformantes obtenidos fueron sembrados sobre un césped sensible a la
accion de la mccE492 para comprobar que estas células no producian una actividad
inhibitoria del crecimiento. Esto se hizo en presencia de glucosa y de arabinosa, y en
ningun caso se vio halo de inhibicién de crecimiento alrededor de la colonia picada.

Posteriormente, estas células fueron transformadas con los distintos sistemas
productores de la microcina que se utilizan en este laboratorio: pJEM15, pJAM229,
pJAM434 y el nuevo plasmido pMccE492. Se hicieron céspedes de la cepa sensible
E.coli BL12 (DE3) en placas de agar LB y de agar M9 con ampicilina y cloramfenicol, y
suplementados con arabinosa o con glucosa. Sobre este césped se picaron colonias y
se dejaron incubando por 16 horas a 37°C. En la figura 10 se muestra un experimento

en que se utilizoé el sistema pJEM15 como huésped.
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pBAD33 pBAD33 mceD pBAD33 mceF pBAD33 orfK

Glucosa

Figura 10. Comparacién de la actividad bactericida de cepas que contienen al sistema
productor pJEM156 y pBAD33-mceD, pBAD33-mceF o pBAD33-orfK.

Se picaron colonias de cepas con los distintos sistemas productores de microcina y las
construcciones pJEM15 y pBAD33-mceD, pBAD33-mceF o pBAD33-orfK sobre un césped
sensible en placas de agar LB con glucosa 0,1% o arabinosa 0,2%. En esta figura se muestra lo
obtenido con el sistema productor pJEM15 como fondo genético, pero se observé un
comportamiento similar cuando se integraron los demas sistemas productores como fondo
genético.
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No se observé una diferencia significativa en los halos de inhibicion de
crecimiento en las placas en presencia de glucosa o arabinosa para las construcciones
con el gen meceD (Tabla 4). Sin embargo, se observa que mceF afecta positivamente la
producciéon de mccE492 tanto cuando esta siendo sobre-expresado como cuando su
expresion es residual. El gen orfK se comporta de igual forma que mceF cuando se
encuentra en presencia de pJAM229, pJAM434 y pMccE492. Después de la
transformacién sobre el huésped pJEM15 se observa que un 10% de las colonias
produce un halo de inhibicion de crecimiento pequefio. Dado que este comportamiento
fue minoritario y claramente distinto, no se utilizo para realizar los calculos de area del

halo de inhibicion.

3.4.2. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK en la

sobrevida de 1a cepa E. coli BW25113

Para estudiar el efecto de la sobre-expresion de estos genes en la sobrevida de
la cepa E. coli BW25113 se tomaron cultivos celulares crecidos durante toda la noche y
se utilizaron para inocular en una dilucién de 1:100 (medio LB) y 1:50 (M9 con glicerol)
cultivos que fueron crecidos a 37°C con agitacion hasta una DOgyo de 0,4-0,5. Estos
cultivos fueron titulados en placas con agar LB y con agar M9 suplementadas con
arabinosa y con glucosa tal como se explica en la seccion de Métodos. Se considerd
como 100% de sobrevida al titulo obtenido en la placa con glucosa.

Los primeros cultivos en los cuales se estudié la sobre-expresion de los genes
fueron los que contenian sélo las construcciones en el vector pBAD33. Se vio que la
sobre-expresion del gen mceD no afecta de forma importante la sobrevida de los

cultivos celulares, ya que los porcentajes de sobrevida obtenidos fueron similares a los
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Tabla 4. Efecto de la sobre-expresion de mceD, mceF y orfK en cepas que contienen a los
distintos sistemas productores sobre la produccién de mccE492.

% halo % halo
Cepa
LB + arabinosa LB + glucosa
pMccE492 pBAD33-mceD 727+28 1122+17
pJEM15 pBAD33-mceD 928+07 72 +1
pJAM229 pBAD33-mceD 83,3+09 933+1,2
pJAM434 pBAD33-mceD 847+16 75109
pMccE492 pBAD33-mceF 833+34 1748+ 21
pJEM15 pBAD33-mceF 1365+16 1418+ 0,9
pJAM229 pBAD33-mceF 142 + 11 1326+ 0,7
pJAM434 pBAD33-mceF 164 +1,2 1M72+14
pMccE482 pBAD33-orfK 689+29 1842+23
pJEM15 pBAD33-orfK* 123,1+06 134,3+0,5
pJAM229 pBAD33-orfK 163,1+ 1,1 143,4+09
pJAMA434 pBAD33-orfK 146,9+ 1,6 1258+1.2

Todos los experimentos se realizaron utilizando como césped sensible la cepa E. coli BL21
(DE3). Como huésped para cada sistema se usoé la cepa E. coli BW25113. Se p:caron diez
colonias en cada caso, y el porcentaje aca mostrado corresponde a una comparaczon de las
areas del halo de inhibicidén de crecimiento obtenidas, tomando como el 100% el drea obtenida
para cada sistema transformado con el plasmido vector pBAD33.

* En este caso se observé que después de la transformacaon con pBAD33-orfK un 10% de las
colonias producen un halo pequefio (23,42 mm %). El caracter halo grande o halo pequefio se
transmite de manera estable en las sucesivas generaciones.



obtenidos con el plasmido vector pBAD33 (Tabla 5). Sin embargo, la sobre-expresion
de mceF y orfK afecta la sobrevida tanto en agar LB como en agar M9. El titulo celular
se redujo en 3 o6rdenes de magnitud para el caso de la sobre-expresion del gen mceF,
en tanto que cuando el gen sobre-expresado fue orfK se observo que esta disminucién
llegé a los 5 ordenes de magnitud en agar M9.

Se evalud la sobrevida en estas condiciones de las cepas que contenian los
distintos sistemas productores de mccE492 con pBAD33, pBAD33-mceD, pBAD33-
mceF y pBAD33-orfK. La sobrevida de células crecidas en medio minimo que
contenian pJEM15 no se afectd con la sobre-expresion de mceD (Tabla 6).
Curiosamente, en este mismo medio la sobre-expresion de mceF no tuvo un efecto tan
importante (27% sobrevida) si se le compara con el 0,5% observado en ausencia del
sistema productor de mccE492 (Tabla 5). El efecto observado en la sobre-expresion de
estos dos genes resultd ser medio dependiente, pues cuando el medio utilizado fue LB,
la sobrevida observada fue superior a la del control no inducido. La sobre-expresion de
orfK, por otra parte, produce una disminucion del titulo celular de 3 ordenes de
magnitud cuando se plaquea en agar M9 y de 5 6rdenes de magnitud en el caso de
agar LB (Tabla 6).

Un comportamiento similar se observa cuando el sistema productor es pJAM229
(Tabla 7) y pJAM434 (Tabla 8). La sobre-expresién de mceD no tiene efecto en la
sobrevida de las células, mientras que la sobre-expresion de mcef produce una
disminucion de 2 ordenes de magnitud en el titulo celular. El gen orfK es el que
muestra el efecto mas pronunciado sobre las células al ser sobre-expresado, llegando
incluso a no encontrarse células al plaguear en agar M9 suplementado con arabinosa.
En las placas con agar LB encontramos una disminucion de 7 ordenes de magnitud en

el titulo celular al comparar las placas con glucosa respecto de con arabinosa. Esta
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Tabla 5. Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que sobre-
expresan mceD, mceF y orfK.

Cepa % sobre\!ida % sobre\_:ida
M9 + Arabinosa LB + Arabinosa
pBAD33 168,29+ 0,72 350,54 + 1,23
pBAD33-mceD 107,13+ 1,28 431,08 + 1,69
pBAD33-mceF 0,53+ 0,011 21,19+ 0,17
pBAD33-orfK 1,76 + 0,0083 0,0011 + 1,0x10°

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coli BW25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos independientes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado, y se consideré como 100% al titulo celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.



Tabla 6. Sobrevida scbre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que contienen al
sistema productor de mccE492 pJEM15 y que sobre-expresan los genes mceD, mceF y
orfK.

% sobrevida

% sobrevida

Cepa M9 + Arabinosa LB + Arabinosa
Séi’g;g 100,92 + 0,44 164,07 + 1,19
pa,féggn-:nsceo Haeal 0 408,73 + 6,81
pafégmscep 248204 161,97 + 1,68

pB?.\J[i)E;‘gj:ﬁK 0,06 + 0,008 6,49 + 0,39 x 10™

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coli BW25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos independientes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado, y se considerd como 100% al titulo celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 7. Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que contienen al

sistema productor de mccE492 pJAM229 y que sobre-expresan los genes mceD, mceF y
orfK.

Cepa % sobrevida % sobrevida
M9 + Arabinosa LB + Arabinosa
%’é"p‘fgﬁf 191,01+ 1,58 183,00 + 16,2
pBi\l}DA’:’:hg—zrﬁgeD 72,89+ 1,01 70£6,0
pai‘&hgfniep 48 10043 16,23 + 0,16
pé’iﬁg”ﬁfm <10° 8,34 +0,33x 10°

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coli BW25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos independientes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado, y se consideré como 100% al titulo celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 8. Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que contienen al

sistema productor de mccE492 pJAM434 y que sobre-expresan los genes mceD, mceF y
orfK.

Cepa M‘;ﬂ; sobrevida % sobrevida
+ Arabinosa LB + Arabinosa
%Jé::g?; 84,16+ 1,09 136,03 + 1,92
ps%ﬁﬁieo 86,04 £ 4.5 238 +2,01
pBg\‘gi\BnigﬁieF 0,912 0,023 100 + 1,62
pgj\ggﬂ;ﬁm <107 4,65 + 0,059 x 10°

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coli BW25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos independientes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado, y se consideré como 100% al titulo celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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diferencia es consistente con la falta de colonias en las placas de agar M9, ya que en
éstas siempre se obtuvo un menor nimero de colonias que en las placas de agar LB.

Las células que llevan el sistema pMccE492 (Tabla 9) tienen un comportamientd
un poco diferente. No se ve un efecto importante en la sobrevida en placas LB al
sobre-expresar los distintos genes, en tanto que al plaquear en agar M9 solo hay un
efecto notorio en las células que sobre-expresan orfK. Hay una disminucion de 6
4rdenes de magnitud en el titulo celular, pero esto no se observa en las placas LB.
Esto sugiere fuertemente que hay un efecto medio-dependiente al sobre-expresar orfK.
En la Tabla 10 se resume el efecto de la sobre-expresion de los distintos genes sobre

las cepas productoras de mccE492.

3.4.3. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK sobre las

curvas de crecimiento de la cepa E. coli BW25113.

Se complementd el estudio anterior analizando el efecto de la sobre-expresion de
mceD, mceF y orfK en E. coli BW25113 sobre las curvas de crecimiento obtenidas en
presencia de arabinosa o de glucosa. Se observé que las construcciones crecidas en
LB y no inducidas con arabinosa no afectan el crecimiento de la cepa huésped (Figura
11A). Lo mismo se observo al realizar las curvas de crecimiento en medio M9 con
glicerol 0,4% como fuente de carbono (Figura 11B). Las curvas en medio LB ademas
sirvieron para determinar que los cultivos celulares alcanzaban la DOgg recomendada
para la induccién (Guzman y cols., 1995), alrededor de las 2 horas de crecimiento
después de la dilucion.

Se realizo la induccién de los cultivos agregando arabinosa a partir de la hora 2

de crecimiento en una concentracion final de 0,2%, y como contraparte se agregd
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Tabla 9. Sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de las cepas que contienen al

sistema productor de mccE492 pMccE492 y que sobre-expresan los genes mceD, mceF y
orfK.

Cepa % sobrevida % sobre\_fida
M9 + Arabinosa LB + Arabinosa
ooy 81,55 + 1,47 96,91 + 1,81
psihgcgss?nggeo 107,44 +2.25 63,18 +8,5
po}i\\Ach‘i;:'lggeF 6,24+ 0,13 16,2+ 0,14
pg“ﬁggifrsz 2,21+ 0,030 x 107 15,05 + 0,58

Todos estos experimentos se realizaron utilizando a la cepa E. coli BW25113. Los porcentajes
son representativos de tres ensayos independientes. Los conteos de colonias y los porcentajes
de sobrevida fueron obtenidos de un triplicado, y se considerd como 100% al titulo celular
obtenido para la placa suplementada con glucosa en cada caso.
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Tabla 10. Resumen de los ensayos de sobrevida sobre placas de agar M9 y de agar LB de

las cepas que contienen los distintos sistemas productores en presencia de las distintas

construcciones.

BW25113 pBAD33 pBAD3-mceD | pBAD3-mceF | pBAD3-orfK
Cepa huésped = = H H
+ pJEM15 = = = H
Aran o | +PJAM220 = - : n
+ pJAMA434 = = i i
+ pMcceE492 = = = H
Cepa huésped = = 4 H
+ pJEM15 = = = "
Ara;i?!osa + pJAM229 = = i W
+ pJAM434 = = I i
+ pMcceE92 = = = =

Para expresar el efecto de la sobre-expresiéon de los distintos genes sobre los sistemas
productores de mccE492, se designé como sin efecto (=) a los titulos celulares que se
mantenian en el mismo orden de magnitud que la placa control con glucosa, mientras que el
efecto negativo sobre el titulo celular se expreso de tres maneras: con (}) cuando la disminucién
en el titulo era menor o igual a 2 érdenes de magnitud, () cuando era entre 3 a 7 ordenes de
magnitud y (44) cuando no se encontraron colonias en la placa de cultivo.
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Figura 11. Curvas de crecimiento de la cepa E. coli BW25113 que lleva pBAD33-mceD,
pBAD33-mceF, pBAD33-orfK y pBAD33 en medio LB y en medio M9.

Las curvas de crecimiento se hicieron por triplicado en ambos medios de cultivo, y se graficaron
los valores correspondientes al promedio de las tres mediciones. Estos cultivos se crecieron en
ausencia de arabinosa. A) Curva obtenida al crecer las distintas cepas en medio LB. B) Curva
obtenida al crecer las distintas cepas en medio M8 con glicerol 0,4% como fuente de carbono.
Tal como se indica en la leyenda de los graficos, la linea azul comesponde a la cepa
transformada con el plasmido pBAD33, la roja a la construccion pBAD33-mceD, la verde a
pBAD33-mceF y la linea morada a pBAD33-orfK.
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glucosa al 0,1%. Las curvas de crecimiento se realizaron en medio LB suplementado
con cloramfenicol, como se explica en la seccién de Métodos. Tal como se esperaba a
partir de los resultados de los ensayos de sobrevida, las cepas transformadas con el
plasmido pBAD33 (Figura 12A) y con pBAD33-mceD (Figura 10B) no presentan
cambios significativos en las forma de sus curvas de crecimiento una vez que se
agrega arabinosa o glucosa al medio de cultivo. Para las cepas que llevan pBAD33-
mceF (Figura 12C) y pBAD33-orfK (Figura 12D) en cambio, la presencia de arabinosa
retarda el crecimiento de las células. Este efecto es evidente no solo al compararla con
la curva obtenida en presencia de glucosa, sino que también con la obtenida sélo con
medio LB.

Este comportamiento también se observé en las curvas realizadas en medio M9
con glicerol 0,4% como fuente de carbono. En este caso la diferencia entre las curvas
fue mayor, lo que se puede deber a la presencia de glucosa en el medio, la cual no
solo estaria reprimiendo totalmente la expresion del plasmido pBAD33, sino que como

nueva de carbono seria mas facil de metabolizar.

3.4.4. Efecto de la expresién residual de los genes mceD, mceF y orfK en curvas
de crecimiento de la cepa E. coli BW25113 con distintos sistemas productores de
mccE492.

Se estudi6 el efecto de la expresion residual, es decir en condiciones de no
induccidon, de los distintos genes sobre los sistemas productores de mccE492
pJAM229, pJAM434 y pMccE492, en medio LB y en medio M9.

Todas las curvas de las distintas construcciones en cepas que portan el sistema

productor pJAM229 presentan un comportamiento similar. Sin embargo, la curva de la
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Figura 12. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK sobre las curvas
de crecimiento de la cepa E. coli BW25113.

Las curvas de crecimiento fueron realizadas por triplicado en medio LB, y se graficaron los
valores comespondientes al promedio de las tres mediciones. En esta figura se muestran las
curvas obtenidas para E. coli BW25113 transformada con las distintas construcciones hechas
en el vector pBAD33. A) Cepa transformada con pBAD33. B) Cepa transformada con pBAD33-
mceD. C) Cepa transformada con pBAD33-mceF. D) Cepa transformada con pBAD33-orfK. Tal
como lo indica la leyenda, en azul se muestra el comportamiento del cultivo en presencia de
arabinosa, mientras que en rojo, de glucosa. La flecha negra indica el momento en el que se
agregd el suplemento al cuitivo (2 horas).
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cepa con la construccién pBAD33-orfK alcanzé el plateau mas rapidamente (Figura
13A). Los tiempos generacionales de los cultivos de las cepas con pBAD33, pBAD33-
mceD y pBAD33-orfK son de alrededor de media hora, mientras que para pBAD33-
mceF se llegd al valor de 55 minutos.

Cuando este analisis se realizd en el sistema productor pJAM434 el efecto
“protector” entregado por la expresion residual de orfK fue mucho mas evidente (Figura
13B). Al comparar las curvas de crecimiento se ve que la cepa que tiene la
construccién pBAD33-orfK es la Unica que presenta una curva de crecimiento normal.
Las demas presentan una disminucién notoria de la densidad Optica a partir de las tres
horas de crecimiento, la éue se recuperan hacia el final de la curva, pero no llegan a
ios valores medidos para la cepa transformada con pBAD33-orfK.

Cuando las células llevan el sistema pMccE492, no se observa ningtin efecto de
orfK. Todas las cepas presentan el mismo comportamiento a lo largo de la curva de
crecimiento, que es el mismo para una curva de crecimiento de la cepa huésped en

medio de cultivo LB (Figura 14).

3.4.5. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK en curvas de
crecimiento de la cepa E. coli BW25113 con distintos sistemas productores de

mccE492.

Luego de estudiar el efecto de la expresion residual de los genes mceD, mceF y
orfK sobre las curvas de crecimiento de los distintos sistemas productores de
mccE492, se analizé el efecto de su sobre-expresién. Para esto, se crecieron cultivos

en presencia de arabinosa o glucosa, y se construyeron curvas de crecimiento tal como
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Figura 13. Efecto de ia expresion residual de los genes mceD, mceF y orfK en los
sistemas productores de mccE492 pJAM229 y pJAM434.

Las curvas de crecimiento se hicieron por triplicado y se graficaron los valores correspondientes
al promedio de las tres mediciones. En esta figura se muestra el efecto de la expresion residual
de los distintos genes a estudiar en sistemas productores de mccE492 en la cepa E. colf
BW25113. A) Curvas obtenidas en presencia del sistema pJAM229 en medio LB. B} Curvas
obtenidas en presencia del sistema pJAM434 en medio LB. La linea azul corresponde a la cepa
transformada con el plasmido pBAD33, la linea roja a la construccién pBAD33-mceD, la linea
verde a pBAD33-mceF y la linea morada a pBAD33-orfK.
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Figura 14. Efecto de la expresién residual de los genes mceD, mceF y orfK sobre una
cepa con el sistema productor pMccE492

Las curvas de crecimiento se hicieron por triplicado y se graficaron los valores correspondientes
al promedio de las tres mediciones. En esta figura se muesfra el efecto de la expresion residual
de los distintos genes a estudiar sobre el sistema productor pMccE492 transformado en la cepa
E. coli BW25113. La linea azul muestra a la cepa transformada con el plasmido pBAD33, la
linea roja a la cepa con la construccion pBAD33-mceD, la linea verde a pBAD33-mceF y la linea
morada a pBAD33-orfK.
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se explica en la seccién de Métodos. De acuerdo a las curvas obtenidas para los
sistemas productores pJAM229 y pMccE492, se agregd el suplemento indicado luego
de 2,5 horas de crecimiento a 37°C, ya que en ese momento el cultivo alcanzaba la
densidad 6ptica adecuada para la induccion.

Al analizar la cepa que lleva el sistema pJAMZ229 se observd una concordancia
con los resultados de porcentajes de sobrevida. Asi, la sobre-expresion de la proteina
MceD no presenta ningun efecto sobre el crecimiento de las células (Figura 15B),
mientras que la sobre-expresién de MceF y OrK en presencia de este sistema
productor afecta de manera importante su crecimiento (Figura 15C y 15D,
respectivamente), a tal punto que la induccién de pBAD33-orfK impidié el crecimiento
bacteriano, analizado hasta las 24 horas.

Sin embargo, la cepa con el plasmido pBAD33 presenté un comportamiento no
esperado. Cuando se estudié el efecto de la sobre-expresién o represion del plasmido
vector en la sobrevida de las células no se vio ningtn efecto. Tampoco se observd
nada importante en el caso de su expresion residual en presencia de pJAM229. Sin
embargo, la sobre-expresion de este plasmido en presencia de pJAM229 tiene un
efecto inhibitorio sobre la curva de crecimiento de estas células, y lo hace de manera
similar a la sobre-expresion de la proteina MceF (Figura 15A).

Cuandc este analisis se realizd6 con las células con el sistema productor
pMccE492 se observd que no hay efecto al sobre-expresar el plasmido pBAD33
(induccién) comparade con la curva obtenida al agregar glucosa al medio de cultivo
(Figura 16A). Cuando se sobre-expresa la construccion pBAD33-mceD se ve que si
bien las curvas son muy similares en lo que se refiere a la forma y los valores
obtenidos para las distintas mediciones, durante la fase estacionaria tardia de

crecimiento el cultivo que crecid en presencia de arabinosa disminuye su densidad
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Figura 15. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK en un huésped
con el sistema pJAM229.

l.as curvas de crecimiento fueron realizadas por triplicado en medio LB, y se graficaron los
valores comrespondientes al promedio de las tres mediciones. En esta figura se muestran las
curvas obtenidas para E. cofi BW25113 que presenta pJAM229 y fue transformada con fas
distintas construcciones hechas en el vector pBAD33. A) Cepa transformada con pBAD33. B)
Cepa transformada con pBAD33-mceD. C) Cepa transformada con pBAD33-mcef. D) Cepa
transformada con pBAD33-orfK. En azul se muestra el comportamiento del cultivo en presencia
de arabinosa, mientras que en rojo, de glucosa. La flecha negra indica el momento en el que se
agrego el suplemento al cultivo (2,5 horas).
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Figura 16. Efecto de la sobre-expresion de los genes mceD, mceF y orfK en un huésped
con el sistema pMccE492,

Las curvas de crecimiento fueron realizadas por triplicado en medio LB, y se graficaron los
valores comrespondientes al promedio de las tres mediciones. En esta figura se muestran las
curvas obtenidas para E. coli BW25113 que presenta pMccE492 y fue transformada con las
distintas construcciones hechas en el vector pBAD33. A} Cepa transformada con pBAD33. B)
Cepa transformada con pBAD33-mceD. C) Cepa transformada con pBAD33-mceF. D) Cepa
transformada con pBAD33-orfK. En azul se muestra el comportamiento del cultivo en presencia
de arabinosa, mientras que en rojo, de glucosa. La flecha negra indica el momento en el que se
agreg6 el suplemento al cultivo (2,5 horas).
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Optica (Figura 16B). Esto es consistente con los resultados que se obtuvieron para los
ensayos de sobrevida de esta cepa, en donde se vio una disminucion del titulo que no
se observa en ningun otro caso. La cepa que presenta el plasmido pBAD33-mcefF se
comporta como la cepa con el plasmido vector pBAD33 (Figura 15C). Se puede
observar el efecto de la sobre-expresion de MceF en el tramo final de ia curva de
crecimiento, ya que hasta la hora 9 de medicién la curva en presencia de arabinosa y
de glucosa son muy similares.

Las céiulas con la construccién pBAD33-orfK muestran, tal como se esperaba,
una gran diferencia entre la curva obtenida en presencia de arabinosa y la obtenida en
presencia de glucosa (Figura 15D). La curva obtenida al agregar arabinosa al medio de
cultivo se ve muy afectada por la sobre-expresion de esta proteina de membrana,
mucho mas de lo que se podia hacer esperado a partir de los resultados de sobrevida

y la expresion residual de ésta.

3.4.6. Analisis mediante PAGE de extractos bacterianos después de la sobre-

expresion de los genes mceD, mceF y orfK.

Se analizo la sobre-expresion de los genes presentes en las construcciones en
pBAD33 mediante SDS-PAGE. Para esto, se crecieron cultivos de las cepas que
presentaban las distintas construcciones en medio LB y se les agregd glucosa o
arabinosa luego de 2 horas de crecimiento. Se dejaron crecer por 5 horas en este
medio inducido y se tomaron muestras de estos cultivos. Las muestras obtenidas se
cargaron en un gel SDS-PAGE al 12,5% de acrilamida para poder separarias, y las
proteinas se visualizaron a través de tincién con Azul de Coomasie. Se realizd también

tincion de plata del gel luego de la electroforesis, pero aun cuando se realizaron
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diluciones de 1:10 y 1:100 de las muestras no se pudo obtener un gel lo
suficientemente claro como para identificar las proteinas deseadas. Por lo tanto, se
siguid trabajando con la tincidbn de Azul de Coomasie hasta encontrar el mejor
protocolo de trabajo.

Las masas tedricas para las distintas proteinas son de 45.762 Da para MceD,
26.984 Da para la proteina MceF y 15.416 para OrfK. Esta informacion fue considerada
para escoger el porcentaje de acrilamida del gel y el marcador de peso molecular.

Se compararon los patrones de proteinas obtenidos para las construcciones en
presencia de arabinosa y de glucosa, y fambién se compararon con las obtenidas para
el plasmido pBAD33 en ambas condiciones. De esta manera se logro identificar dos
bandas que estan presentes en los carriles correspondientes a la sobre-expresion de
las proteinas MceD y MceF, y que no se encuentran en ningun otro carril (Figura 17).
Estas bandas se encuentran aproximadamente a la altura de la banda que
corresponde a 36 kDa en el marcador de proteinas PagerRuler Plus pretefiido, o cual
estaria cerca de las masas tedricas de las proteinas MceD y MceF. No se pudo
identificar una banda correspondiente a OrfK a pesar de realizar distintos geles y
utilizar varios tipos de tinciones. Esto podria deberse a un eventual clivaje y secrecion
de esta proteina por su identidad con McmA, proteina que es clivada y exportada al
medio extracelular por un exportador tipo ABC en el sistema de la microcina M. Si este
fuera el caso, a partir de OrfK se producirian dos proteinas de dificil deteccién: una
correspondiente a la inmunidad y se localizaria en la membrana, y ofra a la microcina,

que seria exportada.
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Figura 17. SDS-PAGE y posterior tincion con Azul de Coomasie de las distintas
construcciones sobre-expresadas.

Se crecieron cultivos de las distintas cepas en presencia de arabinosa o de glucosa, se tomaron
muestras de estos cultivos y las proteinas presentes en los extractos celulares obtenidos se
separaron por SDS-PAGE. Los geles fueron tefidos con tincién de Azul de Coomasie. El cuadro
rojo muestra la banda que corresponderia a la proteina MceD (camil 4) y a MceF (carril 6). Carril
1. Cepa transformada con pBAD33 en presencia de glucosa. Carril 2: Cepa transformada con
pBAD33 en presencia de arabinosa. Camil 3: Cepa transformada con pBAD33-mceD en
presencia de glucosa. Carril 4. Cepa transformada con pBAD33-mceD en presencia de
arabinosa. Carril 5: Cepa transformada con pBAD33-mceF en presencia de glucosa. Carril 6:
Cepa transformada con pBAD33-mceF en presencia de arabinosa. Carril 7. Cepa transformada
con pBAD33-orfK en presencia de glucosa. Caril 8. Cepa transformada con pBAD33-orfK en
presencia de arabinosa. MP: marcador de peso molscular, PageRuler Plus pretefido. Los
valores de las distintas bandas estan en kDa.



3.5. Estudio de la sensibilidad a la mccE492 en distintas fases de

crecimiento bacteriano de cepas de E. coli en presencia del plasmido pJl.

Estudios previos realizados en el laboratoric determinaron un fenotipo
denominado “pérdida de inmunidad en fase estacionaria”. Este fenotipo se producia en
la cepa de E. coli VCS257 que porta al plasmido pJl, y no era debido a la pérdida de la
transcripcion del gen de la inmunidad {(mceB) en la fase estacionaria, sino que a un
efecto propio de la mccE492 que se sintetiza y se acumula infracelularmente, debido
mayormente a la ausencia de las proteinas de exportacién. El plasmido pJi es un
derivado del sistema pJAM229 que contiene sélo los genes mceABCDE, es decir
carece de los genes de exportacion y maduracién. Los ensayos de pérdida de
inmunidad se realizaron en céspedes de las cepas a estudiar cuando éstas estan en
fase exponencial y en fase estacionaria de crecimiento. Sobre estos céspedes se
depositan alicuotas de mccE492 en distintas diluciones en base dos, tal como en los
ensayos de dilucion critica antes explicados. Si el césped utilizado corresponde a las
células estaban en fase exponencial de crecimiento, éstas son inmunes a la accion de
la mccE492 exbgena, pero que si el césped es a partir de células crecidas hasta fase
estacionaria éste es sensible a la accion de esta mccE492 agregada. Este fenotipo de
“pérdida de inmunidad en fase estacionaria” se revierte con una mayor cantidad de
proteina de inmunidad (incorporando un plasmido con mceB), en cuyo caso las células
resultaban ser inmunes a la mccE492 tanto en fase exponencial como en estacionaria
de crecimiento.

Se decidié probar si el efecto “protector” de la expresion residual del gen orfK
(Figura 12) observado en una cepa con el sistema pJAM434 estaba relacionado con un

aumento de inmunidad. Para hacer esto se transformaron células de E. coli VCS257
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que tenia al plasmido pJi con la construccién pBAD33-orfK, y se realizé el ensayo
descrito mas armriba. Se vid que los céspedes realizados tanto en fase exponencial
como estacionaria de crecimiento eran inmunes a la accion de la mccE492. Se realizd
también un ensayo control sélo con el plasmido pBAD33-orfK, y en este caso los
céspedes resultaron ser sensibles en ambas fases de crecimiento. Estos resultados,
junto a los demas controles realizados, se muestran en la Tabla 11.

Este resultado indica que la proteina OrfK por si sola no es capaz de entregar
inmunidad frente a la mccE492. Una explicacion probable es que interactia con la
proteina de la inmunidad MceB potenciando su efecto. Esta hipotesis es probable pues
OrfK presenta identidad con la proteina de inmunidad del sistema McmM. Una
explicacion alternativa es que sea un efector positivo que estimula la expresion de

mceB.
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Tabla 11. Sensibilidad a la mccE492 exdgena de cepas transformadas con pJl y pBAD33-

orfK.

E. coliVCS 257

Sensibilidad en fase

Sensibilidad en fase

transformada con: Genes exponencial estacionaria
- - S S
pJi meceABCDE | S
pBAD33 - S S
pBAD33-orfK orfK S S

pJl pBAD33-0rfK

mceABCDE + onfK

Estos experimentos se realizaron por triplicado en cada caso, utilizando la microcina purificada
a partir de pMccE492. Para expresar la sensibilidad a la mccE492 se tomd como sensible (s) a
los céspedes en donde se obtuvo halo de inhibicién de crecimiento al depositar una alicuota de
mccE492 purificada, mientras que inmune (i) corresponde a las cepas en cuyos céspedes no se

encontré halo de inhibicién.
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DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis fue estudiar el efecto de la sobre-expresion de
los genes mceD, mce F y orfK sobre la produccién de la mccE492, y para ello fue
necesario construir un plasmido que tuviera todo el sistema productor de la microcina
completo, y compararlo con los otros sistemas productores. Este sistema se lamé
pMccE492, debido a que corresponde a los determinantes genéticos necesarios para
fa produccion de la microcina E492 tal como se encuentra en K. pneumoniae RYC492.

La comparacién con los sistemas ya existentes se realizé a través de curvas de
crecimiento, utilizando la cepa de E. coli BW25113 como huésped. En estos
experimentos se vio que las curvas de crecimiento de la cepa transformada con
pMccE492 tienen comportamientos similares al que se observa para la cepa que
contiene a pJEM15 o pJAM229, y que dichas curvas también son similares a la del
huésped sin plasmido. Estos tres sistemas productores poseen todos los componentes
necesarios para la eficiente produccién y exportaciéon de la mccE492, lo cual impediria
la acumulacién intracelular de la microcina que producen. Sin embargo, las cepas
transformadas con el sistema pJAM434 y con pJRS1 tienen un comportamiento
diferente, con un marcado retraso en el crecimiento (Figura 8). Esto se deberia a que
pJRS1 no tiene completo al gen que codifica para el transportador utilizado para la
exportacion de la mccE492, lo que significa que ia microcina se acumularia al interior
de la célula, afectando de esta manera su sobrevivencia. Por otro lado, pJAM434, tiene
un cambio en la disposicion del fragmento que contiene a los genes mceJiIHGF, que
quedan bajo el control de un promotor que es mas débil que su promotor natural. Este

cambio produce una disminucion en la expresion de estos genes, lo cual llevaria a que
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la produccién de la microcina sea mayor que su exportacion, y esto afectaria el
crecimiento a lo largo de toda la curva. Por otra parte, también se ve disminuida la
expresion de los genes que participan en la modificacion post-traduccional de la
microcina, lo que se manifiesta en una mayor proporcién de mccE492 no modificada.
Esto explicaria también por qué este sistema no es un buen productor de microcina
activa.

Se comparo la actividad de estas cepas a través de los halos de inhibicién de
crecimiento que se obtienen al sembrar colonias de cepas con los distintos sistemas
productores de microcina sobre un césped sensible. Se observd que el halo de
inhibicion de crecimiento que se obtuvo para la cepa con pMccE492 es de tamafio
similar e incluso un poco mayor gue el halo que se obtuvo con pJEM15 (Figura 6).

Esta tendencia se mantuvo al estudiar la actividad bactericida de la microcina
purificada a partir de pMccE492. Al hacer el ensayo de dilucion critica se observé halo
de inhibicién de crecimiento hasta una dilucién de 512 veces, mientras que para una
microcina purificada a partir de pJEM15 se obtuvo halo hasta la dilucion de 128 veces.

Como ya se menciond, la diferencia mas notoria entre los sistemas productores
previos es el gen mecef trunco, con una secuencia de 179 aminoacidos en lugar de 230
aminoacidos. Los aminoacidos faltantes se encuentran ubicados en el extremo amino
terminal de la secuencia. Estudios de prediccion de topologia de MceF indican que
esta proteina tiene 6 hélices transmembrana, con su extremo amino y carboxilo hacia
el periplasma de la célula. El segmento faltante en la versidon trunca de MceF
corresponderia a la primera hélice transmembrana de ia proteina, cuya carencia le
daria una orientacion diferente a cada hélice fransmembrana (Figuras 18A y 18B). Asi,
para proteina MceF trunca el nuevo extremo amino terminal queda hacia el periplasma

de la célula, mientras que el extremo carboxilo terminal esta ubicado en el citoplasma
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Figura 18: Comparacién de la topologia de MceF, MceF trunca y una prenil proteasa
caracteristica.

Utilizando los programas de prediccion de topologia de proteinas de membrana SOSUI y
TMPred se obtuvieron las topologias para la proteina MceF completa (A), para la version trunca
en el amino terminal (B), y para una prenil proteasa de la familia CAAX [Swissprot, nimero de
acceso IPR001915] (C). En rojo se muestran las ubicaciones de los aminoacidos esenciales
para la actividad proteasa, y su localizacién en las dos versiones la proteina MceF existentes. P:
periplasma, C: citoplasma.
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de la ceélula. Este cambio también afecta la orientacion de los segmentos
transmembrana, y la ubicacion relativa de los aminoacidos que las forman.

Como se menciond en la Introduccién, MceF tiene un dominio conservado Abi.
Esta superfamilia estad formada por proteinas que serian proteasas de membrana, y la
presencia de este dominio en MceF fue confirmada al someter a la secuencia de la
proteina a un PSI-BLAST y a una busqueda de proteinas ortélogas con el programa
COGNITOR. Este dominio conservado se encuentra entre los aminoacidos 125 y 215
de la secuencia de MceF, los cuales también se encuentran en la version incompleta
de la misma.

Se comparo la topologia de una de estas proteasas con la obtenida para ambas
versiones de MceF, y se observd que la versién completa de la proteina concuerda con
las proteasas (Figura 18C). Al analizar la ubicacién de los 5 aminoacidos esenciales
para la actividad prenil proteasa (Pei y Grishin, 2001) con ambas versiones de la
proteina MceF, se encontré que sélo en la version completa de MceF se mantienen en
la disposicion esperada. Esto podria significar que la proteina MceF es capaz de llevar
a cabo su actividad proteasa putativa, mientras que en la version incompleta presente
en los sistemas productores de microcina pJEM15, pJAM229 y pJAM434 dicha
actividad estaria afectada.

Una bacteriocina producida por Lacfobacillus plantarum tiene 4 genes que
entregarian inmunidad frente a la bacteriocina: pinP, pinl, pinT y pinU (Diep y cols.,
1996). Al analizar los motivos presentes en estas proteinas se encontré que
corresponderian a proteasas involucradas en la maduraciéon y transporte de las
bacteriocinas (Pei y Grishin, 2001), de manera similar a la cistein-proteasa asociada a
PInG, el transportador ABC presente en el mismo operdn (Diep y cols., 1996). Este

transportador esta formado por 716 aminoacidos y tiene cuatro dominios conservados:
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un dominio con actividad cistein-proteasa, un dominio transportador ABC, un dominio
que corresponde a la regién transmembrana del transportador y un dominio con
actividad nucledtido trifosfato hidrolasa. Se sabe que las cistein-proteasas de la familia
presente en este transportador clivan el péptido lider en el motivo doble glicina de
varias bacteriocinas, y que este motivo se encuentra presente en la mccE492.

Tomando en consideraciéon estos antecedentes, podrian existir dos posibles
funciones para MceF: podria participar en el proceso de secrecion de la mccE492
estimulando el clivaje del péptido lider que es lievado a cabo por el exportador de la
microcina, o podria participar en algin tipo de inmunidad a través de su actividad
proteolitica (Kjos y cols., 2010). Al estudiar el efecto de la sobre-expresion de los genes
sobre la produccion de mccE492 activa a través de halos de inhibicion de crecimiento
obtenidos sobre un césped sensible se vio que mceF afecta de forma positiva la
produccién de mccE492. Esto es consistente la posible participacion de MceF en el
proceso de secrecion de la mccE492. En forma alternativa, este producto génico podria
actuar indirectamente como un factor que afecta la produccion de mccE492 activa.

Una explicacion a la disminucién del titulo celular al sobre-expresar MceF es que
esta proteina, al ser una proteina con 6 segmentos transmembrana desestabilizaria la
membrana interna de la célula, con la consiguiente muerte y disminucion de la
densidad 6ptica (Figura 15).

Una explicacion similar seria valida al sobre-expresar OrfK. Esta proteina
también es de membrana, por lo que su sobre-expresion también tendria la capacidad
de desestabilizar a la membrana de la célula huésped. Sin embargo, para esta proteina
los efectos observados son mucho mas drasticos tanto en ia disminucion del titulo

celular como Ia ausencia de crecimiento (Figuras 15y 16; Tablas 5 y 6).
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La causa de este efecto podria deberse a que dentro de la secuencia de esta
proteina se encuentran zonas con similitud al gen estructural de la McmM (dltimos 59
aminoacidos) y a su proteina de inmunidad (los primeros 75 aminodacidos) (Lagos y
cols., 2009). Si bien esta proteina no entrega inmunidad frente a la McmM ni a la
mccE492 (esta tesis), y tampoco tiene actividad antibacteriana por si sola, se
desconoce si es capaz de interactuar de alguna manera con alguna proteina del
“cluster” de la mccE492. Los resultados presentados en esta tesis sugieren
fuertemente una interaccién con el sistema de la microcina E492.

Al estudiar el efecto de OrfK sobre la produccién de mccE492 activa de colonias
sembradas sobre un césped sensible se observé que la afecta de forma positiva en el
caso de los sistemas pJAM229 y pJAM434. Para el sistema pJEM15, por otro lado, se
puede observar la presencia de dos fenotipos tanto en presencia de arabinosa como
glucosa: colonias con halo de inhibicién grande y colonias con halo de inhibicion muy
pequefio. Estos fenotipos no segregan, es decir, las colonias con halo grande
mantienen este tamafo, y lo mismo ocurre con las colonias con halo pequefio. Por lo
tanto, esta segregaciéon ocurre al momento de la transformacién y no varia
posteriormente. Se realizaron distintas pruebas para tratar de explicar este fenomeno,
y se descarté la ocurrencia de una recombinacion entre los plasmidos, a la pérdida dei
gen orfK, 0 a una contaminacion con otro sistema productor. Queda por dilucidar aun si
este fenotipo se debe a un cambio en la cepa huésped o a algin cambio puntual en el
DNA plasmidial, detectable sélo por secuenciacion.

El efecto “protector” de OrfK en presencia del sistema productor pJAM434 llevé a
estudiar la capacidad de reforzar la inmunidad frente a la mccE492 utilizando una cepa
con el plasmido pJl, que pierde la inmunidad en fase estacionaria. La expresion

residual de OrfK es capaz de otorgar inmunidad en fase estacionaria frente a la
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microcina agregada de forma exégena a una cepa con el plasmido pJl, pero es claro
que OrfK por si solo no da inmunidad a fa mccE492. La proteccién observada podria
ser por una potenciacién de la inmunidad a través de una interaccion entre OrfK y la
proteina de inmunidad MceB, ya que la topologia de la proteina OrfK en la membrana
interna es muy similar a la de MceB.

La sobre-expresion del gen orfK en presencia o en ausencia de los sistemas
productores de mccE492 afecta severamente la viabilidad celular. Esto significaria que
el efecto toxico que esta sobre-expresion produce sobre la célula no puede ser
contrarrestado por la interaccién de OrfK con la proteina de inmunidad MceB.

Como se dijo en la Introduccion, OrfK tiene similitud con la proteina estructural de
McmM en sus 59 Gltimos aminoacidos y con su proteina de inmunidad en los primeros
75 aminoéacidos. En las microcinas es comin que [a proteina estructural y la proteina
de inmunidad se organicen en un solo operdn, para de esta forma asegurarse que Ia
célula productora sera inmune a la microcina que esta produciendo. Por lo tanto, OrfK
podria verse como el resultado de la fusién entre el gen que codifica para la proteina
estructural y el que codifica para la proteina de inmunidad de McmM. Evolutivamente,
esta fusion pudo entrar en el “cluster” de la mccE492 por transferencia horizontal desde
el sistema de la McmM, y se ha mantenido debido a la ventaja evolutiva que significa
tener esta proteina, que en bajas cantidades es capaz de potenciar la funcién de la
proteina de la inmunidad de la mccE492.

El sistema pJAM434 es el Gnico sistema productor y exportador de microcina en
donde se observa el efecto protector de esta proteina. En este sistema, tal como se
dijo antes, los genes encargados de la maduracién y de la exportacion de la mccE492
(mceJIHG orfK) se encuentran bajo el control de un promotor que es mas débil que su

promotor natural. Adicionalmente, el gen mceF se encuentra en su forma incompleta,
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posiblemente no funcional. La baja expresion de este operdn se traduce en una menor
produccién de microcina modificada y también en una baja tasa de exportacion de la
microcina, lo cual explicaria la baja actividad bactericida de su microcina y la forma de
sus curvas de crecimiento, y como orfK esta codificado en este operén también estaria
poco expresado.

Los experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis no entregaron
nueva informacion sobre el posible efecto de la sobre-expresiéon de mceD en presencia
de los sistemas productores de mccE492. Se sabe que MceD es una proteina
citoplasmatica con actividad salmoquelina esterasa, pero aparentemente su sobre-
expresion no se traduce en un aumento significativo de la actividad bactericida, lo cual
indicaria que en los sistemas estudiados ésta no se expresa en forma limitante.

Se traté de visualizar la sobre-expresion de las proteinas MceD, MceF y OrfK a
través de geles de poliacrilamida. Como se explicé en la seccion de Resultados, no se
logré observar una banda que correspondiera a la proteina OrfK sobre-expresada,
pesar de utilizar distintos tipos de tincién sobre los geles. Esto podria deberse a un
eventual clivaje y secrecion de parte de esta proteina. OrfK presenta identidad con
McmA (microcina A) la cual es clivada y exportada al medio extracelular por un
exportador tipo ABC, muy similar al de la mccE492. Si este fuera el caso, a partir de
OrfK deberian producirse dos proteinas, una que corresponderia a la inmunidad y
estaria localizada en la membrana, y otra a la microcina la cual seria exportada. En
ambos casos se trataria de proteinas pequefias (136 y 44 aminoacidos) de dificil

deteccion.
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CONCLUSIONES

Se construyd el plasmido pMccE492, que cuenta con todos los determinantes
genéticos del sistema de la mccE492. Los sistemas que se tenian en el laboratorio
contenian el gen mceF trunco (pJAM229), ademas de la repeticion (pJEM15) o la

inversion de un segmento (pJAM434) del “cluster”.

La microcina purificada a partir del sistema presente en pMccE492 presenta mejor
actividad bactericida sobre cepas sensibles que la obtenida a partir de los demas

sistemas productores.

La sobre-expresion de mceD no tiene un efecto dramético en la sobrevida de la
cepa huésped, tenga ésta o no algun sistema productor de mccE492. Su sobre-
expresién tampoco afecta de forma ostensible la actividad de la mccE492

producida.

La sobre-expresion del gen mcefF afecta la sobrevida de la cepa huésped, tanto en
medio LB como en medio minimo. Este efecto se reproduce cuando el huésped
porta pJEM15, pJAM229 o pJAM434 como sistema productor de microcina. Sin
embargo, este efecto es parcialmente medio-dependiente, pues es menos
pronunciado en medio LB que en medio minimo. Este efecto no se observa cuando
el sistema lleva el gen completo, lo cual nos lieva a pensar que la interaccion entre

MceF trunca y completa seria lo toxico.
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MceF presenta un dominio Abi, con una putativa actividad prenil proteasa. El
andlisis de |a topologia en la membrana interna de la proteina MceF completa y de
la version trunca, revela que sus orientaciones son diferentes, como asi la
ubicacion de los aminoacidos esenciales para la funcién proteasa, lo cual sugiere

que la version trunca de MceF tendria afectada esta actividad.

La sobre-expresion de orfK afecta severamente la viabilidad celular, tanto en
presencia como en ausencia del sistema productor de mccE492, y este efecto

toxico es independiente del medio de cultivo.

La expresién residual del gen orfK junto al sistema productor pJAM434 permite su
mejor crecimiento bacteriano. Lo mismo ocurre en presencia del plasmido pJl, en
donde revierte el fenotipo de pérdida de inmunidad en fase estacionaria.
Aparentemente, cuando la mccE492 se acumula en el interior de la célula y la
proteina OrfK se encuentra en pequefias cantidades, tendria un efecto sinérgico

estimulando la actividad de la proteina de inmunidad MceB.
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